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Luftveranderung

Fahre mit der Eisenbahn,

fahre, Junge, fahre,

Auf dem Deck vom Wasserkahn
wehen deine Haare.

Tauch in fremde Stédte ein,
lauf in fremden Gassen;

hore fremde Menschen schrein,
trink aus fremden Tassen.

Flieh Betrieb und Telefon,
grab in alten Schmdkern,
siech am Seinekai, mein Sohn,
Weisheit still verhokern.

Lauf in Afrika umbher,

reite durch Oasen;

lausche auf ein blaues Meer,
hor den Mistral blasen!

Wie du auch die Welt durchflitzt
ohne Rast und Ruh-:

Hinten auf dem Puffer sitzt

du.

Kurt Tucholsky, 1924
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1 Einleitung

Die Schlafkrankheit, ausgelost durch die einzelligen eukaryotischen Trypanosomen,
stellt nach wie vor ein grofies Problem fiir die Menschen und Nutztiere des heutigen
Afrika dar. Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO, 2006) sind tiber
60 Millionen Menschen in 36 Lindern siidlich der Sahara direkt bedroht und man
geht von 50.000 bis 70.000 neuer Félle pro Jahr aus.

Eine effektive Therapie der Schlafkrankheit ist bis dato nicht méglich. Die aktuelle
medikamentose Behandlung basiert auf veralteten Medikamenten mit hoher Toxizi-
tit und zeigt eine mangelhafte Wirksamkeit gegen die Erreger nach dem Ubertritt
ins Zentrale Nervensystem (ZNS). Da fiir die Pharmakonzerne die Bekdmpfung der
Schlafkrankheit wirtschaftlich nicht interessant ist, findet ein Grofiteil der Forschung
im akademischen Bereich statt, wo die Mittel allerdings bei weitem nicht ausrei-
chen. Man geht davon aus, dass weltweit nur 10% des Forschungaufwandes in die
Erforschung von Krankheiten investiert wird, die 90% der globalen Krankheitslast
ausmachen (Médecins Sans Frontieres (MSF, 2005). Die Schlatkrankheit ist damit
eine der wichtigsten Erkrankungen in der Gruppe der vernachléissigten Krankheiten

(neglected diseases).

Die Entwicklung neuer, effektiver und bezahlbarer Medikamente ist dringend erfor-
derlich, nicht nur in Hinblick auf die betroffenen Menschen sondern auch als Beitrag
zur nachhaltigen Verbesserung der sozialen und wirtschaftlichen Bedingungen in den

Entwicklungslédndern.

1.1 Trypanosomen und Schlafkrankheit

Die afrikanische humane Trypanosomiasis, auch Schlafkrankheit genannt, wird durch
Trypanosomen, einzellige parasitisch lebende Eukaryonten ausgelost. Diese geifiel-

tragenden Protozoen (Flagellaten) kommen weltweit in Wirbeltieren, Arthropo-
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den und Pflanzen vor. Sie gehoren zur Ordnung der Kinetoplastida und verdanken
ihren Namen ,trypanosoma“ (Bohrkorper) den ,bohrenden* Drehbewegungen bei
der Vorwartsbewegung. Aufgrund der sehr frithen Abspaltung von der allgemeinen
Eukaryonten-Entwicklung weisen die Trypanosomen eine Vielzahl von biochemisch
interessanten Eigenschaften auf und sind zudem in den verschiedensten Lebensrau-
men vertreten. So kommen sie sowohl im h&molymphatischen System der Verte-
braten als auch im Verdauungssystem von Arthropoden, die immer als Ubertriger

fungieren, vor.

Trypanosomen durchlaufen in der Regel einen Lebenszyklus, bei dem es zu ei-
nem Wirtswechsel zwischen einem blutsaugenden Ubertréiger und einem Vertebraten
kommt. Sie spielen als Krankheitserreger sowohl beim Menschen, wie auch einigen
Haus- und Nutztieren eine wichtige Rolle. Aus medizinischer Sicht besonders re-
levant sind die beiden humanpathogenen Arten Trypanosoma brucei und Trypa-
nosoma cruzi mit den jeweiligen Unterarten. Wahrend T.cruzi der Ausloser fiir die
hauptséchlich in Mittel- und Siidamerika weit verbreitete Chagas-Krankheit ist, sind
die Unterarten 7. brucei gambiense und T. brucei rhodesiense die Erreger der afrika-
nischen Trypanosomiasis, die fiir den Menschen unbehandelt todlich verlduft. Beide
zéhlen zu den fiinf weltweit bedeutendsten Parasitosen, so dass den Trypanosomen

grofe epidemiologische Bedeutung zukommt.

Abb. 1.1: Entwicklung der Todesfille durch die Schlafkrankheit (EANETT, 2005)

Nachdem die Krankheit Ende der 50er Jahre des letzten Jahrhunderts fast ausge-
rottet schien, steigt die Anzahl der Todesfélle (Abb. 1.1) seit 1964 an. Dies ist unter

anderem auf Bevolkerungswachstum, Vernachléssigung der Therapie, Kriege und die
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damit verbundenen Massenfluchten sowie auf eine Lockerung der Bekdmpfung der

Insekten zuriickzufiihren.

Ein weiteres groies Problem aus volkswirtschaftlicher Sicht liegt in der durch be-
stimmte Trypanosomenstdmme verursachten Viehseuche Nagana. Hierbei sind be-
sonders Trypanosoma vivax und Trypanosoma congolense zu nennen, die Erreger
der Nagana bei Rindern und Schafen. Nach Informationen der Welternéhrungsorga-
nisation (FAO) sterben jahrlich 3 Millionen Rinder an Nagana mit einem volkswirt-
schaftlichen Schaden von 4,8 Milliarden US-Dollar (FAO, 2005).

Fiir die Ausbreitung und das Vorkommen der Parasiten spielt der jeweilige Vektor
eine grofle Rolle. Im Fall der afrikanischen Erregerstimme werden die Trypanosomen
durch Insekten der Gattung Glossina (Tsetse-Fliegen) bei der Blutaufnahme auf den
Wirt iibertragen. Aufgrund der Kopplung in der geographischen Verbreitung von
Vektor und Parasit spricht man auch von einem ,, Tsetse-Giirtel“, der sich auf dem
afrikanischen Kontinent zwischen 15° n.Br. und 18° s.Br. erstreckt und in dem die
Krankheit vorwiegend auftritt (Abb. 1.2.A).

Abb. 1.2: A) Vorkommen und Ausbreitung der Tsetse-Fliege (CSUN, 2005), B)
Vorkommen der beiden Formen der Schlafkrankheit (WHO, 2000)

Innerhalb dieser Zone konnen zwei Formen der Schlafkrankheit unterschieden wer-
den (Abb. 1.2.B): im westlichen Teil Afrikas erfolgt die Ubertragung hauptsichlich

durch die beiden Arten Glossina palpalis und Glossina tachinoides, die Vektoren fiir
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Trypanosoma brucei gambiense darstellen, wihrend im Osten Afrikas Glossina mor-
sitans Hauptiibertrager von T. brucei rhodesiense ist. Die beiden Trypanosomen-
Unterarten sind morphologisch und biochemisch kaum unterscheidbar, zeigen aber
neben der unterschiedlichen Wirtsspezifitdt auch deutliche Unterschiede im Viru-
lenzverhalten. Wahrend sich der Krankheitsverlauf bei der Gambiense-Infektion zu-
meist iiber einige Jahre erstreckt, kann die Rhodesiense-Infektion bereits innerhalb

weniger Monate zum Tod fithren (Duszenko, 1998).

1.1.1 Die Schlafkrankheit

Wie eingangs schon erwéhnt stellt die Schlafkrankheit, die unbehandelt zum Tod
des Patienten fiihrt, fiir einen Grofiteil der afrikanischen Bevélkerung eine massi-
ve Bedrohung dar. Obwohl die Krankheit schon seit Anfang des 20.Jahrhunderts
Gegenstand intensiver Forschung ist, konnten bis dato keine nachhaltigen Thera-
piemoglichkeiten gefunden werden. Die heute eingesetzten Medikamente sind teil-
weise sehr toxisch und aufgrund hoher Produktionskosten ist die Kontinuitéat ihrer
Produktion ungesichert. Auferst schwierig gestaltet sich zudem die Finanzierung
der Erforschung neuer Therapeutika, da es offenbar keinen kommerziell attraktiven

Markt fiir Medikamente in diesem Bereich gibt.

1.1.1.1 Infektionsverlauf und Krankheitsbild

Der Verlauf der Infektion kann in zwei Stadien unterteilt werden. Nach Ausbildung
eines Priméraffektes an der Einstichstelle beobachtet man in der initialen Phase
eine fieberhafte Erkrankung und die massive Vermehrung der Trypanosomen im
Einstichbereich. Gleichzeitig treten die Erreger in die Blutbahn ein. Es kommt zur
wellenformig verlaufenden Parasitdmie (s.Abb. 1.6) und damit assoziierten Fieber-
schiiben. Anschlieflend folgt die Invasion des Lymphsystems. Akute Myokarditis,
Polyserositis und Lymphknotenschwellungen gehoren ebenfalls zum Krankheitsbild
der afrikanischen Trypanomiasis (Beers et al., 1999; Witzel et al., 2007).

Die meningoenzephalitische Phase, das zweite Stadium der Erkrankung, beginnt mit

dem Eindringen der Erreger in das Zentrale Nervensystem (ZNS). Die nachfolgende



KAPITEL 1. EINLEITUNG 5)

Schédigung des ZNS &duflert sich in den charakteristischen Symptomen einer Me-
ningoenzephalitis, wie dem Auftreten von Verwirrungszustinden, Kopfschmerzen,
Apathie und Somnolenz (Beers et al., 1999; Witzel et al., 2007).

Im zeitlichen Verlauf der beiden Phasen und der Manifestation der einzelnen Merk-
male unterscheiden sich die Infektion von T.b. gambiense und T.b. rhodesiense.
Infektionen mit T.b. rhodesiense zeigen einen schnellen Anstieg der Erregerzahlen
im Blut und hohe, oft anhaltende Parasitdmien. Die Erreger sind schon nach weni-
gen Wochen im Liquor nachweisbar, was dazu fiihrt, dass die Krankheitsdauer selten
langer als sieben Monate anhélt (Kayser, 1997). Infektionen mit 7.b. gambiense hin-
gegen, zeigen einen langsameren Anstieg der Parasitimie und einen auf niedrigem
Niveau intermittierenden Verlauf. Der Ubergang ins ZNS erfolgt meist erst nach 5

Monaten oder noch spéter.

1.1.1.2 Therapie

Eine effektive Therapie der Schlafkrankheit ist bis dato nicht moglich. Die weni-
gen Behandlungsmoglichkeiten haben starke Nebenwirkungen und stammen zum
Teil noch aus der ersten Hélfte des 20. Jahrhunderts, wie das Suramin (deutscher
Handelsname Germanin® bzw. Bayer 205®), das der Chemiker Oskar Dressel 1916
entdeckte und das seit den 1920er Jahren eingesetzt wird. Suramin und das zeitgleich
eingesetzte Pentamidin konnen beide die Blut-Hirn Schranke nicht iiberwinden und

sind damit gegen die Parasiten im ZNS nicht wirksam.

Erst mit der Entwicklung des ZNS-giingigen Melarsoprols (Arsobal®, 1949) wurde
dieses Problem angegangen. Allerdings starben bis zu 20 % der Patienten an den
Folgen der Therapie mit diesem arsenhaltigen Medikament (Friedheim, 1949). Auf
der Suche nach besser vertraglichen Alternativen fand man Ende der 80er Jahre des
letzten Jahrhunderts das Eflornithin, welches die Erreger auch nach Passieren der
Blut-Hirn-Schranke angreifen konnte. Dieses Mittel ist sehr teuer in der Produktion

und schon Mitte der 90er Jahren verschwand es wieder vom Markt.

Erst als Eflornithin in einer Creme gegen pathologischen Haarwuchs bei Frauen
(Vaniqa®) auf den Markt kam und aufwindig beworben wurde, wurde der Offent-
lichkeit und Politik die Absurditéit der Situation bewuft. Sanofi-Aventis, der ver-
treibende Konzern und die WHO einigten sich 2001 schliefllich auf ein Programm,

um das Mittel in Afrika wieder einzusetzen.



KAPITEL 1. EINLEITUNG 6

Gegen dieses Medikament sprechen jedoch die mangelhafte Wirksamkeit gegen T.
brucei rhodesiense, die enormen Produktionskosten und, da es sehr schnell metabo-
lisiert wird, die extrem hohen therapeutischen Dosen, so dass enorme Behandlungs-

kosten entstehen.

Ein Ansatz fiir eine effizientere Therapie konnte die Kombination bereits bekann-
ter Medikamente darstellen, wie eine Studie mit Eflornithin und Nifurtimox be-
legt(Priotto et al., 2009).

Das Problem einer effektiven und bezahlbaren Bekiémpfung der Schlafkrankheit ist
bisher nicht gelést und die Suche nach spezifischen Angriffspunkten geht weiter.

1.1.2 Biologie der Trypanosomen

1.1.2.1 Morphologie von Trypanosoma spp.

Der Zellaufbau der Trypanosomen ist gepriagt durch einige ungewthnliche Eigen-
schaften. Zunéchst weisen die spindelférmige Flagellaten von 15 - 40 pm Léange und
0,5 - 2 pum Durchmesser, wie in Abb. 1.3 gezeigt, einige fiir eukaryontische Zel-
len typische Organellen, wie Zellkern, endoplasmatisches Retikulum und Lysosomen
auf. Daneben sind jedoch auch trypanosomenspezifische Strukturen auszumachen,
wie die Glycosomen, die den iiberwiegenden Teil der Enzyme des Glukosestoffwech-
sels enthalten und im Zusammenhang mit der trypanosomenspezifischen Glycolyse
(1.1.3.3) besprochen werden. Auflerdem fallen auch parallel angeordnete mikrotubu-
lare Strukturen unterhalb der einfachen Plasmamembran auf. Sie bilden ein enges,
aber dennoch verschiebbares Cytoskelett-Korsett, welches der Zelle eine auflerge-

wohnliche mechanische Festigkeit und ihre charakteristische Form verleiht.

Morphologisch weiterhin interessant ist das langgestreckte, bei Trypanosomen nur
singuldr vorkommende Mitochondrium, welches wiahrend des Entwicklungszyklus
(1.1.2.2) wichtige Verdnderungen erféhrt, die mit der biochemischen Anpassung der
einzelnen Stadien an ihr Milieu einhergehen. Wéhrend die im Sdugetier vorkommen-
de Blutform long slender form kaum Einstiilpungen der inneren Membran zeigt, be-
sitzt die im Verdauungstrakt auftretende prozyklische Form ein Mitochondrium mit

vielen Cristae.
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Abb. 1.3: Trypanosomen mit Zellorganellen (T.evansi, modifiziert nach Yaeger
(2009))

Die Mitglieder der Ordnung Kinetoplastida besitzen als charakteristisches Merkmal
den Kinetoplasten, ein im Mitochondrium lokalisiertes dichtes Netzwerk ineinander-
héngender zirkuldrer DNA-Molekiile. Es enthélt die gesamte mitochondriale DNA,
die in T. brucei aus etwa 50 mazicircles (ca. 20 Kilobasen) und mehreren mini-
circles (etwa 1 Kilobase) besteht (Hajduk et al., 1993). Die maxicircles codieren fiir
einen Teil der mitochondrialen Enzyme, die minicircles hingegen fiir einen Teil der

guideRNAs.

Die Zellkern-DNA liegt in 11 Chromosomen vor. Sie durchlaufen eine geschlosse-
ne Mitose und kondensieren wihrend der Zellteilung nicht (Van der Ploeg etal.,

1984).

In der long slender Blutform sind die Parasiten mit einer auflen aufsitzenden Schicht
aus Glycoproteinen (surface coat) ausgestattet, die dem Parasiten Schutz vor der
unspezifischen Immunantwort des Wirtes gibt (1.1.3.1). Sowohl der Angriff phago-

zytierender Zellen als auch die komplementvermittelte Lyse werden dadurch verhin-
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dert. Neben dem Zellkorper ist auch das Flagellum mit dieser Oberflichenschicht
bedeckt und die Flagellumtasche damit ausgekleidet. Die prozyklische Form besitzt

einen surface coat aus einer Schicht von Procyclin-Molekiilen (1.1.3.1).

Ein besonders auffélliger Bestandteil der Zellstruktur ist die enganliegende Geifel,
die im Cytosol wie iiblich aus einem Basalapparat entsteht und am Hinterende der
Zelle durch die Flagellumtasche nach auflen tritt. Die Geiflel ist {iber desmosomen-
artige Strukturen in regelméfligen Absténden mit der Zelloberfliche verbunden und
verlauft bis zum Vorderende des Zellkorpers, wo sie frei beweglich endet. Die Mi-
krotubuli der Geiflel sind in der typischen 9 + 2 Struktur angeordnet. Die Flagel-
lumtasche ist die einzige Region der Zelle, in der Endo- und Exocytose stattfinden.
Daneben gibt es auf der gesamten Zelloberfliche aber auch Transportsysteme fiir
die Aufnahme kleinerer Molekiile wie z.B. Glucose (Seyfang und Duszenko, 1991).
Die Lage der Flagellumtasche ist vom Stadium im Lebenszyklus abhéngig und tritt

in der trypomastigoten Form hinter, in der epimastigoten vor dem Zellkern auf.

Aufgrund der Tatsache, dass Trypanosmen eine hohe Proteinbiosyntheserate haben,
findet man ein entsprechend stark ausgebildetes rauhes endoplasmatisches Reticu-
lum. Der Golgi-Apparat besteht in der Regel aus 4-6 Zisternen und zeigt auf der
cis-Seite eine ausgeprigte Ubergangszone (transient zone). Auf der trans-Seite liegt
ein Trans-Golgi-dhnliches Netzwerk vor, welches aus einem System flacher Zysternen

sowie tubuléren und vesikuldren Elementen besteht (Duszenko et al., 1988).

1.1.2.2 Entwicklungszyklus von Trypanosoma brucei

Ein wichtiger Teil des Lebenszyklus von T. bruce: ist gepragt durch den obliga-
ten Wirtswechsel zwischen Wirbeltier und Tsetse-Fliege. Dabei erfahren die Trypa-
nosomen verschiedene Formverdnderungen, die im Lebenszyklus, der bei mittleren
tropischen Temperaturen (28°C) etwa 20 Tage dauert, einer morphologischen und
biochemischen Anpassung an den jeweiligen Wirtsorganismus entsprechen (Vicker-
man, 1985).

Im folgenden sei der Zyklus (Abb. 1.4 und Abb. 1.5) im Detail beschrieben:

Mit dem Stich einer infizierten Tsetse-Fliege werden iiber das Speichelsekret me-
tazyklische Trypanosomen in das subkutane Gewebe des Wirbeltierwirtes iibertra-
gen (Abb. 1.4[1]). Die Trypanosomen vermehren sich im Einstichbereich und treten

gleichzeitig in die hdmolymphatische Fliissigkeit iiber (Abb. 1.4[2]), wobei sie sich
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Abb. 1.4: Schema des Lebenszyklus einer T. brucei Zelle (CDC, 2009)

in Blut, Lymphe und spéter Liquor durch Zweiteilung vermehren (Abb. 1.4[3]). In
der Blutbahn wandeln sich die Parasiten spontan in long slender Formen um (Abb.
1.5a). An der Einstichstelle bildet sich nach der ersten Woche ein Priméraffekt, der
sog. Trypanosomenschanker. Long slender Formen zeichnen sich durch ein nur mit
wenig Cristae ausgestattetes Mitochondrium aus, dem Cytochrome und sédmtliche
Enzyme des Citratzyklus fehlen (Fairlamb et al., 1989). In den Blutformen erfolgt
die Energiegewinnung nun ausschlielich iiber die Glycolyse, und das Endprodukt
Pyruvat wird aus der Zelle ausgeschieden (Wiemer et al., 1992). Mit steigender Pa-
rasitdmie entstehen (iiber verschiedene Zwischenformen) gedrungene short stumpy
Trypanosomen (Abb. 1.5b), die zwar nicht mehr teilungsfihig, fiir die Insekten aber
infektios sind. Um sich vor der unspezifischen Immunantwort des Wirtes zu schiit-
zen, haben alle Blutformen einen Oberflichenmantel aus Glycoproteinen. Da dieser
variant surface coat in regelméBigen Abstdnden verdndert wird (Antigenvariation),
gelingt es einem Teil der Population, der humoralen Immunantwort des Wirtes zu

entkommen.

Im weiteren Verlauf des Zyklus werden die Trypanosomen bei der Blutmahlzeit von

einer Tsetse-Fliege aufgenommen und transformieren im Mitteldarm der Fliege zur
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Abb. 1.5: Darstellung des Lebenszyklus einer T. brucei-Zelle, modifiziert aus Barry
(2009)

prozyklischen Insektenform (Abb. 1.4[5,6] u. Abb. 1.5¢ ). Mit dem Eintritt der Para-
siten in das Insekt wird die Synthese des varianten Oberflichenglycoproteins (VSG)
eingestellt und der in der Fliege iiberfliissig gewordene surface coat abgebaut (Over-
ath et al., 1983). Stattdessen wird ein anderes dominantes Oberflachenprotein expri-
miert, das als Procyclin (Roditi et al., 1989) bezeichnet wird. In den prozyklischen
Trypanosomen findet man ein gut entwickeltes Mitochondrium, in dem Citratzy-
klus und Atmungskette vollstandig ablaufen. Der Energiebedarf wird von den Zellen
hauptséchlich durch den Abbau von Aminosduren (Prolin), die im Verdauungstrakt

der Fliege reichlich anfallen, gedeckt.

Im weiteren Verlauf vermehren sich die Parasiten aufgrund einer hohen Teilungsrate
im Mitteldarm der Tsetse-Fliege rasch (Abb. 1.4[6]) und wandern in die Speichel-
driisen des Insekts. Hier differenzieren sie zur epimastigoten Form und heften sich
am Speicheldriisenepithel an (Abb. 1.4[7] u. Abb. 1.5d).

Morphologisch unterscheidet sich die epimastigote Form von den anderen Stadien

durch ihren Geiflelansatz: im Gegensatz zu allen anderen Stadien, deren Flagellum
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nahe dem Hinterende des Zellkérpers hinter dem Zellkern entspringt (trypomasti-
gote Formen), befindet sich hier der Ansatz der Geifiel in der Mitte der Zelle vor
dem Zellkern. Die epimastigoten Formen vermehren sich, fiillen mit der Zeit die
Speicheldriise fast vollstandig aus und wandeln sich in die fiir Vertebraten infektiose
metazyklische Form um (Abb. 1.4[8]). Bei den metazyklischen Trypanosomen lassen
sich einige Verdnderungen beobachten, wie z.B. ein reduziertes Mitochondrium und
die Expression des fiir die Blutformen wichtigen VSG-Mantels, die als Praadaptation
an den Wirbeltierwirt angesehen werden. Nach der Ubertragung der metazyklischen
Trypanosomen beginnt der Zyklus von neuem. Interessant ist die Tatsache, dass
sich Trypanosomen offenbar nur durch asexuelle Léngstteilung vermehren und es
dennoch Hinweise auf eine genetische Rekombination wéhrend der Insektenphase
gibt (Jenni, 1990).

1.1.3 Biochemische Besonderheiten von Trypanosomen

1.1.3.1 Antigenvariation

Schon im Jahre 1910 entwickelten die Arzte Ross und Thomson ein Verfahren, die
Parasitenkonzentration im Blut zu bestimmen. Man fand heraus, dass die Anzahl
der Trypanosomen im Korper des Patienten starken, zyklischen Schwankungen un-

terliegt (Abb. 1.6) und nahm an, dass dies mit der Immunantwort des Patienten

Abb. 1.6: Typischer Verlauf der Trypanosomenkonzentration im Blut eines
mdannlichen Patienten, modifiziert nach (Ross und Thomson, 1910)

zusammenhédngen konnte. Erst in den 70er Jahren des letzen Jahrhunderts gelang



KAPITEL 1. EINLEITUNG 12

es, die Hintergriinde dieser Annahme im Experiment aufzukliren. So haben die
afrikanischen Trypanosomen in ihrer Eigenschaft als extrazelluldre Parasiten einen
besonderen Mechanismus entwickelt, der sie vor der unspezifischen Immunantwort
des Wirtes schiitzt. Zusétzlich besteht fiir einen Teil der jeweiligen Population die
Moglichkeit, durch Antigenvariation auch dem Immunglobulin G(IgG)-abhingigen

Immunsystem des Wirtes zu entkommen.

Der Plasmamembran aufliegend befindet sich eine 12 - 15 nm dicke Schicht aus dicht-
gepackten Glycoproteinen, der Oberflichenmantel oder surface coat, der periodisch
variiert werden kann (variant surface glycoprotein, VSG) (Cross, 1975). Uber die
gesamte Zelloberfliiche verteilt findet man etwa 107 dieser VSG-Molekiile, die iiber
einen Glycosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) in der Zellmembran befestigt
sind und vermutlich die einzigen exponierten Antigene der Blutform-Trypanosomen
darstellen. Von diesen Oberflichenantigenen sind etwa 1000 immunologisch verschie-
dene Varianten bekannt, deren Wechsel auf einer sequentiellen Expression von ver-
schiedenen VSG-Genen beruht (Van der Ploeg et al., 1982; Borst, 1986).

Mit Zunahme der Trypanosomenkonzentration im Blut bildet der infizierte Wirt An-
tikorper gegen die exponierten Oberflichenantigene, die Parasiten werden abgetotet
und die Befallsintensitét sinkt. Gleichzeitig haben einige der Trypanosomen bereits
ein neues, immunologisch unterschiedliches VSG auf ihrer Oberfliche exprimiert und
sind damit vorerst vor der Immunantwort des Wirtes geschiitzt. Sie bilden den Aus-
gangspunkt einer sich erneut zunédchst ungebremst vermehrenden Population. Der
in Abb. 1.6 gezeigte wellenférmige Verlauf kommt daher, dass alle 7 - 10 Tage sero-
logisch verschiedene Parasitenpopulationen auftreten (Seyfang et al., 1990). Alle 10?
bis 10% Zellteilungen kommt es bei pleomorphen Trypanosomen zu einem Wechsel
des exprimierten VSG (Robinson et al., 1999; Turner, 1997). Durch die groie Zahl
der moglichen VSG-Gene ist die Krankheit auf immunologischem Wege nicht zu

bekampfen.

Die 60 kDa schweren VSG-Molekiile bestehen aus einem nach auflen gerichteten, va-
riablen N-terminalen Ende und einem relativ konservierten, hydrophoben C-terminalen
Teil, der etwa ein Drittel des Gesamtmolekiils ausmacht und iiber den das Oberfla-
chenprotein als Homodimer mit einem GPI-Anker in der Plasmamembran befestigt
ist. Die stdbchenformige Struktur ermoglicht es, eine ca. 12-15 nm dicke, eng gepack-
te Schicht auszubilden, welche verhindert, dass der invariante C-terminale Bereich

und konservierte Strukturen wie Transporter oder Rezeptoren fiir Antikorper zu-
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ganglich sind. Somit ergibt sich als einziges erkennbares Antigen das N-terminale
Ende des jeweils exprimierten VSG-Molekiils (Cross, 1975).

In der prozyklischen Form von 7T. brucei ist eine Antigenvariation nicht nachge-
wiesen. Der Erreger muss sich nicht vor dem Immunsystem des Vektors, d.h. der
Tsetse-Fliege, schiitzen. Hier wird ein anderes dominantes Oberflichenprotein ex-
primiert, das Procyclin, was den Erreger vor dem Verdauungssystem schiitzt. Dieses
besteht zu groflen Teilen aus Prolin und Glutaminsdure und bildet einen Zylinder
von 14 - 18 nm Lange und 0,9 nm Durchmesser (Roditi et al., 1989). Die Verankerung
in der Plasmamembran erfolgt ebenfalls iiber einen GPI-Anker; dieser weist aller-
dings eine etwas andere Struktur als der VSG-Anker der Blutform-Trypanosomen
auf (McConville und Ferguson, 1993).

1.1.3.2 Das Genom der Trypanosomen

Bei Trypanosomen lésst sich die genaue Anzahl der Chromosomen nicht optisch be-
stimmen, da wihrend der Zellteilung eine geschlossene Mitose durchlaufen wird, bei
der die Chromosomen nicht kondensieren. T'.brucei besitzt 11 Megabasen-Chromosomen
(0.9-5.7 Mbp) und ein unbestimmte Anzahl von ,intermediate-sized“-Chromosomen
(300-900 kbp). Die Grole des Genoms der 11 Megabasen-Chromosomen betréigt 26
Mbp und umfasst 9068 potentielle Gene (Berriman et al., 2005). Trypanosomen be-
sitzen nur ein Mitochondrium, das sich schlauchartig durch die ganze Zelle zieht
und in Hohe der Flagellumtasche eine Aussackung aufweist, in der ein paketartiges
Aggregat mitochondrialer DNA lokalisiert ist. Diese auch als Kinetoplastid-DNA
(kDNA) bezeichnete Struktur ist zusammengesetzt aus ringartig verbundenen DNA
Molekiilen, die aus mehreren tausend minicircles (465 bp - 10 kbp) und 20-50 ma-
zicircles (23 - 36 kbp) besteht. Auf den minicircles sind die Informationen fiir die
guide-RNAs als polycistronische Transkriptionseinheiten (Grams et al., 2000) ab-
gelegt, wihrend die maxicircles neben weiteren guide-RNA-Sequenzen, fiir wichtige
Proteine der Mitochondrien kodieren, bei denen eine Translation ohne vorherige Edi-
tierung nicht moglich wire, und die daher auch als Kryptogene bezeichnet werden
(Simpson et al., 2000).
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1.1.3.3 Besonderheiten des Glucosestoffwechsel: Glycosomen

Im Laufe des Lebenzyklus und des damit verbundenen Wirtswechsels, miissen die
Trypanosomen sich an die unterschiedlichen Verhéltnisse des sie umgebenden Mi-
leus anpassen. Dies gilt insbesondere fiir den Energiestoffwechsel. Statt Peroxisomen
besitzen Trypanosomen auf die Glycolyse spezialisierte Organellen, sogenannte Gly-
cosomen (Opperdoes und Borst, 1977). Diese zahlreich vorkommenden Organellen
(bei Blutformen etwa 80 pro Zelle) haben einem Anteil von 90% Glycolyseenzymen
und ermoglichen eine duBerst effektive Glycolyse (Bakker et al., 1995). Dies scheint
notwendig, da die Blutformen der Erreger ihre Energie ausschliellich auf diesem Weg
beziehen. Ermoglicht wird dies durch die Tatsache, dass den Parasiten im Blut der
Sauger geniigend Glucose zur Verfiigung steht. In den Blutformen ist die Expression
mitochondrialer Cytochrome deshalb unterbunden (Priest und Hajduk, 1994).

Findet im weiteren Verlauf des Lebenszyklus der Ubergang von der Blut- zur Insek-
tenform statt, so wird die Synthese der mitochondrialen Cytochrome reaktiviert. Da
den Parasiten in der basischen Umgebung des Mitteldarms der Arthropoden kaum
Glucose zur Verfiigung steht, wird fiir die ATP-Gewinnung nun Prolin metaboli-
siert, das in der Fliege ausreichend vorhanden ist. Es konnte gezeigt werden, dass
wahrend der Differenzierung von T.brucei, Glycosomen iiber autophagische Prozesse
abgebaut werden und neue Glycosomen entstehen, deren Enzymzusammensetzung
an die duBeren Bedingungen der jeweiligen Stadien angepasst ist (Herman etal.,
2008).

1.2 Autophagie bei Trypanosomen

Autophagie ist der Oberbegriff fiir eine Gruppe komplexer und stark regulierter
Prozesse innerhalb eukaryontischer Zellen, die fiir einen Grofiteil des Abbaus und
Recyclings zelluldrer Organellen und Proteine zustidndig sind (Kundu und Thomp-
son, 2008).

Der am besten beschriebene autophagische Prozess wird Makroautophagie oder wie
im folgenden einfach Autophagie genannt. Dieser Mechanismus dient insbesondere
der Aufrechterhaltung zelluldrer Funktionen unter Bedingungen in denen Néahrstoff-
armut herrscht. Hierzu kénnen durch Abbau zelleigener Strukturen Energie und

essentielle Nahrungsstoffe gewonnen werden (aus dem Griechischen: auto®- selbst
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und ,,phagy“- fressen). Auflerdem spielt die Autophagie durch die damit verbundene
dynamische Neuordnung von Membranen eine wichtige Rolle bei der Differenzierung
und dem Wachstum von Zellen (Stromhaug und Klionsky, 2001).

Abb. 1.7: Autophagie und beteiligte Proteine (modifiziert nach CST (2010))

Beim Beginn der Autophagie werden zunéchst Teile des Zytoplasmas von Vesikeln
mit einer Doppelmembran umschlossen. Diese Autophagosomen vereinigen sich dann
mit Lysosomen, wodurch das enthaltene Zellmaterial durch die lysosomalen Pro-
teasen abgebaut werden kann (Klionsky, 2005; Shintani und Klionsky, 2004; Klions-
ky und Ohsumi, 1999).

Als molekulare Basis des Prozesses konnten mehr als 30 autophagierelevante Prote-
ine in Hefen ausgemacht werden, darunter zwei dem Mechanismus der Ubiquitinie-
rung dhnliche Systeme (Klionsky et al., 2003). Die entsprechenden Proteine dieser
Systeme spielen eine wichtige Rolle in der Biogenese der Autophagosomen (s. Abb.
1.7), hierbei ist besonders das Ubiquitin-dhnliche ATG8 (ATG=gautophagy-related)
zu nennen. Dieses Protein wird zunéchst von der Cysteinprotease AT G4 prozessiert,
wodurch ein C-terminaler Glycin-Rest freigelegt wird (Kirisako etal., 2000), der
dann durch ein El-dhnliches Enzym ATG7 aktiviert wird. Im Anschluss wird ATGS8
auf das E2-dhnliche ATG3 iibertragen und kovalent an Phosphatidylethanolamin
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(PE) gebunden (Ichimura et al., 2000), wobei der E3-dhnliche Komplex aus ATG12-
ATG5-ATG16 eine wichtige Rolle spielt (Hanada etal., 2007; Fujita et al., 2008).
Das ATGS8, welches zuvor frei im Zytosol vorlag, ist nun fest mit Membranen veran-
kert, wodurch es ein wichtiges Markerprotein fiir die Autophagosomen-Membranen
und damit fiir autophagische Prozesse insgesamt darstellt. ATG8-PE kann in der
membrangebundenen Form durch ATG4 gespalten werden, sodass ATGS als freies
Protein zur Verfiigung steht. Der Ablauf der Aktivierung, Lipidierung und Delipi-
dierung von ATGS8 ist in Abb. 1.8 schematisch dargestellt.

Abb. 1.8: ATG8 Pathway (modifiziert nach Enzolifesciences (2010))

Trypanosomen sind wéhrend ihres Lebenszyklus von der Blutstrom- zur Insekten-
form und zuriick unterschiedlichen Bedingungen des Mileus ausgesetzt. Dies ist ver-
bunden mit vielen metabolischen und morphologischen Verdnderungen, die mit au-
tophagischen Prozessen in Verbindung gebracht werden (Herman etal., 2008). Es
konnte tiberdies am Beispiel von Trypanosoma cruzi gezeigt werden (Alvarez et al.,
2008b), dass unter Néhrstoffarmut und bei Differenzierung die Autophagie hochregu-
liert ist und damit einen fiir das Uberleben der Parasiten wichtigen Prozess darstellt.
Fiir die Bekéampfung der Parasiten stellt die Autophagie somit einen interessanten
Ansatzpunkt dar und ermoglicht es, alternative Targetproteine fiir die Entwicklung

spezifischer Wirkstoffe zu identifizieren.

Bioinformatische Untersuchungen haben gezeigt, dass die Anzahl autophagierele-

vanter Gene in Trypanosomen geringer ist als in Hefen (Herman et al., 2006). Dies
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wirft die Frage auf, ob in Parasiten moglicherweise eine evolutionér frithe Form der
Autophagie vorliegt (Denninger et al., 2008). Andererseits gibt es bisher nur eine re-
altiv geringe Anzahl von Veroffentlichungen zur Funktion von autophagierelevanten
Proteinen bei Trypanosomen. Bei Leishmanien gibt es zudem Hinweise, dass eini-
ge autophagie-relevante Proteine deutliche Unterschiede in der Aminoséduresequenz

gegeniiber ihren Gegenstiicken in Hefen aufweisen (Williams et al., 2009).

1.2.1 ATGS8 bei Trypanosoma brucei

Im Genom von 7. brucei gibt es drei Gene ATG8A, ATG8B und ATGS8.2 (Ge-
neDB Nomenklatur), die aufgrund ihrer Homologie zum entsprechenden ATGS8-Gen
bei Hefen, Kandidaten fiir die Kodierung trypanosomaler ATG8-Proteine sind. Die
Abbildung 1.9 zeigt ein Alignment der entsprechenden Aminosduresequenzen zu-

sammen mit verwandten Proteinen anderer Spezies.
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ATGE_ Saccharomyces_cerevisiae_ 1 MKET- - - FRSEYPFEKRKAESER | ADRFKMRE I BWRCEKAEKS - - - - - - - - - - - - - - - - ] a2
L3 Raftus_nonegicus_ 1 MFSEK- TFRGRRSFEQ) VEDVRLIIEQHITKI --------------- F k]
D GEGETED p1 7
8|D EIID X X 1|DD 1|1D 1|30 1|4D
ATGEEA_Thpanosoma_brucel 53 SDLPWGRRYS Y LEKRVORE AESELEY Y TH- DTV LRSSAQMAD | K5 KYKBE SCGEAARG- - - - - - 116
ATGBE_Twpanosoma_brucei 56 SOLTMGARYSY LRKREYOEEAESELEY Y TH- DTY LPSSAGMAD | K|S K'Y KEE SGEATREGC- - - - - 120
ATGEE.2_Trwpansoma_brucel 71 ETARSME A LRORLLEEE GOEYEYF | G- NELPRMNEACLGD | KARAKEBFP GVENTER- - - - - - 134
GATE-16_Bos_taurus_ 53 50 | PR AQEMAY | | RKR | GEPSEKE | BLFYD - KTYPQSEL TMGOLNE KE KBE SGEMTREGF - - - - - 17
GABARARP_Homo_sapiens_ 53 SDLITRGARYF L | RKR | HERAEDELEF FYh- MY | PP TEATMGOLMOEHHEE SCESVYEL- - -- - 17
ATGEE_Saccharormyces_cerevisize_ 53 ADLIEMGREYYY |RKR | MEFFEKE B FYH- DTLPRTAALMS A | MQEHKELK SGENTEGR- - - - - 117
L3 Raftus_nonegicus_ 56 DHYMMSEL | K | | BRELGENANGEF LLVNGHSMVSVITPISEV ESEREE ASQETEETALA- - 124
a3 83 04 J R4

C-terminale
Prozessierung durch ATG4

Abb. 1.9: Alignment von Proteinsequenzen der ATGS-Proteine und Homologe, mit
LT sind Aminosduren markiert, die wichtig fiir die Interaktion mit ATG),
sind

Das dem ATGS8.2-Gen entsprechende Protein enthélt eine 16-Aminosduren lange
Sequenz, die innerhalb der Ubiquitin-Doméne lokalisiert ist und stellt damit trotz
starker Homologie aller Wahrscheinlichkeit nach kein Protein mit ATGS8-Funktion
dar. Dies wird ferner gestiitzt durch Ergebnisse, die fiir das entsprechende orthologe

Protein in L.major eine ATG12-Funktion nachweisen (Williams et al., 2009).
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Bei ThbATGS8A fillt auf, dass die Proteinsequenz C-terminal mit Glycin endet und
daher eine Prozessierung durch ATG4 nicht erforderlich wére, um das Protein zu
aktivieren. Im Fall von TbATGS8B hingegen konnte fiir das entsprechende orthologe
Protein in 7.cruzi gezeigt werden (Alvarez et al., 2008b), dass es in Hefen ein fehlen-
des ATGS8 komplementieren konnte und damit wohl die funktionale Isoform fiir die
Ausbildung der Autophagosomenmembranen darstellt. Daher wurde das Gen von
TbATGS8B auch fiir die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit verwendet.

1.3 Cysteinproteasen und Trypanosomen

Eine wichtige Klasse von Proteinen fiir die Autophagie stellen Cysteinproteasen dar,
die nicht nur fiir die Prozessierung autophagierelevanter Proteine, sondern auch fiir
den Abbau des wiahrend der Autophagie anfallenden Zellmaterials in den Lysosomen
wichtig sind (Williams et al., 2006; Kroemer und Jaattela, 2005).

Seit Anfang der 90er Jahre des letzten Jahrhunderts gelten Cysteinproteasen aus
der Papainfamilie auflerdem als potentiell wichtige drug targets fiir Kinetoplasti-
den (North etal., 1990). Diverse Patentanmeldungen und Publikationen zu neuen
Inhibitoren in den letzen Jahren (Dardonville, 2005; Steverding und Tyler, 2005;
Bryant et al., 2009) zeigen, dass sie Gegenstand der aktuellen Entwicklung von che-
motherapeutischen Verfahren zur Bekédmpfung der Trypanosomen sind. Diese Klasse
von ubiquitdren Proteinen spielt eine wichtige Rolle im Ablauf des Lebenzyklus von
Trypanosomen (McKerrow etal., 1993). Zudem konnte gezeigt werden, dass eine
Hemmung der Funktion dieser Proteine durch Inhibitoren bzw. durch Knockdown
mittels RNA-Interferenz (RNAi) ein Absterben der Parasiten in den Blutformen zur
Folge hat (Scory etal., 1999; Mackey et al., 2004).

Lange Zeit wurde angenommen, dass das hauptséchliche Ziel der Hemmung durch
Cysteinprotease-Inhibitoren, das Enzym Brucipain sei, eine Cysteinprotease der Ca-
thepsin L-Familie. Mackey et al. konnten bei einem vergleichenden RNAi-Knockdown
von Brucipain und dem cathepsin-B like protein aus Trypanosoma brucei (ThCatB)
jedoch zeigen, dass ein Knockdown des Gens von Brucipain keine Folgen auf den
Phénotyp der Parasiten hatte (Mackey et al., 2004). Im Gegensatz dazu verursachte
der Knockdown von ThCatB via RNAI einen gestorten Abbau von Transferrin und

zeigte einen letalen Phénotyp.
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Dieses Enzym ist somit essentiell fiir das Uberleben der Parasiten im Blut und damit
ein interessantes Target fiir mogliche Wirkstoffe, welche zu einem Ende der Parasi-
tdmie im Endwirt fithren. Zudem wire durch Wegfall des Reservoirwirtes der trypa-
nosomale Lebenszyklus unterbrochen. Im folgenden Abschnitt wird dieses Protein

naher beschrieben.

1.3.1 TbCatB - Cathepsin B-like protein in T.bruce:

1.3.1.1 Charakterisierung

Das cathepsin-B like protein aus Trypanosoma brucei (TbCatB), wurde erstmals
durch (Mackey etal., 2004) beschrieben und gehort zur Cl-Familie der Papain-
dghnlichen Cysteinproteasen des CA-Clans. Diese lysosomalen Proteasen katalysie-
ren die Spaltung von Peptidbindungen und haben einen Cystein-Rest im aktiven
Zentrum. Cathepsin B hat priméir Carboxydipeptidaseaktivitit und ist damit eine
Endopeptidase hat aber strukturbedingt auch Exopeptidaseaktivitiat (Barrett et al.,
2004) (s.a. 1.3.1.3). Eine der Hauptaufgaben der Clan-CA Cystein Proteasen in den
Parasiten ist der Abbau von Wirts-Proteinen im Lysosom zur Aufrechterhaltung
des eigenen Energie- oder Aminoséurebedarfs. Hier konnte fiir ThCatB gezeigt wer-
den, dass es insbesondere eine wichtige Rolle fiir den Abbau von Transferrin spielt
(Mackey et al., 2004), das fiir das Wachstum der Blutformen von T.brucei wichtig
ist (Steverding, 2000).

Das 1023 bp-lange Gen wird als Prdproenzym translatiert, d.h. das fertige Protein
besitzt laut SignalP-Server (Bendtsen et al., 2004) ein 22 Aminosduren-langes Signal-
peptid (s. Abb.1.10), welches bewirkt, dass das Protein wiahrend der Translation in
das endoplasmatische Retikulum gelangt. Dort wird das Signalpeptid abgespalten,
so dass die 71-Aminosduren-lange Proregion am N-terminus vorliegt. Dieses Propep-
tid enthélt N-Glykolisierungstellen und ist fiir den zielgerichteten Transport in das
endosomal-lysosomale Kompartiment von Bedeutung. Dieser Transport geschieht
tiblicherweise bei Cysteinproteasen iiber Mannose-6-phosphat, bei T.cruzi (Huete-
Perez et al., 1999) und L.major (Sajid und McKerrow, 2002) gibt es jedoch Arbeiten,
die auf einen Mannose-6-Phosphat-unabhéngigen Transport hindeuten. Das Propep-
tid hat auflerdem die wichtige Funktion, als endogener Inhibitor eine Aktivierung

des Enzyms wéhrend des Transports in das Lysosom zu verhindern. Erst im sauren
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Abb. 1.10: Aminosduresequenz und Domdnenstruktur von TbCatB

Milieu des Lysosoms wird das Propeptid durch andere Proteasen oder durch Au-
toaktivierung abgespalten. Hierdurch wird der katalytische Spalt freigelegt und das
Enzym kann nun Peptide als Substrat binden. Das reife Protein besteht aus 247

Aminosduren mit einem Molekulargewicht von 28,5 kDa.

1.3.1.2 Sequenzhomologie

Die Cathepsin B-Proteine haben sich in der Evolution frith von anderen Papain-
dhnlichen Proteasen abgespalten (Berti und Storer, 1995), dabei bilden insbesondere
die Proteine der Kinetoplastiden einen eigenen Zweig. Ein multiples Alignment von
Cathepsin-B-dhnlichen Proteinen aus verschiedenen Spezies, die homolog zu ThCatB
sind, wurde mit Hilfe von ClustalW (Larkin et al., 2007) erstellt (s. Abb.1.11). Hier-
bei wurden in den ersten drei Reihen, neben ThCatB aus Trypanosoma brucei, die
entsprechenden orthologen Proteine von Trypanosoma cruzi und Leishmania major
miteinander verglichen. Ferner sind Sequenzen von Pflanzen (Arabidopsis thaliana),
Amphibien (Xenopus laevis), Fischen (Cyprinus carpio ), Spinnentieren (Izodes ri-

cinus) und Mensch (Homo sapiens) Bestandteil des Vergleichs.

Im Sequenzbereich des reifen Proteins ist allgemein eine hohe Homologie zu er-
kennen, besonders im Bereich der katalytisch aktiven Reste. Die beiden Homologe

aus T.cruzi und L.major sind erwartungsgeméss am #hnlichsten zu TbhCatB. Die
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Proteine der Kinetoplastiden bilden zu dritt eine Gruppe von zueinander dhnlichen
Proteinen, welche sich von den restlichen Proteinen in bestimmten Sequenzberei-
chen unterscheiden. Auflerdem fallt auf, dass Pflanzen einen eigenen Subtyp gegen-
iiber den anderen eukaryontischen Spezies aufweisen und einen deutlich ldngeren

C-terminus haben.

1.3.1.3 Struktur und Katalysemechanismus

Die Tertidrstruktur der reifen monomeren Cathepsin B-Proteine besteht aus zwei
Doménen (L/R), die iber Disulfidbriicken stabilisiert sind. Dazwischen verlauft der
V-formige katalytische Spalt. Die L-Doméne wird durch drei alpha-Helices domi-
niert, wihrend die R-Doméne ein beta-barrel-Motiv bildet (McGrath, 1999). In der

Abb. 1.12: Homology model aus MODBASE von TbCatB,
Sekunddrstrukturdarstellung: Konstruktion humanes Propeptid auf
TbCatB

inaktiven zymogenen Form verlduft das Propetid durch den katalytischen Spalt in
der umgekehrten Orientierung, im Vergleich zur Peptidkette des Substrats, und blo-
ckiert so den Zugang zur bereits fertig ausgebildeten katalytischen Diade (s.Abb.1.12).

Beim Ubergang zur aktiven Form, éndert sich die Struktur abgesehen vom Abspal-
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Abb. 1.13: Homology model aus MODBASE von TbCatB,
Sekunddrstrukturdarstellung: reifes ToCatB

ten des Propeptids wenig. Einzig im Bereich des occluding loop sieht man (bei bisher
veroffentlichten Strukturen des humanen Cathepsins B) Unterschiede zwischen Pro-
und aktiver Form. Die strukturelle Besonderheit des occluding loop mit den beiden
Histidinresten 194, 195 verleiht Cathesin B Proteinen eine zusétzliche Exopeptidase-
Aktivitat, in diesem Falle eine Dipeptidylcarboxypeptidase-Aktivitéit. Das bedeutet,
dass der occluding loop den katalytischen Spalt verkiirzen kann. Dies ermoglicht es
Substraten mit ihrem C-terminalem Carboxylat zu binden, sodass dann Dipeptide
abgespaltet werden konnen. Wie aus dem Homologiemodell von ThCatB aus der
MODBASE-Datenbank (Pieper etal., 2004) ersichtlich (s.Abb.1.13), befindet sich
das katalytische Cystein-122 am N-terminalen Ende der ldngsten alpha-Helix der
L-Doméne, wihrend das Histidin-282 Bestandteil des (-Faltblatts der R-Doméne

ist.

Nach Schechter und Berger (1967) werden die Peptide des Substrates von der Spalt-
stelle aus in Richtung des N-Terminus mit P1,P2,P3... usw. und in Richtung des C-
Terminus mit P1’,P2’ P3’..usw. bezeichnet (s.Abb.1.14). Entsprechend werden auf
der Enzymseite die Bindetaschen (subsites) der Aminosduren, die dort binden als
S1,52...bzw. S1’,52’.. benannt. Der Aufbau der S2-Bindetasche ist bei den Cystein-
proteasen von entscheidender Bedeutung fiir die Spezifitit (McGrath, 1999; Sajid
und McKerrow, 2002).

Fiir Cathepsin B und L gibt es dabei eine Préferenz fiir grofie hydrophobe Amino-
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Abb. 1.14: Nomenklatur nach Schechter und Berger (1967)

sdurenreste wie Phenylalanin, Cathepsin B bindet aber auch Substrate mit Arginin
an P2. Entscheidend dafiir ist die Aminosdure am Boden der S2-Bindetasche, die bei
Cathepsin B der Vertebraten eine saure Aminoséure wie z.B. Glutamat enthélt, wel-
che die polare Guanadino-Gruppe des Arginins stabilisieren kann. ThCatB enthélt
an dieser Stelle einen Glycin-Rest (Position 328). Bei einem orthologen Cathepsin B
aus Leishmania major, konnte gezeigt werden, dass durch Mutation dieses Glycins
zu Glutamat die Hydrolyse eines Substrates mit Arginin an P2, verglichen mit dem
Wildtypenzym, deutlich erhoht war(Chan et al., 1999). Dies spricht dafiir, dass auch
TbCatB in der Spezifitdt der S2-Bindetasche eher Cathepsin L-dhnlich ist (Mallari
etal., 2008b) und damit einen Phenylalaninrest an P2 bevorzugt, obwohl es von der

Sequenz und Struktur klar zu den Cathepsin B-Proteinen zéhlt.

Die Hydrolyse der Peptidbindung findet zwischen P1 und P1’ statt und wird haupt-
séchlich durch das Ionenpaar aus Cys122 und His282 katalysiert. Wahrend der Pro-
teolyse greift das nucleophile Thiolat des Cys122 die Carbonylgruppe der zu spal-
tenden Peptidbindung an und bildet ein negativ geladenes tetraedrisches Thiohalb-
acetal (s.Abb. 1.15). Im néchsten Schritt wird das Enzym unter Abspaltung des
C-terminalen Teils des Substrats an der Thiolgruppe acyliert (Thioester). Schlief3-
lich wird das Acyl-Enzym iiber ein zweites tetraedrisches Zwischenprodukt in das

freie Enzym und den N-terminalen Teil des Substrats hydrolisiert.

1.3.1.4 Inhibitoren

Die Entwicklung und Synthese von Inhibitoren fiir Cysteinproteasen ist besonders in
den letzten beiden Jahrzehnten intensiv vorangetrieben worden, wobei viele unter-
schiedliche Typen entdeckt und getestet wurden (Lecaille et al., 2002). Ein Grofteil
der synthetischen Cathepsin B-Inhibitoren besteht typischerweise aus einem Di- oder

Tripeptid verbunden mit einer elektrophilen Kopfgruppe, dem sogenannten warhead,
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Abb. 1.15: Katalysemechanismus von Cathepsin B

welche das funktionelle Thiol des Cysteins im aktiven Zentrum reversibel oder irre-
versibel kovalent bindet. Diese Inhibitoren versuchen die spezifischen Interaktionen
des normalen Substrates mit dem Enzym (primér sind dies hydrophobe Wechsel-
wirkungen und Wasserstoffbriicken) zu imitieren. Ein Beispiel ist das in Abb.1.16
gezeigte Tripeptidylaldehyd, das bei der Bindung iiber eine Halbacetalbildung mit
dem Enzym den tetraedrischen Ubergangszustand imitiert und damit eine reversi-

ble Hemmung bewirkt. Diese Inhibitoren auf Peptidbasis haben in Hinblick auf die

Abb. 1.16: Tripeptidylaldehyd mit elektrophiler Kopfgruppe

Entwicklung zu einem nicht-peptidalem Arzneistoff den Nachteil einer schlechten
Applizierbarkeit und Stabilitédt, da sie leicht {iber Hydrolyse und enzymatischen Ab-

bau gespalten werden. Daher gab es in den letzten Jahren eine verstiarkte Tendenz in
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Richtung peptidomimetischer Inhibitoren, bei denen die Stabilitdt durch Modifika-
tionen des Peptidteils verbessert wird (Brak et al., 2008; Bryant et al., 2009). Eine der

Abb. 1.17: A) Vinylsulfon Inhibitor K-777 B) Reaktionsmechanismus Vinylsulone

am weitesten entwickelten Inhibitorklassen ist dabei die Klasse der Peptidylvinylsul-
fone (Kerr et al., 2009). Sie zeigen eine Selektivitdt fiir Cysteinproteasen gegeniiber
Serinproteasen (Rasnick, 1996), eine stabile irreversible Hemmung des Enzyms und
gute pharmakokinetische Eigenschaften in Nagern, Hunden und Primaten (McKer-
row et al., 2008; Renslo und McKerrow, 2006). Ein Vertreter dieser Klasse ist das in
Abb.1.17 dargestellte K-777, welches ein vielversprechender Inhibitor des Cruzains in
T.cruzi ist (Engel et al., 1998), dessen Entwicklung aber als Wirkstoff aufgrund von
Hepatotoxizitit und Herstellungschwierigkeiten eingestellt wurde (OneWorldHealth,
2009). Peptidylvinylsulfone haben als elektrophile Kopfgruppe ein «,-ungesittigtes
System, dessen -Kohlenstoffatom mit dem Cysteinrest im aktiven Zentrum in einer
Michael-Reaktion ein kovalentes Thioetheraddukt ausbildet und damit eine stabile,
irreversible Hemmung erreicht (Brak et al., 2008). Hierbei wird nach der Alkylierung
der Protease durch den nucleophilen Angriff des Cysteinats das a-Kohlenstoffatoms
des Vinylsulfones durch das Histidin des aktiven Zentrums protoniert (s.Abb.1.17).

Aktuelle Arbeiten zeigen auf Basis von Rontgenstrukturen der Enzym-Inhibitor-
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Komplexe neue Moglichkeiten Vinylsulfone als Inhibitoren zielgenauer einzusetzen
(Kerr et al., 2009).

Im Zusammenhang mit ThCatB wurden als erste Inhibitoren vom Purin abgeleite-
te Nitrile untersucht (Mallari et al., 2008b). Neben der Tatsache, das Purin-Nitrile
als Cysteinprotease-Inhibitoren verifiziert wurden (Altmann et al., 2004), sind diese
Inhibitoren besonders interessant, da 7.bruce: Purine und Purinanaloge des Wir-
tes iiber Transporter aufnimmt (Carter und Fairlamb, 1993; Maser et al., 1999) und
so eine gute Bioverfiigharkeit des Inhibitors am Wirkort moglich erscheint. Die ge-
fundenen Inhibitoren hemmen im nanomolaren Bereich reversibel ThCatB und eine
Trypanosomen-Proliferation in Kultur. Die Struktur in Abb.1.18 weist beispielswei-
se eine 1C59 von 110 nM gegen T.brucei-Blutstromformen auf, wihrend bei euka-
ryontischen Zelllinien bis zu 20 pm keine Toxizitdt beobachtet werden konnte. Der
Nitrilteil des Inhibitors fungiert als ,,warhead* und geht eine kovalente Bindung mit
dem Cystein des aktiven Zentrums ein, wéihrend der 3,4-dichlorophenyl-Ring mit
der S2-Bindetasche van der Waals-Wechselwirkungen ausbildet. Diese Leitstruktur
wurde von Mallari et al. (2009) anhand von Rontgenstrukturen optimiert, so dass die

S2-Spezifitit fiir ThCatB verbessert werden konnte. Die allgemein hohe Homologie

Abb. 1.18: Purin-Nitril mit Interaktionen zu TbCatB

der Cysteinproteasen aus den Parasiten zu den entsprechenden Wirtsproteinen wirft
die Frage nach Nebenwirkungen einer moéglichen Therapie mit Protease-Inhibitoren
auf. Ein Argument ist dabei, dass die verwendeten Konzentrationen der Inhibitoren
im Blut ausreichen, um die Parasiten zu toten, jedoch zu niedrig sind, um Aus-
wirkungen auf die Wirtsproteasen zu haben, die in intrazelluliren Kompartimenten
abgeschottet sind (McKerrow, 1999; Sajid und McKerrow, 2002). Ferner wird mit
der Redundanz der Wirtsproteasen argumentiert. Wird hier eine Protease stark in-
hibiert, kénnen andere Proteasen deren Aufgabe iibernehmen, wihrend beim Para-

siten eine Hemmung aufgrund der geringeren Bandbreite an Proteasen gravierende
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Folgen haben sollte. Hinzu kommt, dass die Proteasen bei den Parasiten zum Teil
andere Funktionen erfiillen, die oft extra-lysosomal sind und trotz allgemein hoher
Homologie in wichtigen Strukturbereichen Unterschiede aufweisen, die eine Spezifitét
der Inhibitoren erlauben. Bei irreversibler Hemmung durch peptidische Inhibitoren
besteht theoretisch die Gefahr, dass der Peptidteil als Epitop zu Autoimmunerkran-
kungen fithren kann. Dabei wird von McKerrow (1999) angenommen, dass dieses
Problem nur bei Langzeitbehandlungen mit peptidischen Cysteinproteaseinhibito-
ren bei chronischer Krankheiten auftritt. Bei der Therapie von Parasiteninfektionen
ist dagegen eine sehr kurze Behandlungzeit avisiert, bei der Autoimmunkrankheiten
zunéchst keine wesentliche Rolle spielen sollten (McKerrow, 1999). Ein anderes Pro-
blem kénnten Nebenwirkungen in Zusammenhang mit der Hemmung des Proteasoms
sein. Ein Grund warum keine Probleme mit der Toxizitdt beschrieben sind, kénn-
te darin liegen, dass die Threoninprotease-Einheit im Proteasom durch Inhibitoren,
welche drei hydrophobe Aminosduren tragen, gehemmt wird, wihrend die meisten

entwickelten Cysteinprotease-Inhibitoren Di-Peptide sind (McKerrow, 1999).

1.4 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte Autophagie bei Trypanosomen anhand autophagie-
relevanter Proteine untersucht werden. Hierzu sollte zunéchst das fiir autophagische
Prozesse wichtige Markerprotein ThATGS8 im Expressionsystem FE.coli exprimiert
und anschlieflend aufgereinigt werden. Mit dem gereinigten Protein sollten (in Zu-
sammenarbeit mit DESY, Hamburg) Proteinkristalle gentigender Qualitét erzeugt
werden, um Beugungsdaten zu erhalten, die anschliefend fiir eine Strukturaufkla-
rung verwendet werden sollten. Diese Daten sollten erste wichtige strukturelle Hin-
weise iiber Autophagie bei Protozoen liefern. Fiir den Ablauf der Autophagie in
Trypanosomen ist eine funktionierende ATG8-Konjugation entscheidend. Detaillier-
te Informationen iiber die Struktur von ATGS8 aus Trypanosoma brucei konnten
Hinweise fiir die Entwicklung neuer Strategien zur Therapie dieser Erkrankung ge-
ben.

Wichtige Proteine fiir die Autophagie sind auch die lysosomalen Proteasen. Dabei
ist die Cysteinprotease ThCatB von besonderer Bedeutung, da sie fiir das Uberleben
der Trypanosomen essenziell ist. Es sollte im Rahmen dieser Arbeit versucht wer-

den, ThCatB mit dem Baculovirus-Expressionsystem in Insektenzellen (Spodoptera
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frugiperda) zu exprimieren und aufzureinigen.

Eine anschlieende Strukturaufkldrung dieses Protein sollte es ermdglichen, Unter-
schiede zum humanen Cathepsin B zu identifizieren. Diese kénnten fiir ein rationales
Wirkstoffdesign genutzt werden.

Insgesamt sollte es die Aufkldrung der Protein-Strukturen von ThbATG8 und ThCatB
ermoglichen, Autophagie in Trypanosomen dahingehend besser zu verstehen, dass
potenzielle Ansatzpunkte fiir die Entwicklung von spezifischen Inhibitoren gegen

T.brucei gefunden werden konnen.






2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterien

Fiir die Klonierungen wurden kompetente Zellen des Stammes XL1-Blue (Novagen)
sowie TOP10 One Shot E. coli Zellen (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) eingesetzt.

Fir die Expression kamen BL21-DE3 (Invitrogen) zum Einsatz. Zum Herstellen

des rekombinanten Virus wurden die im Bac-to-Bac®-Kit (Invitrogen) enthaltenen

DH10-Bac Zellen verwendet.

2.1.2 Insektenzellen

Fiir die heterologe Expression wurden zunédchst SF21-Zellen aus Spodoptera frugi-

perda aus dem BacPAK-Kit (Clontech, Heidelberg) verwendet. Spéter wurde dann

ausschliesslich mit Sf9-Zellen von Invitrogen gearbeitet, welche an serumfreies Me-

dium adaptiert sind.

2.1.3 Antikorper

Antikérper

Hersteller

6-His-Antibody (Rabbit)

Bethyl Laboratories

Anti-Cathepsin B Polyclonal (Rabbit)

Chemicon International

Anti-Cathepsin B Human Liver (Rab-
bit)

Calbiochem

Anti-Rabbit IgG alkaline phosphatase

conjugate

Sigma Aldrich

31
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2.1.4 Chemikalien

Produkt Hersteller

Acrylamid Roth, Karlsruhe

Agar-Agar Roth, Karlsruhe

Agarose Merck, Eurolab GmbH, Mannheim
Ammoniumpersulfat FMC

Ampicillin Roth, Karlsruhe

Bradford-Reagenz

BioRad Laboratories GmbH, Miin-

chen

(BCIP)

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat

Sigma, Deisenhofen

Bromphenolblau

Roth, Karlsruhe

Cellfectin® Reagent

Invitrogen, Karlsruhe

Coomassie brilliant blue G-250

Roth, Karlsruhe

Complete Proteaseinhibitor

Roche, Mannheim

Dithiothreitol (DTT)

Sigma, Deisenhofen

Eisessig (100 %)

Merck, Eurolab GmbH Deutschland

Ethanol (100 %)

Merck, Eurolab GmbH Deutschland

Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe
Ethylendiamin-Tetraessigsdure  (ED- | Roth, Karlsruhe

TA)

Formaldehyd (37 %) Sigma, Deisenhofen

Gentamicin Sigma, Deisenhofen

Glutaraldehyd Sigma, Deisenhofen

Glycerin (99 %) Merck, Eurolab GmbH Deutschland
HCI Merck, Eurolab GmbH Deutschland
Hefeextrakt Roth, Karlsruhe

HEPES Sigma, Deisenhofen

Imidazol Sigma, Deisenhofen

Isopropanol (2-Propanol)

Merck, Eurolab GmbH Deutschland

Isopropylthiogalactosid (IPTG)

Sigma, Deisenhofen

Kanamycin

Merck, Eurolab GmbH Deutschland

Magermilchpulver Fink

Roth, Karlsruhe

Methanol (100 %)

Merck, Eurolab GmbH Deutschland

MgCl2

Merck, Eurolab GmbH Deutschland




KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

33

Fortsetzung

Produkt Hersteller

NaCl Merck, Eurolab GmbH Deutschland
Natriumacetat Sigma, Deisenhofen

Natriumazid Sigma, Deisenhofen
Natriumcarbonat Merck, Eurolab GmbH Deutschland
Natriumchlorid Merck, Eurolab GmbH Deutschland
Natriumdeoxycholat Sigma, Deisenhofen

Natriumdihydrogenphosphat Monohy-
drat (NaH2P04 X HQO)

Merck, Eurolab GmbH Deutschland

di-Natriumhydrogenphosphat
drat (NaHgHPO4 X 2H20)

Dihy-

Merck, Eurolab GmbH Deutschland

Natriumthiosulfat-5-hydrat(Na2S203
x 5 H20)

Merck, Eurolab GmbH Deutschland

Nitro blue tetrazolium (NBT)

Sigma, Deisenhofen

Osmiumtetroxid

Plano, Marburg

Paraformaldehyd

Fluka, Buchs (CH)

Penicillin/Streptomycin, 100fach

Sigma, Deisenhofen

Pepton Roth, Karlsruhe
Propidiumjodid Sigma, Deisenhofen
Propylenoxid Plano, Marburg

Rotiphorese (Acrylamid)

Roth, Karlsruhe

Salzsdure (HCI)

Merck, Eurolab GmbH Deutschland

Saccharose Sigma, Deisenhofen
SDS Serva, Heidelberg
Silbernitrat Roth, Karlsruhe
TEMED Roth, Karlsruhe
Tris Serva, Heidelberg
Triton-X-100 Sigma, Deisenhofen
Tween 20 Roth, Karlsruhe

Tunicamycin

Sigma, Deisenhofen
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2.1.5 Enzyme

2.1.5.1 Restriktionsenzyme

Enzymbezeichner

Hersteller

EcoRV, Eam1105I, Pst I, Nco I, Hin-
dITI, BamHI, Xhol, Kpn I

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Sac I/II, Sap I, Sph I

New England Biolabs GmbH, Schwal-
bach

2.1.5.2 Sonstige Enzyme

Enzymbezeichner

Hersteller

T4-DNA-Ligase, Alkalische Phosphata-

se

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

PNGase F New England Biolabs GmbH, Schwal-
bach

DNase I Roche,Mannheim

Benzonase Novagen ,Darmstadt

AcTEVProtease, AccuPrime Taq DNA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Polymerase High Fidelity

2.1.6 Plasmide

Zur Subklonierung wurde das TOPO TA Kit mit dem Vektor pCR®2.1—TOPO (Invitrogen
GmbH, Karlsruhe) verwendet.

Als Expressionsvektor fiir F.coli kam pProEx-HTa mit His-tag (Invitrogen) zur Anwen-
dung. Fiir die Herstellung des rekombinanten Virus in den Insektenzellen wurden die Vek-
toren des Bac-to-Bac®-Kits verwendet, pFastBacl, pFastBac-HTa/HTb und von dieser
Gruppe abgeleitet der Vector pFastBacl1-Cpo His von der Plasmid Information Database
der Universitat Harvard (s. Abb. 2.1, http://plasmid.hms.harvard.edu).
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Abb. 2.1: Karte des Vektors pFastBacll

2.1.7 Primer

Primer wurden nach Abd-Elsalam (2003) und den darin genannten Webprogrammen be-

stimmt und von der Firma Operon hergestellt.

1. Primer fiir die Expression von TbATG8b im Vektor pProEX-HTa (Invi-
trogen) in E.coli
fw-Ncol-TbATGS8: 5-“TGCCATGGGCATGAGTAAAAAAGATAGCA-3*
rv-PstI-TbATGS: 5*-TACTGCAGTTATCCAAATGTCGCCTCACC-3°

2. Primer fiir die Expression von TbCatB in Insektenzellen
Fiir den Vektor pFastBacl1-Cpo His:
fw-Cpol-proTbcatB: 5*-“TACGGTCCGGCCCTCGTTGCTGAAGACGC-3
rv-proTbcatB-Cpol: 5-“TACGGACCGGCCGTGTTGGGTGCAAGAGG-3*

Fiir den Vektor pFastBac-1/HTB:
fw-BamHI-ThCatB: 5-“TAGGATCCATGCATCTCATGCGTGCCT-3¢
rv-XhoIl-ThCatB: 5-“TAACTCGAGCTACGCCGTGTTGGGTG-3¢
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3. Primer fiir die Expression von IMPDH in Insektenzellen
IMPDH_long im Vektor pFastBac HTB:
IMPDH-long-fw-BamHI: 5-GGATCCATGGAAAACACCAACCTACGC-3°
IMPDH-long-rv-HindIII: 5-GCAAGCTTAGAGCTTCGAGGCAAAGAG-3

IMPDH _short im Vektor pFastBac HTB:
IMPDH_short-fw-BamHI: 5*-“TAGGATCCATGGACACAGTGACGGAGA-3°
IMPDH_short-rv-HindIII: 5*-GCAAGCTTGCTTAGAGCTTCGAGG-3°

IMPDH_short im Vektor pFastBac HTA:
IMPDH _short-fw-BamHI: 5“TCGGATCCGATGGACACAGTGAC-3¢
IMPDH _short-rv-HindIII: 5“GCAAGCTTGCTTAGAGCTTCGAGG-3¢

4. Primer fiir die Sequenzierung
M13 Forward (-40): 5*-GTTTTCCCAGTCACGAC-3*
M13 Reverse: 5*-CAGGAAACAGCTATGAC-3¢
pBakPAC-FP: 5-TAAAATGATAACCATCTCGC-3¢
pfbacl-rv-nterm-tbcath: 5*-ATGAGATGCATGGATCCGCG-3¢
pfbacl-fw-cterm-tbcatb: 5-TATCTCGGAGGACATGCGG-3'

2.1.8 Kits
Produkt Hersteller
Omniscript Reverse Transcription Kit | Qiagen GmbH, Hilden
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen GmbH, Hilden
QIAprep Spin Plasmid Kit Qiagen GmbH, Hilden
Plasmid Midi Kit Qiagen GmbH, Hilden
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Cathepsin B Activity Assay Kit BioVision, Inc., Mountain View, USA
Bac-to-Bac® Baculovirus Expression | Invitrogen GmbH, Karlsruhe
System
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2.1.9 Medien

2.1.9.1 Insektenzellen

Fiir die Insektenzellkultur wurde EX-CELL 420 Serumfreies Medium mit L-Glutamine
(Sigma, Deisenhofen), versetzt mit 5 ml/l Penicillin/Streptomycin Losung, verwendet.
Wiéhrend der Lipofektion wurde z.T. Grace’s Insect Medium (Invitrogen GmbH, Karlsru-

he) verwendet.

2.1.9.2 Bakterien

LB-Medium, pH 7,4

Pepton 1%
Hefeextrakt 0,5 %
NaCl 0,5 %

Die angegebenen Bestandteile wurden in destilliertem Wasser gelost und mit NaOH auf
pH 7 eingestellt. Gegebenenfalls wurde das Medium mit 50 pg/ml Ampicillin versetzt (aus
1000X Stammlésung in 70% Ethanol).

SOC-Medium, pH 7

Trypton 2%
Hefeextrakt 0,5 %
NaCl 10 mM
KCl1 2,5 mM
MgCl2 10 mM
MgSO4 10 mM
Glucose 20 mM

LB-Agarplatten

Die Kultivierung der E. coli auf Festmedium wurde mit 0,8 % Agarplatten durchgefiihrt.
Vor Gebrauch wurden die Platten aus 2x LB-Medium und einer 1,6 % Agarlésung je-
weils frisch hergestellt. Vor dem Gieflen wurde das Medium mit Ampicillin bzw. fiir die

DH10Bac-Platten mit Kanamycin, Gentamicin und Tetracyclin versetzt.
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2.1.10 Puffer und Lésungen

2.1.10.1 Gelelektrophorese

TE-Puffer, pH 8

Tris 40 mM
EDTA 2 mM

EB-Puffer, pH 8,5
Tris-Cl 10 mM

TAE-Puffer (50x) pH 8,0

Tris / Acetat 40 mM
EDTA 1 mM

Agarose Gel

TAE-Puffer (1x)
Agarose 0,8 %
Ethidiumbromid 0,025 %

DNA-Probenpuffer, pH 8

5% Glycerin
0,025%  Bromphenolblau
0,1IM EDTA

2.1.10.2 Proteine

RIPA-Lyse-Puffer, pH 7,4

50 mM Tris-HCL

150 mM NaCl

1,0% (v/v) Igepal CA-630 (frither Nonidet P-40)
0,25% (w/v) Natriumdeoxycholat

0,01% (w/v) Natriumazid

0,1% (w/v) SDS

1 mM EDTA
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AcTEV-Protease-Puffer, pH 7,5

50 mM HEPES
100 mM NaCl
0,5 mM EDTA
0,5 mM DTT

Kristall-Solubilisierungs-Puffer, pH 3,5

50 mM Natriumacetat
Rekristallisierungspuffer, pH 7
10 mM HEPES

20 mM NaCl

TbCatB-Aktivitidts-Puffer, pH 6

50 mM Natriumphosphat (NaH2PO4/Na2HPO4)
1 mM DTT
1 mM EDTA

Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7,4
Na2HPO4 x 2H20 7,7 mM

KH2PO4 2,3 mM
NaCl 120 mM
KCl 8,7 mM

Tris Buffered Saline (TBS), pH 7,4

Tris-HCL 25 mM
NaCl 137 mM
KCl 2,7 mM

2.1.10.3 Puffer fiir die Ni-NTA-Affinitédtsreinigung

NPI-10-Bindepuffer pH 7,6
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50 mM  NaHyPOyu
500 mM NacCl
10 mM  Imidazol

NPI-20-Waschpuffer pH 7,6

50 mM  NaHyPOyu
500 mM NaCl
20 mM  Imidazol

NPI-500-Elutionspuffer pH 7,6

50 mM  NaHyPOyu
500 mM NaCl
500 mM Imidazol

Die NPI-Puffer wurden in bidestilliertem Wasser angesetzt und anschlieBend entgast. Fiir

die Aufreinigung von ThCatB wurde

pH 6,7 verwendet.

2.1.10.4 Puffer fiir SDS-PAGE-Gele

Zusammensetzung fiir vier 10%-Gele:

Losung

Sammelgel (5 %)

Trenngel (10 %)

Aqua bidest.

30% Acrylamid

1,0 M Tris/HCI(pH 8,8)
1,0 M Tris/HCl(pH 6,8)
10% SDS

10% APS*

TEMED

8,4 ml
2,0 ml

1,5 ml
120 pl
60 ul
12 pl

6,6 ml
7,6 ml
8,6 ml

120 pl
60 pl
12 pl

Laufpuffer, pH 8,3 (10fach)

30¢g Tris-Base
144 g Glycin
10¢g SDS

mit aqua dest auf einen Liter auffiillen; pH-Wert sollte bei 8,9 liegen
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Coomassie-Farbelsung

300 mg Coomassie brillant blue G-250
405 ml  Methanol
70 ml Eisessig

auf einen Liter mit aqua dest. auffiillen

Entfirbelsung

400 ml  Methanol
100 ml  Eisessig

auf einen Liter mit aqua dest. auffiillen

Geltrocknungslésung

250 ml  Ethanol p. a.
30 ml Glycerin (87%)

2.1.10.5 Western Blot

Transferpuffer, pH 9,2

48 mM  Tris

39 mM  Glycin
3,75 ml/1 10% SDS
200,00 ml Methanol

Waschpuffer, pH 7,4

10 mM  Tris-HCL
150 mM NaCl
0,1 % Tween 20

AP-Puffer, pH 8,9

20 mM  Tris-HCL
150 mM NaCl
10 mM  MgCI2 x 6 H20
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Entwicklungslosung

0,38 mM BCIP, Toluidin-Salz (28,16 mg/ml in DMF)
0,40 mM NBT (32,7 mg/ml in 70% DMF)

ad 100 ml AP-Puffer

2.1.10.6 Elektronenmikroskopie

Cacodylatpuffer 2fach, pH 7,4

200 mM Na-Cacodylat x 3 H20
234 mM Saccharose

Osmiumtetroxid-Loésung, 3%

0,25 g Osmiumtetroxid
8,18 ml  Aqua bidest.

IEM-Fixier-Puffer, pH 7,2

0,1 M Pipes

4% PFA (Paraformaldehyd)
0,06 %  Glutaraldehyd

2.1.10.7 Sonstige Losungen

Produkt

Hersteller

BugBuster Protein Reagant

Novagen

Ni-NTA Agarose beads

Qiagen GmbH, Hilden

Restriktionsenzympuffer -1V

New England Biolabs GmbH, Schwalbach

GeneRuler 1kb DNA Ladder

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Protein Marker SM0431,SM1811

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Halt Protease Inhibitor Cocktail

Thermo Fisher Scientific , Waltham, USA
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2.1.11 Sonstige Materialien

Produkt Hersteller
Slide-A-Lyzer 10 kDa Dialyse Kassetten Fisher Scientific, Ulm
Ni-NTA Superflow Cartridge 1ml/5ml Qiagen GmbH, Hilden
10 kDa NMWL Zentrikons Millipore, Schwalbach
Kryorshrchen (1,5 und 5 ml) Greiner, Frickenhausen
Plastikkiivetten 10 x 10 x 45 mm Sarstedt, Niimbrecht
Eppendorfgefifie (1,5 und 2 ml) Greiner, Frickenhausen

CELLSTAR Filter Top Zellkultur Flaschen Greiner, Frickenhausen
CELLMASTER Polystyrol Filter Rollerflasche | Greiner, Frickenhausen

Falcon Tubes (15, 50 ml) Beton Dickonson Labware Europe
PCR-Eppendorfgefaf3 Roth, Karlsruhe
Schott-Glasflaschen (50 ml - 11) Fischer Scientific, Ulm

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Reverse Transkription

Bereits isolierte trypanosomale RNA wurde mittels, ,Omniscript Reverse Transcription
Kit“ (Qiagen GmbH, Hilden) nach Angaben des Herstellers in cDNA umgeschrieben.

2.2.1.2 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde geméfl den Angaben des jeweiligen Herstel-
lers durchgefiihrt:

»AccuPrime Taqg DNA Polymerase High Fidelity” (Invitrogen). Das PCR-Programm lau-
tete wie folgt:
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PCR-Programm

Temperatur | Dauer
Hot Start 95°C 5 min
Denaturieren 94°C 45 sec
Annealing 60°C* 30 sec
Extension 68°C 2 min
35 Zyklen
Finale Extension 68°C 3 min

*abhéngig vom jeweiligen Primer

HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen). Das PCR-Programm lautete wie folgt:

PCR-Programm

Temperatur | Dauer
Aktivierung 95°C 15 min
Denaturieren 94°C 1 min
Annealing 60°CC™ 3 min
Extension 72°C 1 min
35 Zyklen
Final Extension 72°C 10 min

*abhéngig vom jeweiligen Primer

2.2.1.3 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Gelelektrophorese

Es wurde 0,5 g Agarose mit 50 ml 1x TAE-Puffer versetzt (0,8 % Agarosegel) und im Mikro-
wellenherd erhitzt bis eine klare Losung entstand. Die Losung wurde dann mit 0,5 pg/ml
Ethidiumbromid-Losung versetzt und in eine Flachbettkammer ausgegossen. Die aufzutra-
genden Proben (20 ul) wurden mit je 5 pl Laufpuffer (5x) versetzt und anschlieBend in die
Taschen des Gels gefiillt. Als Marker wurde in verschiedenen Konzentrationen das Produkt
1 kb GeneRuler der Firma Fermentas benutzt. Die elektrophoretische Auftrennung wurde
60 min bei einer Spannung von 80 V ausgefiihrt und mittels Fluoreszenz-Anregung der

gefarbten DNA mit langwelligem UV-Licht (312 nm) ausgewertet.



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN 45

2.2.1.4 Gelextraktion

Die DNA wurde iiber ein Agarosegel aufgetrennt und ein Teil mit Ethidiumbromid an-
gefiarbt. Das gewiinschte DNA-Fragment wurde mit einem Skalpell ausgeschnitten und in
ein Eppendorfgefifl transferiert. Die weitere Reinigung erfolgte mit dem ,,QIAquick Gel
Extraction Kit“ (Qiagen GmbH, Hilden) nach Angaben des Herstellers.

2.2.1.5 DNA-Konzentrationsbestimmung

Fiir eine Bestimmung der Konzentration wurden UV-Absorptionsmessungen bei einer Wel-
lenléinge von 260 nm mit dem Photospektrometer durchgefiihrt. Hierbei entspricht ein Ab-
sorptionswert von 1 AU bei einem Lichtweg von 1 cm einer Konzentration von 50 pg/ml
fiir eine Doppelstrang-DNA bzw. 20 pg/ml im Falle einer einzelstringigen DNA. Um Ver-
unreinigungen durch Proteine auszuschliessen, sollte die Absorption bei der Wellenldnge
260 nm mindestens um den Faktor 1,5 bis 2 hoher sein als diejenige bei 280 nm. Da bei
Plasmiden zirkuldre Doppelstrang-DNA vorliegt, wird in dem Fall folgende Gleichung an-
gewendet:

Aggo x Verdiinnungsfaktor x 0,05 = Plasmid-Konzentration in pg/pl.

2.2.1.6 Restriktionsverdau

Die Restriktion der DNA erfolgte jeweils als 20 pl Ansatz. Es wurden vom Hersteller
angegebene Puffer und Puffervolumina verwendet. Die Enzymmenge wurde entsprechend
der zu verdauenden DNA-Menge eingesetzt. Die Dauer und die Temperatur der Restriktion

waren von Enzym zu Enzym verschieden und wurden nach Herstellerangaben gewéhlt.

2.2.1.7 Minipraparation von Plasmid-DNA

Je 1,5 ml einer Bakterien-Ubernachtkultur wurden in 1,5 ml Eppendorfgefiie iiberfiihrt
und fiir 1 min mit 13.000 g (Microzentrifuge MC-13, Heraeus) zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt und die Bakterien-Sedimente in je 150 ul P1-Puffer resuspendiert und mit
dem Vortex geschiittelt und bei Raumtemperatur 5 min stehen gelassen. Hierauf folgte die
alkalische Lyse (4-6 invertieren bei 5 min) der Zellen durch Zugabe von je 150 nl P2-Puffer.
Nach Zugabe von je 210 ul N3-Puffer zur Neutralisation wurde gut gemischt (4-6 min) und
fiir 10 min mit 13.000 g zentrifugiert, um die ausgefillten Zellbestandteile abzutrennen. Die

Uberstéinde wurden in 1.5 ml-Eppendorf-ReaktionsgefiBe iiberfithrt, zur DNA-Fillung mit
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je 900 pl eiskaltem Ethanol (100 %) versetzt und 10 min mit 13.000 g zentrifugiert. Nach
Absaugen des Uberstandes wurde das Pellet mit 1 ml eiskaltem Ethanol (70 %) gewaschen
und die prizipitierte, glasig erscheinende DNA 15-45 min bei Raumtemperatur getrocknet.

Anschlieflend wurde das Pellet in 50 pl EB Puffer aufgenommen und gut resuspendiert.

2.2.1.8 Miniprep-Protokoll fiir Bacmid-DNA

Grundlage des folgenden Protokolls sind die Puffer des Qiagen-Mini-Kits (s.o0.). Von einer 6
m] Bakterien-Ubernachtkultur von positiv transformierten DH10Bac-Zellen in LB-Medium
mit 50 pg/ml Kanamycin, 7 pg/ml Gentamicin, und 10 pg/ml Tetracyclin, wurden je 1,5
ml in zwei Eppendorfcups tiberfithrt und fiir 1 min mit 13.000 g (Microzentrifuge MC-13,
Heraeus) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, jeweils die restlichen 1,5 ml der
Kultur zugegeben und erneut abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in je 300 pl P1-
Puffer resuspendiert und mit dem Vortex leicht geschiittelt. Hierauf folgte die alkalische
Lyse (4-6 invertieren bei 5 min) der Zellen durch Zugabe von je 300 nl P2-Puffer. Nach
Zugabe von je 300 pl N3-Puffer zur Neutralisation wurde vorsichtig gemischt und fiir 10
min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurde der Ansatz mit 13.000 g zentrifugiert, um die
ausgefiillten Zellbestandteile abzutrennen. Die Uberstinde wurden in 1.5 ml-Eppendorf-
ReaktionsgefiBe tiberfiihrt, welche zur DNA-Fillung 800 nl Isopropanol enthielten. Nach
vorsichtigem Invertieren wurden die Proben fiir 10 min auf Eis inkubiert. Dann wurden
die Ansitze 10 min mit 13.000 g zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgenommen.
Die DNA-Pellets wurden nun mit 0,5 ml eiskaltem Ethanol (70 %) gewaschen und er-
neut abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, die Pellets unter der
Sterilbank luftgetrocknet und schliellich 30 pl steriler EB Puffer zugegeben. Die Pellets
wurden durch gelegentliches, leichtes Antippen des Eppendorfcups geldst und bei 4°C fiir
die folgende Analyse per PCR / Transfektion aufbewahrt. Fiir die Langzeitlagerung wurde
die Bacmid-DNA bei -20°C eingefroren (um ein ,DNA-shearing* zu vermeiden, sollte die

Probe nicht wiederholt aufgetaut/eingefroren werden).

2.2.1.9 Dephosphorylierung

Die Vektor-DNA wurde nach Lineariserung mit der entsprechenden Restriktionsendonu-
klease und vor der Reinigung mittels Gelextraktion mit alkalischer Phosphatase (Alkaline
Phosphatase, Calf Intestinal (CIP)) entsprechend den Angaben des Herstellers New Eng-
land Biolabs behandelt.
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2.2.1.10 Ligation

Die Ligation wurde nach den Angaben des Herstellers Fermentas GmbH mittels ,Ra-
pid DNA Ligation & Transformation Kit“ durchgefiihrt. Es wurden verschiedene Mengen
Vektor-DNA mit der Fragment-DNA in verschiedenen Verhéltnissen (1:1 bis 1:3) von pmol
ends (1 pg of 1000 bp DNA = 1,52 pmol, Linear DNA pmol ends = pmol DNA x (number
of cuts x 2 + 2) ) eingesetzt. Es wurden abweichend vom Herstellerprotokoll 2 pl T4-
Ligase eingesetzt und der Ligationsansatz fiir 1 h bei 22°C, 4 h bei 16°C und danach bei
4°C inkubiert.

2.2.1.11 Transformation

Es wurden XL1-Blue (Stratagene), TOP10 One Shot® und DH10Bac E. coli Zellen (beides
Invitrogen) verwendet. In Anlehnung des Hersteller-Protokolls fiir die Transformation mit
One Shot TOP10 Competent Cells gab es einzelne Modifikationen:

e Hitze-Schock bei 42°C fiir 30 sec (TOP10) / 45 sec (XL1 Blue,DH10Bac)

e den Ansatz sofort wieder auf Eis fiir 2 min

Zusatz von 250 pl SOC Medium bei Raumtemperatur (bei DH10Bac 900 pl)

Inkubation im Eppendorfcup bei 37° im Shaker (200 rpm) fiir 45 min (bei DH10Bac
4 h)

Ausstreichen von 50/200 pl des Ansatzes auf einer LB-Platte (mit Ampicillin, fiir
DH10Bac: Kanamycin, Gentamicin, Tetracyclin und IPTG)

2.2.1.12 Kolonie-PCR-Test

Zur schnellen Uberpriifung, ob eine Bakterienkolonie einen bestimmten DNA-Bereich ent-
hielt, wurde die entsprechende Kolonie fiir eine PCR verwendet. Fiir 8 Reaktionen wurde

dazu zuvor der folgende Mastermix angesetzt:

Mastermix

HotStar Taq master mix 100 pl
Sense Primer 8 nl
Anti-Sense Primer 8 ul
RNase freies Wasser 84 ul
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Von diesem Mastermix wurde jeweils 25 pl in ein PCR-Cup gegeben, die jeweilige Kolonie
mit einer Mikropipettenspitze gepickt und kurz in den PCR-Ansatz getaucht. Dieselbe
Spitze wurde dann auf einer Agarplatte mit Ampicillin ausgestrichen, welche {iber Nacht
bei 37°C inkubiert wurde. Als Negativkontrolle wurden die verbleibenden 25 pl Mastermix
ohne Zusatz von DNA verwendet. Als Positivkontrolle wurde bereits verifizierte Plasmid-
DNA verwendet. Die PCR wurde nach HotStarTag-Protkoll (s.2.2.1.2) durchgefiihrt und

die Proben anschliefend mit Hilfe eines Agarosegels iiberpriift.

2.2.1.13 Anlegen von Kulturstabilaten E.col:

Nachdem eine Hauptkultur iiber Nacht in die stationére Phase eingetreten war, wurde 1 ml
der jeweiligen Kultur abzentrifugiert (10.000 g, 24°C, 1 min) mit LB-Medium gewaschen
und in 1 ml frischem Medium aufgenommen, das aus 70 % Glycerin bestand. Die Zellen

wurden in Kryorthrchen {iberfiihrt und in fliissigem Stickstoff gelagert.

2.2.1.14 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Proben wurden iiber Gelextraktion gereinigt und fiir eine ,,Run 24 supreme*-
Sequenzierung bei GATC Biotech eingesandt. Als Primer wurden GATC-Standardprimer
verwendet bzw. als Probe mitgegeben. Die erhaltenen Sequenzen wurden per Sequenzali-

gnment mit der jeweiligen Gen- /Vektorsequenz verglichen.

2.2.2 Kultivierung von Organismen

2.2.2.1 Bakterienzellkultur

Anzucht auf Platten
Die Bakterienzellen wurden auf LB-Platten Ampicillin (50 pg/ml) iiber Nacht bei 37°C

kultiviert.

Anzucht in Fliissigkultur
Die Bakterienzellen wurden in fliissigem LB-Medium mit Ampicillin (50 pg/ml) iiber Nacht
bei 37C und 175 rpm des Schiittlers kultiviert.

Bestimmung der Bakterienzellzahl (Triibungsmessung)
Die Zellzahl wurde spektrometisch bei 595 nm gegen LB-Medium als Leerwert bestimmt.

Dabei entspricht eine Konzentration der Zellen von 10° /ml einem ODj595 von 0,5 - 0,8.
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2.2.3 Insektenzellkultur

Die Kultivierung und Transfektion der Spodoptera frugiperda(Sf9)-Insektenzellen erfolgte
in der Regel nach den Vorgaben des Bac-to-Bac®-Kits bzw. nach den Empfehlungen des
Herstellers Invitrogen. Dennoch gab es wahrend der Etablierung dieses Systems im Labor

einige Anpassungen der Methoden, welche im folgenden aufgefiihrt sind.

2.2.3.1 Auftauen der Zellen

Ein Kryorshrchen mit 2 x 10% Sf9-Zellen wurde dem Stickstoffbehélter entnommen und
unter laufendem warmen Wasser aufgetaut. Das Rohrchen wurde von aufien mit 70 %igem
Ethanol abgerieben und die aufgetauten Zellen unter der Sterilbank in eine 25cm? Zellkul-
turflasche mit 5 ml kaltem Insektenzell-Medium iiberfithrt. Nun sollten vitale Zellen am
Boden der Kulturflasche als Monolayer anhaften. Nach 30 min Inkubationszeit bei 27°C
im Brutschrank wurde das Medium zusammen mit nichtanhaftenden Zellen abgenommen
und durch frisches, vorgewdrmtes Medium ersetzt. Nun wurde die Zellkultur wachsen ge-
lassen bis etwa eine 90 %ige Konfluenz erreicht wurde und die Kultur fiir eine Passagierung

verwendet werden konnte.

2.2.3.2 Kultivierung von Monolayerkulturen

Die Kultivierung der Insektenzellen als adhérierende Monolayer erfolgte in Kulturflaschen
verschiedener Groéflen mit Sterilfilter-Deckeln bei 27°C im Brutschrank. Erreichten die
Zellen eine 90 %ige Konfluenz, so wurde das alte Medium verworfen und neues Medium
dazugegeben, die Zellen dann durch Abspiilen mit der Pipette oder vorsichtigem Gebrauch
des Zellschabers in Losung gebracht. Mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer wurde dann
die Zellkonzentration bestimmt und visuell die Vitalitdt der Zellen iiberpriift. Nach den

in der Tabelle 2.6 aufgefithrten Angaben wurden dann Monolayer-/Suspensions-Kulturen

angesat.
Gefaf Anzahl der Zellen Volumen des Mediums
25-cm? Flasche 1.0 x 106 5 ml
75-cm? Flasche 3.0 x 108 10 ml
150-cm? Flasche 6.0 x 10° 30 ml

Tab. 2.6: Zelldichten fiir das Ansden verschiedener Monolayergrifien
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Die Passagierung als Monolayer erfolgte bis Passage 30; dann wurden frische Zellen aus

Stabilaten herangezogen (s. 2.2.3.1).

2.2.3.3 Kultivierung von Suspensionskulturen

Fiir groflere Zelldichten wurden aus Monolayern, welche mindestens zweimal passagiert
worden waren, Suspensionkulturen mit einer minimalen Zellkonzentration von 5 x 10°
Zellen/ml angesét, welche bei 110 rpm im Schiittler bei 27°C inkubiert wurden. Erreichten
diese eine Zelldichte von 6 x 10% Zellen/ml wurden sie in frischer Kulturflasche verdiinnt auf
3 x 10° Zellen/ml. Es wurden die gleichen Kulturflaschen wie bei den Monolayerkulturen
verwendet, sie wurden aufrecht im Schiittler fixiert. Dabei war darauf zu achten, das
Geféfivolumen gegeniiber dem Kulturvolumen geniigend grof§ zu wihlen, um eine gute
Sauerstoffversorgung der Zellen zu gewihrleisten. Fiir Kulturen die grofler als 150 ml

waren, wurden 2100 ml-Rollerflaschen verwendet.

2.2.3.4 Herstellung von Stabilaten

RegelméBig wurden Zellen bei niedriger Passage als Stabilate eingefroren, um geniigend
frische Zellen in Reserve zu haben. Dazu wurde eine vitale Suspensionkultur ausgezihlt,
abzentrifugiert und mit frischem Medium auf die Dichte von 4 x 10% Zellen/ml gebracht.
Anschlielend wurden die Zellen auf 4°C abgekiihlt und mit demselben Volumen an kaltem
Medium, welches 20 v/v% DMSO enthielt, gemischt. Von dieser Losung wurden nun jeweils
1 ml in Kryorshrchen gegeben, welche zunéchst fiir 12 h bei -20°C, dann iiber Nacht bei
-70°C und danach in fliissigem Stickstoff gelagert wurden.

2.2.3.5 Transformation in DH10Bac Zellen

Ein Eppendorfcup DH10Bac-Zellen (Invitrogen) wurde dem -80°C Kiihlschrank entnom-
men und auf Eis aufgetaut. Es wurde dann 1 ng (entspricht 5 pl) der jeweilgen rekombinan-
ten Plasmid-DNA dazugegeben und das Eppendorf zur Durchmischung leicht angetippt.
Anschlieflend wurde zunéchst analog zu 2.2.1.11 verfahren. Der Ansatz wurde dann in zwei
verschiedenen Verdiinnungen (1071,10~2) auf LB-Platten ausgestrichen, welche 50 ng/ml
Kanamycin, 7 pg/ml Gentamicin, 10 pg/ml Tetracyclin und 40 pg/ml IPTG enthielten,
und fiir mindestens 48 h bei 37°C inkubiert. Uber Blau-Weiss Selektion (Sambrook et al.,

2001) wurde eine weifle Kolonie gewihlt und erneut auf einer LB-Platte mit den oben
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genannten Zuséitzen inkubiert. Waren die Kolonien der neuen Platte ebenfalls weif, wurde

die Kolonie fiir die Isolierung von Bacmid-DNA nach 2.2.1.8 verwendet.

2.2.3.6 Transfektion

Eine 6-Well-Platte wurde pro Well mit 2 ml einer Sf9-Suspensionskultur mit einer Dichte
von 3 x 10° Zellen/ml angesiit und etwa 30 min gewartet, bis sich die Zellen angehaftet
hatten. Wihrend dieser Zeit wurden der Transfektionsansatz aus Lipofektionslésung und
Bacmid-DNA wie folgt vorbereitet:

5 nl der nach 2.2.1.8 gereinigten Bacmid-DNA (entsprach ca. 1 pg DNA) wurden in einem
sterilen Eppendorfcup mit 100 pl unsupplimiertem Grace’s Medium verdiinnt. Daneben
wurden 6 pl einer vorher gut geschiittelten Cellfectin-Lipofektionslésung in ein Eppen-
dorfcup mit ebenfalls 100 pl unsupplimiertem Grace’s Medium zugegeben. Beide Anséitze
wurden sodann gemischt, invertiert und fiir 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Am
Ende dieser Zeit wurde zu dem ca. 210 pl groflen Lipofektionsansatz 0,8 ml unsupplimier-
tes Grace’s Medium gegeben, das Medium in der 6-Well-Platte abgezogen und durch den
nun ca. 1 ml umfassenden Lipofektionsansatz ersetzt. Dabei wurde mindestens ein Well als
Kontrolle mit lediglich reguldrem Excell-Kulturmedium versehen. Anschlieend wurde die
Platte fiir 5 h im Brutschrank bei 27°C inkubiert. Danach wurde das Medium abgezogen

und durch 2 ml frisches, regulidres Kulturmedium ersetzt.

Die Platte wurde dann fiir mindestens 72 h oder aber bis Zeichen einer Infektion wie
Wachstumsstopp, Zellschwellung oder Lyse der Zellen zu beobachten waren, im Brut-
schrank inkubiert. Die Zellen im Kontrollwell sollten im Laufe der Zeit die gesamte Fliche
zuwachsen, wihrend sich bei transfizierten Wells zunehmend Zellen ablosen und schliellich

lysieren sollten.

2.2.3.7 Bestimmung des Virus-Titers nach der Ausverdiinnungsmethode

Angelehnt an Reed und Muench (1938) wurden Insektenzellen mit verschiedenen Ver-
diinnungen infiziert und diejenige Verdiinnung ermittelt, welche in 50 % der Félle zu einer
Infektion fithrt, die sogenannte TCIDso (50 % tissue-culture infectious dose). Hieraus lisst
sich dann die Anzahl infektitser Virenpartikel pro ml Virusiiberstand (pfu/ml, plaque for-
ming units pro ml) berechnen. Nachfolgend ist der Ablauf zu dem in Abb. 2.2 gezeigten

Pipettierschema beschrieben:

1. Es wurden 6 Virusverdiinnungen a 100 jl von 1073 bis 10~® angesetzt.
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2. Es wurden 7 Plastikréhrchen mit jeweils 1,4 ml Sf9-Zellen der Dichte 5 x 10*/ml
mit jeweils 70 pl einer Virusverdiinnung angeimpft (das siebte Rohrchen mit 70 pl

Medium als Negativ-Kontrolle).

3. Pro Rohrchen/Verdiinnung wurden nun 7 Wells einer Reihe der 96-Loch Platte mit
0,2 ml der infizierten Zelllosung angesét und, nach 7 Tagen Inkubationszeit bei 27°C,

ausgezahlt und ausgewertet (s.u.).

Ein Beispiel einer Auswertung findet sich in der Abb. 2.2. Fiir jede Verdiinnung wurden in-
fizierte (+) /nicht-infizierte (-) Wells anhand der Morphologie (z.B. Zellschwellung, -Lyse,
Kristallbildung) bzw. der Zelldichte bestimmt. Zu den infizierten Kulturen einer Verdiin-
nung wurden noch alle infizierten Wells der hoéheren Verdiinnungen hinzugezahlt, unter
der Annahme, dass die aktuelle Verdiinnung diese Wells ebenfalls infiziert héitte. Umge-
kehrt gilt, dass fiir eine bestimmte Verdiinnung die nicht-infizierten Wells der niedrigeren
Verdiinnungen durch die aktuelle Verdiinnung ebenfalls nicht infiziert worden wéren und
damit zur Anzahl der direkt nicht-infizierten Wells dieser Verdiinnung addiert wurden.
Damit ergibt sich an dem hier gezeigten Beispiel, dass z.B. die 10~5-Verdiinnung 3 Wells
direkt infiziert hat, aber auch die 2 infizierten Wells der héheren Verdiinnung 10~7 infiziert
hétte und damit ein Gesamtzahl von 5 positiven Kulturen aufweist. Umgekehrt gab es fiir
die 10~5-Verdiinnung 4 direkt nicht-infizierte zu denen noch die 2 nicht-infizierten Kulturen
der niedrigeren Verdiinnung 10~ addiert wurden und es damit insgesamt 6 nichtinfizierte

Kulturen fiir diese Verdiinnung sind.

Abb. 2.2: Beispielrechnung

Anhand der sich ergebenden Prozentzahlen der infizierten Kulturen, lédsst sich diejeninge
Verdiinnung bestimmen, bei der 50 % aller Kulturen infiziert worden wéire. Im Beispiel
liegt diese zwischen 107°(A) und 107%(B). Zunichst wird der PD-Wert (proportionale

Distanz zwischen der 50%-Infektionsstirke und der Infektionsstirke bei Verdiinnung A
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(83%)) nach der Gleichung PD = (%beiA — 50)/(%beiA — %beiB) bestimmt. Mit diesem
Wert ldsst dich die TCID5o wie folgt bestimmen:

TCIDsg= 10Verdinnung bei A -PD "4y Beigpiel ist TCID5p = 1072 — %:88=10—588,
Schliefilich l&sst sich der Virus-Titer nach folgender Formel bestimmen:
Virus-Titer(pfu/ml)=1/TCIDsg * In(2) * 100 (um auf 1 ml zu kommen, da 10 pl des
Original-Virusstocks eingesetzt wurden).

Im Beispiel ergébe sich ein Titer von:

758577,57 % 0,69 * 100 = 5 * 107 pfu/ml

Der Viren-Titer geht ein in die Berechnung der MOI (multiplicity of infection), welche

reproduzierbare Infektionen ermoglicht.

2.2.3.8 TEM-Einbettung

Es wurden 1 x 108-Sf9 Zellen bei 1500g und 4°C fiir 3 min abzentrifugiert und 2x mit
PBS gewaschen. Die Zellen wurden dann fiir 1 h bei 4°C in 2 %(vol/vol) Glutaraldehyd in
Cacodylatpuffer fixiert und dann viermal in Cacodylatpuffer (jeweils 10 min) gewaschen.
Im né#chsten Schritt wurden die Zellen 15 min lang bei 4°C in 1,5 % (wt/vol) Osmium-
tetroxid fixiert und dann jeweils fiir 10 min einmal in Cacodylatpuffer und dreimal in
dH50 gewaschen. AnschlieBend wurde dann mit 0.5 %-Uranylacetat bei Raumtemperatur
1h lang kontrastiert. Nachdem im Anschlufl einmal mit dHyO gewaschen wurde, wurde die
Probe iiber jeweils 5-miniitige Waschschritte in 50 %-, 70 %-, 95 %- und dreimal in 100
%-Ethanol sowie dreimal in Propylenoxid entwiissert. Die Probe wurde eine Stunde bei
Raumtemperatur eingebettet in 50 % Eponharz (in Propylenoxid) und eine weitere Stunde
in reinem Eponharz in einem Beem-Cup bis die Probe dann iibernacht bei 45°C und dann
noch einmal 24h bei 60°C auspolymerisierte. Nach dem Trimmen der Probe wurden mit
dem Ultramikrotom Schnitte angefertigt und mit Uranylacetat gefirbt und mit Blei-Citrat
kontrastiert. Ausfiihrlichere Darstellung bei Denninger (2007)[2.4.11, S.64].

2.2.3.9 Raster-EM-Einbettung

Verlauf der Einbettung bis zur Entwésserung wie unter 2.2.3.8 beschrieben. Die Entwés-
serung erfolgte zunéichst bis zum 70 %igen Ethanol. Die folgende Preparation und die
Rasteraufnahmen wurden von Herrn Karl-Heinz Hellmer im Arbeitskreis von Prof. Dr.
Oliver Betz (Abteilung fiir Evolutionsbiologie der Invertebraten, Auf der Morgenstelle
28E, Universitét Tiibingen) durchgefiihrt. Nach dem Aufbringen der Probe auf einen mit
Polylysin beschichteten Tréger, folgte eine jeweils 8 h-Inkubation in 96 %igem und 100
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%igem Ethanol. Es folgte eine Kritische-Punkt-Trocknung, bevor die Probe dann mit ei-
ner Palladium-Gold-Mischung (Schichtdicke 20 nm) metallisiert wurde. Fiir die eigentliche

Rasterelektronenmikroskopie kam ein Cambridge Stereo Scan 250 Mk2 zur Anwendung.

2.2.3.10 Immun-EM-Einbettung

Es wurde eine 75 cm? ML-Insektenzellkultur mit P3-ThCatB-Virusstock bzw. P3-TbIMPDH-
Virusstock bei einer MOI von 0,1 pfu/cell infiziert und bei 27°C inkubiert. Nach 72 bzw. 93
h wurden die Zellen durch Schiitteln/Benutzung des Zellschabers abgelost, in PBS gewa-
schen und in 1 ml IEM-Fixier-Puffer fiir 1 h auf Eis inkubiert. Fiir die weitere Bearbeitung
wurde die Probe an das Labor von Dr. York Stierhof (Zentrum fiir Molekularbiologie der

Pflanzen ZMBP, Universitéit Tiibingen) gegeben.

2.2.4 Allgemeine proteinchemische Methoden

2.2.4.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Angelehnt an Bradford (1976) wurde mit diesem Assay die Proteinkonzentration néhe-
rungsweise bestimmt. Zunéchst wurden mit Hilfe einer 0,2 mg/ml BSA Stammlosung

mehrere Verdiinnungen fiir eine Standard-Kurve erstellt.

Proteinmenge (pg) Stammlésung (pl) dH,0(pl)

2 10 790
4 20 780
6 30 770
8 40 760
10 20 750

Tab. 2.7: Zusammensetzung der Standards

Die Standardproben wurden doppelt angesetzt, mit 200 nl Bradford-Reagenz versetzt und
gut gemischt 5 min stehen gelassen. Eine Leerprobe mit 800 pul dH20 und 200 pl Bradford-
Reagenz wurde ebenfalls vorbereitet. Im Anschlufl wurden die Proben im GeneQuant
Photometer bei Wellenléinge 595 nm gemessen und mit dem Programm ,Bradford“ iiber
Regression eine Standardkurve erstellt.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration einer bestimmten Probe wurde von dieser nun

ebenfalls ein definiertes Volumen auf 800 ul dH»0 ergéinzt und mit 200 nl Bradford-Reagenz
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versetzt. Nach 5 min wurde dann die Absorption bei 595 nm gemessen und anhand der

entsprechenden Standard-Kurve die Konzentration bestimmt.

2.2.4.2 Proteinfillung mit Trichloressigsiure

Zur Aufkonzentration wurde die Proteinlésung mit 1/5 des Ausgangsvolumens 80%iger
Trichloressigsdure (TCA) versetzt. Die Proben wurden fiir 30 min auf Eis inkubiert, an-
schlieflend abzentrifugiert (15000 g, 15 min, 4°C) und zweimal mit -20°C kaltem Aceton
gewaschen. Danach wurde das Pellet an der Luft getrocknet und in dem gewiinschten

Puffer, z.B. PBS, aufgenommen.

2.2.4.3 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE erfolgte in einer Hoefer mighty small Gelapparatur nach der Methode von
Laemmli (1970). Je nach Grole des Proteins wurde ein bestimmter prozentualer Anteil
an Acrylamid verwendet. Die Zusammensetzung der Gele ist am Beispiel eines 5%igen
Sammelgels und eines 10%igen Trenngels unter 2.1.10.4 aufgefiihrt. Die Geldicke betrug
0,75 mm. Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen in reduzierendem Probenpuffer
fir 5 min bei 100°C erhitzt. Zur Bestimmung der Molekulargewichte wurden k#ufliche
Standardprotein-Losungen als Marker mit aufgetrennt. Die Gele wurden unter Wasser-
kithlung bei einer maximalen Spannung von 160 V und einer konstanten Stromstérke von
10 mA per Gel fiir etwa 2 h laufen gelassen und dann fiir eine Coomassie-/Silberfirbung

bzw. direkt fiir einen Western Blot verwendet.

2.2.4.4 Coomassie-Fiarbung

Nach der erfolgten Auftrennung der Proteine wurde von dem Gel das Sammelgel entfernt
und das verbliebene Trenngel mit der Coomassie Féarbelosung fiir 45 min bis 1 h auf einem
Schiittler bei Raumtemperatur gefirbt. Alternativ konnte die Farbung auch iiber Nacht
bei 4°C stattfinden. Zur Entfarbung wurde das Gel fiir 1 h in Entfarbelosung inkubiert.

2.2.4.5 Silberfiarbung

Die Silberfirbung von SDS-Gelen wurde nach folgendem Ablauf durchgefiihrt:
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Vorgang Losung Dauer
1 | Fixieren Fixierungslosung mindestens 10 min
2 | Waschen 50% Ethanol 3 x 10 min
3 | Impragnierung | Impréagnierlosung 1 min
4 | Waschen H20 bidest. 3 x 20 sec.
5 | Farbung Silbernitratloésung 20 min
6 | Waschen H20 bidest. 2 min
7 | Entwickeln Entwicklungslésung | variabel
8 | Waschen H20 bidest. 2 x 2 min
9 | Stoppen Stopplosung 10 min
10 | Waschen 50 % Ethanol 20 min

2.2.4.6 Trocknung des Gels

Zwei Einmachfolien wurden fiir 5 min in Geltrocknungslosung gelegt. Das Gel wurde zwi-
schen die Folien positioniert und in einem Rahmen gespannt. Das Trocknen erfolgte iiber
Nacht im Abzug.

2.2.4.7 Western Blot

Die Proteinproben wurden iiber ein SDS-Gel aufgetrennt und direkt im Anschluss mit
einem Semi-Dry Apparat geblottet. Das Gel wurde kurz in Transfer-Puffer (2.1.10.5) ge-
taucht und auf eine Nitrozellulose-Membran (Hybond-ECL, Amersham) gegeben, welche
auf drei Lagen Whatman Blotting Papier lag, die sich auf der Anode-Platte befanden. Dar-
iiber wurden ebenfalls noch drei Lagen Whatman Blotting Papier gegeben und schlief3lich
die Kathoden-Platte aufgelegt. Die Membran und das Whatmanpapier wurden vorher aus-
giebig in Transferpuffer getrinkt. Beim Aufbau des Stapels wurde darauf geachtet, dass
keine Luftblasen zwischen den Schichten verblieben.

Es wurde nun eine Spannung von maximal 20 V und ein konstanter Strom von 400 mA
fiir 1 h angelegt. Danach wurde die Membran iiber Nacht bei 4°C in 2xPBS mit 10%
Milchpulver blockiert, wiahrend ggf. das Gel zur Kontrolle des Blotvorgangs silbergeférbt
wurde. Am néchsten Tag wurde die Membran 5 x 5 min in Waschpuffer unter leichtem
Schiitteln gewaschen, um danach fiir eine Stunde mit dem Primé&rantikorper, welcher in
TBS-Puffer verdiinnt war, inkubiert zu werden. Wieder wurde die Membran wie zuvor 5 x
5 min gewaschen und im Anschluss fiir eine Stunde mit dem verdiinnten Sekundérantikor-

per leicht schiittelnd inkubiert. Nach erneuten 5 x 5 min Waschschritten wurde der Blot
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schlieBlich in Entwicklungslosung inkubiert bis sich erste gefirbte Banden zeigten. Sofort
wurde dann mit 2xPBS gestoppt, der Blot wurde eingescannt und auf Whatman Blotting
Papier luftgetrocknet.

2.2.5 TbATGS in E.coli

2.2.5.1 Expression

Eine tiber Nacht gewachsene 3 ml Vorkultur von BL21-TbATGS8-Zellen wurde verwendet,
um eine 450 ml Hauptkultur anzuimpfen. Erreichte diese eine optischen Dichte bei 600
nm (ODggp) von 0,8, so wurde sie mit 0,4 mM Isopropylthiogalactosid (IPTG) versetzt
und anschlieflend fiir 8 h bei 37°C bei 180 rpm auf dem Schiittler inkubiert. Anschlieffend
wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 4000 g fiir 10 min geerntet und das Pellet mit
20 ml BugBuster®—Lysepuffer gel6st und Benzonase und Protease-Inhibitoren hinzugefiigt.
Das Lysat wurde bei Raumtemperatur fiir 30 min im Schiittler bei 180 rpm inkubiert und
dann fiir 20 min bei 16.000 g abzentrifugiert. Der Uberstand mit den 15slichen Proteinen

wurde abgenommen und im Anschluss fiir eine Sdulenreinigung verwendet.

2.2.5.2 Affinitatschromatographie

Der Uberstand wurde 1:1 mit NPI-10-Bindepuffer verdiinnt und innerhalb des Akta FPLC-
Systems auf eine 5 ml Ni-NTA Fertigsdule gegeben, welche zuvor mit 20 ml NPI-10-
Bindepuffer dquilibriert worden war. Die Sdule wurde dann mit NPI-20-Waschpuffer ge-
waschen bis die Extinktion bei 280 nm einen stabilen Wert nahe der Null-Linie erreicht
hatte. Das Protein wurde anschlieffend mittels eines 10 ml Gradienten auf den NPI-500-
Elutionspuffer von der Saule eluiert; hierbei wurden 1 ml Fraktionen gesammelt. Durch
Analyse des Chromatogramms und iiber SDS-PAGE konnten die Fraktionen, welche reines
TbATGS8 enthielten identifiziert und vereint werden.

2.2.5.3 Abspaltung des His-tags

Die Proteinprobe wurde mit Hilfe einer Slide-A-Lyzer Dialyse-Kassette (10 kDa nominal
molecular weight limit (NMWL)) iiber Nacht gegen AcTEV-Protease-Puffer ausgetauscht.
Anschliefend wurde durch Inkubation mit 200 U AcTEV-Protease fiir 4 h bei RT und dann
tiber Nacht bei 4°C der His-tag abgespalten. Um nun das ungetaggte TbATGS8 zu erhalten,
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wurde der Ansatz nun 1:1 mit NPI-20-Waschpuffer versetzt und auf eine 1 ml Ni-NTA-
Séule, welche mit Wasch-Puffer equilibriert worden war, gegeben. Dabei blieben His-tag,
Reste von His-TbATG8 und die ebenfalls His-getaggte Protease an der Sdule hingen,
wihrend das ungetaggte Protein in der Durchflussfraktion zu finden war. Wieder wurden
die Peak-Fraktionen gesammelt und iiber 10 kDa NMWL Zentrikons so aufkonzentriert,
dass der Proteinansatz fiir folgende Anwendungen wie z.B. Kristallisation eine geeignete

Konzentration aufwies.

2.2.5.4 Kristallisierung

Initiale Kristallisierungsbedingungen wurden mittels des kommerziellen Screening Kits
(Classic Suite, Qiagen) gefunden und dann manuell weiter optimiert. Fiir die Anwendung
der ,hanging-drop“-Methode wurden 3 pl der Proteinlosung (8 mg/ml protein in 100 mM
Tris/HCL Puffer, pH 6.5) mit 3 pl der Prizipitationslosung (22% v/v PEG 4000, 200 mM
Ammoniumsulfat, 100 mM MES, pH 6.5) gemischt und gegen 500 pl der Prizipitationslo-
sung equilibriert. Die Kristallisationsansétze wurden bei 16°C gelagert bis sich nach zwei
Wochen Kristalle bildeten (s.a. Methodenteil Koopmann et al. (2009)).

2.2.6 TbCatB in Sf9

2.2.6.1 Isolierung und Resolubilisierung der in vivo-Kristalle

Suspensionskultur

Die infizierten Sf9-Zellen wurden durch Zentrifugation bei 1000 g fiir 5 min geerntet, das
Pellet in RIPA-Lyse-Puffer resuspendiert, stark gevortext und bei 4°C fiir 15 min bzw.
iiber Nacht inkubiert. Es folgten mindestens zwei Waschschritte mit destilliertem Wasser
bzw. PBS mit zwischenzeitlichem starken Vortexen. Dann wurde das Pellet in Kristall-
Resolubilisierungs-Puffer resuspendiert und fiir 15 min auf Eis inkubiert. Anschliefflend
wurde der Ansatz bei 16.000 g fiir 10 min abzentrifugiert, der Uberstand mit dem reso-
lubilisierten Protein abgenommen und per Zentrikon mit einem 10 kDa-cutoff aufkonzen-
triert. Gleichzeitig wurde der Ansatz auf den jeweiligen Puffer der weiteren Verwendung,
z.B. TbCatB-Aktivitdtspuffer, umgepuffert.

Monolayerkultur

Hier wurde zunéchst das Medium abgenommen und freie Zellen/Kristalle abzentrifugiert.
Die verbleibenden anhaftenden Zellen wurden durch direkte Zugabe von RIPA-Lyse-Puffer
und anschlieffender Inkubation bei RT (alternativ wurde die gesamte mit RIPA-Puffer
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iiberdeckte Kultur bei 4°C gelagert) auf einem Schiittler abgelost und lysiert. Anschlieffend
wurde diese Losung mit dem vorherigen Zellpellet vereinigt und weiter wie fiir Suspensi-

onskulturen verfahren.

Bei der Lyse bildete die DNA aus den Zellen teilweise mit den Kristallen Aggregate, hier
wurde dann dem RIPA-Puffer 25 units/ml Benzonase zugegeben und fiir 1 h bei 37°C

inkubiert.

2.2.6.2 Deglykosylierung

Abweichend von den Angaben des Herstellers New England Biolabs wurde die Peptid
N-Glycosidase F (PNGase F) unter nativen Bedingungen eingesetzt und dafiir die Inku-
bationszeit verldngert. Hierbei zeigte sich, dass eine Menge von 50 U (units) /pg Protein
im mitgelieferten G7-Aktivitatspuffer bei 25°C iiber Nacht inkubiert ausreichend war, um

z.B. ThCatB vollstindig zu deglykosylieren.

2.2.6.3 Tunicamycin-Behandlung

Es wurden zwei 75 cm? ML-Insektenzellkulturen mit P3-TbCatB-Virusstock bzw. P3-
TbIMPDH-Virusstock bei einer MOI von 0,1 pfu/cell infiziert und bei 27°C inkubiert. 28
h nach der Infektion wurde jeweils einer ML-Kultur der beiden jeweiligen Infektionen 0,5
ng/ml Tunicamycin zugegeben und diese Kulturen dann bei RT weiter inkubiert. Nach
72 h wurden die induzierten und unbehandelten Zellen mit dem Lichmikroskop verglichen
und anschlieend durch Schiitteln/Benutzung des Zellschabers abgelost und in PBS gewa-
schen. Dann wurden die Zellen fiir eine TEM-Einbettung nach 2.2.3.8 verwendet und hier

ebenfalls verglichen.

2.2.6.4 Rekristallisierung

Die Kristalle wurden wie oben beschrieben aus Zellen isoliert, resolubilisiert und iiber ein
Zentrikon mit einem 10 kDa-cutoff auf Rekristallisierungspuffer gebracht. Anschliefiend
wurde zur Deglycolisierung unter nativen Bedingungen N-Glycosidase F in der Menge
1 U/pg Protein zugesetzt und der Ansatz bei 25°C iiber Nacht inkubiert. Im Anschluss
wurde der Ansatz mittels Zentrikon auf 2 mg/ml aufkonzentriert. Die anschlieBende Kris-
tallisierung und Messung der Beugungsdaten wurden von Karolina Cupelli (Stehle Gruppe,
Interfakultéires Institut fiir Biochemie, Universitidt Tiibingen) durchgefiihrt. Die Kristal-

le wurden mittels der ,sitting-drop“-Methode erzeugt, wobei TbCatB-Proteinlésung (2
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mg/ml Protein in 10mM HEPES, 20mM NaCl, pH 7) im Verhéltnis 1:1 mit Préizipitations-
16sung (22-30% w/v PEG 3000 und 200-400 mM Diammoniumphosphat ((NH4)2HPO4))

gemischt wurde.

2.2.6.5 Affinitatschromatographie mit ThCatB-His

Eine 50 ml Sf9-Suspensionskultur mit 106 Zellen /ml wurde mit P2-ThCatB-Cpo-Virusstock
infiziert (MOI = 0,1 pfu/cell) und dann fiir 110 h inkubiert. Die Zellen wurden anschlie-
Bend durch Zentrifugation geerntet und der Uberstand nochmals bei 4°C und 16.000 g
fiir 20 min abzentrifugiert, um nur die 16slichen Proteine auf die Séule zu geben. Die-
se 40 ml wurden dann analog zu 2.2.5.2 iiber eine 1 ml Ni-NTA S&ule mit den fiir die
Ni-NTA-Affinitéitschromatographie beschriebenen Puffern (2.1.10.3) mittels der AktaPri-
me gereinigt. Zur Eluation wurde ein 10 ml Gradient auf den NPI-500-Eluationspuffer

verwendet.

2.2.6.6 Cathepsin B Aktivitidtsassay

Die Aktivitdt von ThCatB wurde mittels des ,,Cathepsin B Activity Assay Kit“ von Bio-
Vision iiber die freigesetzte Fluoreszenz nach 1-stiindiger Inkubation des Enzyms mit dem
Substrat Ac-RR-AFC (Arg-Arg-amino-4-trifluoromethyl coumarin) bei 37°C gemessen.
Hierzu wurden pro Ansatz 25 pl des mitgelieferten CB-Reaktionspuffers, dem 200 pM
des Substrats Ac-RR-AFC beigesetzt waren, mit der jeweiligen Menge des Proteins (bzw.
Inhibitor) in ThCatB-Aktivitétspuffer gemischt und fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Danach
wurde der Ansatz mit 4 ml Ampuwa verdiinnt, in eine Quarzkiivette gefiillt und die Fluo-
reszenzemission bei 495 nm in einem PerkinElmer LS 55 Fluoreszenz Spektrometer bei

einer Anregungswellenldnge von 400 nm gemessen.



3 Ergebnisse

3.1 Strukturaufklirung von TbATGS

3.1.1 Klonierung

Aus den drei ATG8-Genen wurde fiir die Klonierung das Gen TbhATG8B (GeneDB ID:
Th927.7.5910) ausgewéhlt, da es aufgrund der Sequenzhomologie und der C-terminalen
Erweiterung, am ehesten fiir ein funktionales ATG8-Protein in T.brucei codiert (s. 1.2.1).
Der Einfachheit halber wird TbATG8B im folgenden mit TbATGS8 bezeichnet.

Aus trypanosomaler cDNA wurde mit den Primern fiir TbATGS8 (s. 2.1.7) eine PCR
nach dem Protokoll zur ,,AccuPrime Taq DNA Polymerase High Fidelity* von Invitrogen
(2.2.1.2) mit einer Annealing-Temperatur von 60°C durchgefiihrt. Die Primer wurden so
konstruiert, dass sich am 5’-Ende des PCR-Produkts eine Nco I- und am 3’-Ende eine Pst I-
Restriktionsschnittstelle befand, um das PCR-Produkt spéter in das Expressions-Plasmid

pProEx-HTa ligieren zu konnen. Dieser Vektor besitzt am 5-Ende der multiple cloning

Abb. 3.1: MCS von pProEx-HTa

site (MCS) (s. Abb. 3.1) die Sequenz fiir einen dem exprimierten Protein N-terminal
vorgeschalteten His-tag und eine Erkennungssequenz fiir die tobacco etch virus-Protease
(TEV-Protease), welche es spéter ermoglicht den His-tag vom Protein abzuspalten. Um fiir

weitere Untersuchungen die prozessierte Form des TbATGS8 zur Verfiigung zu haben, wurde

61
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das entsprechende Codon fiir das C-terminale Cystein beim Primerdesign weggelassen. Der
PCR~Ansatz wurde direkt fiir eine TOPO-TA-Subklonierung in XL1-Blue-E.coli-Zellen

nach Angaben des Herstellers verwendet.

Nach Uberpriifung der Plasmid-DNA einer weissen Kolonie iiber Restriktionsanalyse wur-
de das Fragment mit Nco I und Pst I ausgeschnitten und iiber ein Gel aufgereinigt (2.2.1.4).
Auf die gleiche Weise wurde die DNA des Expressionsplasmids pProEX-HTa behandelt.
Der linearisierte Vektor (4678 bp) wurde zur Uberpriifung der Reinheit zusammen mit
dem TbATGS8-DNA-Fragment (372 bp) auf ein Agarose-Gel aufgetragen (s.Abb.3.2a) und
anschlieffend fiir die Ligation (s. 2.2.1.10) verwendet.

Abb. 3.2: Agarosegele: a) pProEX-HTa linearisiert und ATG8B-DNA-Fragment, b)
Restriktionsanalyse

Vom Ligationsansatz wurden 2 pl verwendet um TOP10-E.coli-Zellen zu transformieren.
Uber Restriktionsanalyse konnte eine Kolonie identifiziert werden, welche das korrekte
Bandenmuster fiir den Einbau der ThbATG8-DNA in pProEx-HTa aufwies. Fiir den Verdau
mit dem Enzym Sph I waren dies Banden bei 3115 bp und 1935 bp, fiir Eam11051 Banden
bei 3539 bp und 1511 bp (s. Abb. 3.2b)) Schliefllich wurde Plasmid-DNA dieser Kolonie
aufgereinigt und verwendet, um BL21-DE3-FE.coli-Zellen zu transformieren (im Folgenden
BL21-TbATGS genannt).

3.1.2 Expression und Aufreinigung

Die Expression von TbATGS8 wurde in BL21-TbATG8-Zellen wie unter 2.2.5.1 beschrieben

durchgefiihrt. Die von Debris und unléslichen Proteinen gereinigte Fraktion des Zelllysats
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wurde im Anschluss, wie unter 2.2.5.2 dargestellt, fiir eine Affinitdtschromatographie mit-

tels einer Ni-NTA-Sdule verwendet. Die Peak-Fraktionen der Eluation wurden vereinigt

Abb. 3.3: A) Ni-NTA Eluation, B) SDS-PAGE Analyse Zelllysat und

Peakfraktionen der FEluation, C) Abspaltung des His-tags mit

AcTEV-Protease, i) gereinigtes His-TbATGS8 inkubiert mit
AcTEV-Protease, ii) reines TbATG durch zweiten Sdulendurchlauf

und ein Teil dieser Probe zusammen mit Uberstand- und Pelletfraktion des Zelllysates auf
einem 15 %-SDS-Gel aufgetrennt (s. Abb. 3.3.B). Das isolierte His-TbATGS ist bei ca. 16

kDa als singuldre Bande zu sehen.

Da sich der His-tag bei spéterer Verwendung des Proteins fiir die Kristallisation als hin-
derlich erwiesen hatte, wurde dieser mit der spezifischen AcTEV-Protease abgespalten
und der Proteinansatz erneut iiber eine Ni-NTA-Sdule gereinigt (s. hierzu 2.2.5.3). Nach
dieser Prozedur enthielt der Proteinansatz nur noch das aufgereinigte ThATGS8. Die Abb.
3.3.C zeigt His-TbATGS8 vor der Abspaltung des Tags (i) und in der ungetaggten Form
als Proteinbande bei ca. 14 kDa (ii). Die Ausbeute an reinem TbATGS8 nach allen Ar-
beitschritten lag bei etwa 5 mg/l Kulturvolumen. Das gereinigte Protein wurde nun fiir

Kristallisationsversuche eingesetzt.
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3.1.3 Kristallisierung und Datenanalyse

Die Kristallisierung und Messung der Kristalldaten wurden in Zusammenarbeit mit der
Gruppe von Prof. Christian Betzel an der Universitit Hamburg bzw. dem Deutschen
Elektronen-Synchrotron (DESY) durchgefiihrt. Die Kristallisationsbedingungen wurden

mit Hilfe eines kommerzielles Screening Kits gefunden und optimiert (s. 2.2.5.4). Die Kris-

Abb. 3.4: TbATGS-Kristalle unter dem Lichtmikroskop

talle (s. Abb. 3.4) wurden durch Dampfdiffusion nach der ,hanging-drop“-Methode erzeugt
und am Synchrotron Labor ELETTRA in Triest auf einem MAR CCD-Detektor bei einer

Wellenlédnge von 1 A gemessen.

3.1.4 Molekularer Ersatz

Die gemessenen Beugungsdaten wurden mit dem Programm imosfim (Leslie, 1992) in-
diziert, integriert und skaliert. Dabei stellte sich heraus, dass der TbATG8-Kristall zur
orthorhombischen Raumgruppe P272;2; gehort. Die Einheitszelle hatte eine Dimension
von a = 48.1 10&, b = 48.6 A, ¢ = 127.92 A und enthielt zwei Molekiile pro asymmetrischer
Einheit.

Fiir den molekularen Ersatz wurde das Programm-Paket MOLREP (CCP4, 1994) und
als Modell die Koordinaten des bovinen GATE-16 (,,golgi-associated ATPase enhancer
of 16 kDa“, PDB ID: 1EO6, Paz etal. (2000)) verwendet. Das Model der Struktur von
TbATGS8 wurde iiber mehrere Zyklen der Modifikation und des ,,Refinements“ mit der
Software REFMAC (Murshudov et al.; 1999) verfeinert. Daten oberhalb einer Auflésung

von 2,3 A wurden nicht verwendet, da der Kristall eine erhohte Fragilitdt gegeniiber dem
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Space group P2,2:24
a (A) 48.10
b (A) 48.60
¢ (A) 127.92
Var (A3/Da) 2.67
Solvent content (%) 54.0
Completeness of data (%) 97.4 (92.9)
No. of total reflections 52190
Average I/sigma Intensity 18.7 (4.8)
Resolution (A) 25-2.3
Rierge (%)* 5.8 (25.9)
No. of reflections used in refinement 12834
Rerystal (%)° 23.4 (27.5)
No. of reflections used in Ryyce 677
Riree (%0)° 30.1 (47.0)
Protein atoms 1864
Solvent atoms 165
Average B factor (A2):

Main-chain atoms 31.2
side-chain atoms 33.1
Solvent molecules 33.4
Root mean square deviation:

bonds (A) 0.009
Bond angles (*) 1.414
Residues in regions of the Ramachandran plot (%):

Most favoured 97.7
Allowed 14
Disallowed 0.9

Values in parentheses are for the highest resolution shell (2.3-2.36 A)

* Rinerge = Snk2i | I (hkl) - [I(hk])] Epp 2 I; (hkl), where I; (hkl) and [I(hkl)] are the
observed individual and mean intensities of a reflection with indices hkl respectively,

Y); is the sum over the individual measurements of a reflection with indices hkl and Xj,; is the
sum over all reflections.

b Rerystal = X||[Fobs -Feaie ||/Z|Fobs |, where Fops and Feq; are observed and calculated structure
factors, respectively.

¢ Ryree was calculated using randomly selected 5 % of the reflections.

Tab. 3.1: Datensammlung und Refinement-Statistik

Kryoprotektant zeigte bzw. Eisringe auftraten. Der Fortschritt der Verfeinerung wurde
wihrend des Prozesses anhand einer kontinuierlichen Abnahme des R und Ry,.. Werts
gemessen (Brunger, 1993). Losungsmittelmolekiile wurden nach jedem Refinement-Zyklus
manuell bzw. automatisch mit dem Programm wARP (Perrakis et al., 1999) an Stellen, wo
es der Elektronendichte nach wahrscheinlich war, in das Modell eingefiigt. Die stereoche-
mische Qualitit des finalen Modells wurde durch die Software PROCHECK (Laskowski

et al., 1993) bestimmt; eine detaillierte Zusammenstellung dariiber und der Parameter des



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 66

Refinementprozesses finden sich in der Tabelle 3.1. Die Koordinaten der Struktur wurden
bei der RCSB-Proteindatenbank (http://www.rcsb.org, Berman etal. (2000)) mit dem
ID-Code 3H9D hinterlegt.

3.1.5 Eigenschaften der Struktur von TbATGS8

Die Struktur von TbATGS8 (s.Abb.3.5.a) zeigt eine Ubiquitin-dhnliche Faltung, die aus
einem zentralen (-Faltblattbereich (81 bis $4) und zwei dazwischen gelagerten a-Helices
(a3 - a4) besteht und am N-terminus durch zwei zusétzliche a-Helices (a-1 und «-2)

ergianzt wird.

Abb. 3.5: a) Kristallstruktur von TbATGS in Ribbon-Darstellung der
Sekunddrstrukturen, b) Uberlagerung von TbATGS8-verwandten
Strukturen verschiedender Organismen (rot = TbATGS, blau = Gate-16
(Bos taurus, PDB-ID 1eo6), grimn = LC3 (Rattus norvegicus, PDB-1D
Tugm), braun = GABA(A) Receptor Associated Protein (Rattus
norvegicus, PDB-ID 1kjt).

TbATGS8 gehort damit zu der Untergruppe der strukturell stark konservierten Ubiquitin-
like modifiers (Ubl,Ponder und Bogyo (2007)) innerhalb der Ubiquitin-Familie, wie z.B. das
GATE-16 (Paz etal., 2000). In der Abbildung 3.5.b) ist eine Uberlagerung von ThATGS8
mit verwandten Strukturen zu sehen deren root-means square distance (r.m.s.d.) von 111
a-C-Atomen einen Wert von 1,26 A ergab (berechnet mit SUPERPOSE (Maiti et al.,
2004)).



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 67

3.1.6 Interaktion von TbATGS8 mit ATG4

ATGS8 aus Hefen geht mit einer Reihe von Proteinen Wechselwirkungen ein, wobei iiber
Mutationsstudien potentielle Interaktionsstellen und daran beteiligte Aminoséurereste iden-
tifiziert werden konnten (Nakatogawa et al., 2007). Insbesondere Amar et al. (2006) konn-
ten zwei fiir die Interaktion wichtige Bereiche und beteiligte Reste in der Proteinstruktur

des ATGS8 aus Hefen bestimmmen.

Der erste Bereich umfasst die Reste ThATG8-Phe80 und -Tyr82, die beide Teil des Erken-
nungsbereich fiir ATG4 sind und fiir die Prozessierung durch ATG4 essenziell sind (Amar
et al., 2006). Diese Erkenntnisse wurden durch die Strukturuntersuchungen des Komplexes
von microtubule-associated light chain 3-Protein (LC3) aus Rattus norvegicus und huma-
nem ATG4 bestitigt (Satoo et al., 2009), die diese Reste eindeutig als Teil der Binderegion

der beiden Proteine auswiesen.

Um eine potentiell mogliche Interaktion zwischen ThbATGS8 und ATG4 darzustellen, wurde
die Struktur von TbATG8 mit der Struktur des RnLC3 aus dem Komplex mit HsATG4
(Satoo et al., 2009) rdumlich mithilfe der Alignmentfunktion von PyMOL (DeLano, 2002)
iiberlagert. Dabei stellte sich heraus, dass TbATGS8-Phe80, welches innerhalb der ATGS8-
Familie gut konserviert ist, eine sehr dhnliche Orientierung gegeniiber ATG4 zeigt, wie
das entsprechende RnLLC3-Phe80. Hingegen findet sich statt des hydrophoben Leu82 beim
LC3 von R. norvegicus beim ATG8 von T.brucei das polarere Tyr82, wodurch an dieser
Stelle eine andere Wechselwirkung zum entsprechenden AT G4 bei Trypanosomen erklérbar

ware.

Der zweite von Amar et al. (2006) gefundene Interaktionsbereich von ATG8 wird durch die
beiden Reste TbATGS8-Phe52 und -Leu53 gebildet. Dieser Teil der Proteinoberfliche ist
wichtig fiir die Aktivierung der lipidierten Form von ATG8 durch ATG7 und ATG3. Ferner
konnten Nakatogawa et al. (2007) zeigen, dass Mutationen in den Resten ThATG8-Asp105,
-Phel07, -Tyr109 die Zusammenlagerung von Membranen wihrend der Autophagie storen.
Diese Reste werden durch eine Anderung der Struktur der N-terminalen Region wihrend
der Konjugation des Phosphatidylethanolamin zugéinglich (Ichimura et al., 2004). Diese
geschlossene bzw. gedffnete Form der N-terminalen Doméne bei Mitgliedern der ATGS8-
Familie ist auf struktureller Ebene bei GABARAP bekannt (Coyle et al., 2002). Da all
diese Reste bei ThATGS8 in identischer Weise vorkommen, ist die Annahme berechtigt,

dass der Mechanismus der Aktivierung und Lipidierung auch bei T.brucei konserviert ist.

Fiir ein erstes, simples Modell des Komplexes aus TbATG8 und TbATG4.1 wurde mit Hilfe
des SWISS-MODEL-Servers (Arnold et al., 2006) ein Homology-Modell erstellt und damit
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Abb. 3.6: 3D-Struktur des ATG4B-LC8 Komplex (oben) verglichen mit dem
Docking des Homologie Modells von TbATG/.1 gegen TbATGS (unten)

ein Proteindocking mittels des HADDOCK-Dockingservers (Dominguez et al., 2003) gegen
die Struktur von TbATGS8 durchgefiihrt. In der Abb. 3.6 ist das nach HADDOCK wahr-
scheinlichste Docking zusammen mit dem Komplex aus RnLC3 und HsATG4.1 dargestellt
(da TbATGS nicht im Komplex mit ATG4 kristallisiert wurde, kommt der C-terminus
nicht in der gestreckten Form in der katalytischen Doméne zu liegen, im realen Komplex
wére dies u.a. durch Protein-Protein Wechselwirkungen moglich). Im Vergleich wird deut-
lich, dass die Komplexbildung bei den trypanosomalen Proteinen auf sehr &hnliche Weise

wie in den hoheren Fukaryonten zustandekommen kann.



3.2 Expression von TbCatB unter Bildung
intrazellulidrer Proteinkristalle und

Bestimmung der Struktur

Die heterologe Expression von TbhCatB in E.coli fithrte trotz Verwendung verschiedener
Vektoren und Proteintags stets zu Proteinaggregaten (inclusion bodies). Aus diesen Ein-
schlusskoérpern konnte durch Denaturierung und anschliefende Riickfaltung nicht ausrei-
chend 16sliches Protein fiir weitere Untersuchungen gewonnen werden. Daher wurden im
Verlaufe dieser Arbeit zusétzlich Insektenzellen zur Proteinexpression verwendet, die eine
fiir eukaryontische Proteine in vielen Fillen geeignetere Proteinbiosynthese, einschlieflich

postranslationaler Modifikationen aufweisen.

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Versuche beschrieben, TbCatB mit Hilfe des Bac-
to—Bac®—Expressionssystem in Insektenzellen aus Spodoptera frugiperda heterolog zu ex-

primieren.

3.2.1 Expression von ThCatB als Preproform unter Bildung

von ,,in vivo“-Kristallen

Bei der Expression der Preproform von ThCatB in Insektenzellen kam es zur Bildung
von intrazelluldren kristallartigen, stdbchenférmigen Strukturen, die drei Tage nach der
Infektion unter dem Lichtmikroskop zu sehen waren. Nachfolgend sind die Arbeitsschritte

und Ergebnisse dieses Untersuchungsgangs dargestellt.

3.2.1.1 PCR

Aus trypanosomaler cDNA wurde mit den Primern (2.1.7) fiir den 1023 bp groflen open
reading frame (ORF) der Preproform von ThCatB und pFastBac-1 eine PCR nach dem
Protokoll zur ,,AccuPrime Taq DNA Polymerase High Fidelity* (s. 2.2.1.2) mit einer
Annealing-Temperatur von 60°C durchgefiihrt. Der PCR-Ansatz wurde direkt fiir eine
TOPO-TA-Subklonierung nach Angaben des Herstellers verwendet. Das Gen-Fragment
wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und Xhol aus dem TOPO-Vektor ausge-
schnitten und iiber Gelextraktion (s. 2.2.1.4) gereinigt (F5 in Abb.3.7.A). Gleichzeitig
wurde pFastBacl-Plasmid DNA per Miniprep aus XL1-Blue FE.coli Zellen gewonnen, mit
BamHI und Xhol iiber Nacht verdaut und per Gelextraktion aufgereinigt (P2 in Abb.
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3.7.A). Die beiden aufgereinigten und linearisierten DNA-Fragmente P2 und F5 wurden

fiir die folgende Ligation verwendet.

Abb. 3.7: A) Gelextrahierter Vektor (P2) und gelextrahierte Fragment-DNA(F5),
B) PCR-Test - erwartetes Fragment: 3300 bp

3.2.1.2 Ligation und Transformation

Fiir P5 und F2 wurde eine Konzentration von je 70 ng/ul hergestellt und anschlieBend im
1:3 Verhéltnis von Plasmid zu Fragment fiir eine Ligation nach dem Protokoll aus 2.2.1.10
verwendet. Vom Ligationansatz wurden dann 5 pl fiir eine Transformation in XL1-Blue-
E.coli Zellen eingesetzt (s. 2.2.1.11).

Die auf den ausgestrichenen Platten gewachsenen Kolonien wurden mittels des Kolonie-
PCR-Test (s. 2.2.1.12) auf Einbau des Plasmids tiberpriift. Von einem positiven Klon wurde
im Anschluss die Plasmid-DNA per Miniprep gewonnen und iiber Restriktionsverdau mit
HindIII auf korrekte Orientierung des Inserts getestet. Dieser Test zeigte die erwarteten
Banden bei 4981 bp und bei 737 bp.

Weiterhin konnte iiber eine Sequenzierung der klonierten Sequenz im Vektor (s. 2.2.1.14)
mit den Primern pBakPAC-FP und pfbacl-fw-cterm-tbcatb die korrekte Klonierung veri-
fiziert werden. Das Plasmid konnte nun fiir eine Transformation in DH10Bac-Zellen ver-

wendet werden.

3.2.1.3 Herstellung der rekombinanten Bacmid-DNA

Es wurde nun Plasmid-DNA des rekombinanten pFastBacl-TbhCatB fiir eine Transforma-
tion in chemisch kompetente DH10Bac-Zellen nach 2.2.3.5 eingesetzt. Die Bacmid-DNA ei-
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ner transformierten Kolonie wurde nach dem modifizierten Miniprep-Protokoll (s. 2.2.1.8)
gewonnen. Mit Hilfe einer HotStar-PCR, (s. 2.2.1.2) wurde nun iiberpriift, ob ThCatB
erfolgreich {iber homologe Rekombination in das Bacmid eingefiigt worden war. Hierbei
wurden die M13 Forward/Reverse Primer verwendet. Auf dem zugehorigen Agarosegel
war die fiir den korrekten Einbau erwartete Bande bei 3300 bp zu sehen (Abb. 3.7.B).

3.2.1.4 Transfektion in Sf9 Zellen

Die gewonnene pFastBacl-TbCatB-Bacmid-DNA wurde fiir eine Transfektion nach 2.2.3.6
verwendet. Nach 3 Tagen zeigten die transfizierten Zellen Anzeichen einer Infektion (Zell-
schwellung, Hemmung der Zellteilung). Aus den entsprechenden wells wurde je 1,2 ml
Medium entnommen und verwendet, um eine 30 ml Suspensionskultur mit einer Zell-
konzentration von 2 x 10%/ml anzuimpfen. Diese wurde nach 76 h abzentrifugiert und der
Uberstand (P2-Virus-Stock) fiir die Herstellung eines Virus mit geniigend hohem Titer zur
Infektion groflerer Kulturvolumina verwendet. Dazu wurden 100 pl des P2-Virus-Stocks
benutzt um eine 50 ml Sf9 Suspensionkultur der Dichte 1 x 108 Zellen/ml anzuimpfen.
Nach 150 h Infektionszeit wurde die Kultur abzentrifugiert und der Uberstand als P3-
Stock bei 4°C lichtgeschiitzt gelagert. Der Titer dieses P3-TbCatB-Virusstock wurde nach
2.2.3.7 mit 1 x 10% pfu/ml bestimmt.

3.2.1.5 Auftreten von kristallartigen Strukturen wihrend der

Expression

Der P3-ThCatB-Virusstock wurde fiir eine Infektion einer etwa 70 %-konfluenten Mono-
layerkultur von Sf9-Insektenzellen verwendet (multiplicity of infection (MOI) = 0,1 pfu/-
cell). Die MOI wurde hier niedrig gewéhlt, da fiir das humane Cathepsin B gezeigt werden
konnte, dass hiermit eine verbesserte Expression erreicht werden kann (Steed et al., 1998;
Liebman et al., 1999).

Nach 72 h Infektionszeit konnten unter dem Lichtmikroskop luzide, gut sichtbare stdbchen-
formige Strukturen ausgemacht werden (s. Abb. 3.8). Da sich spéter heraustellen sollte,
dass diese kristalliner Natur waren, werden sie folgend als Kristalle bezeichnet. In der
Zellkultur sah es so aus, als wiirden die Kristalle aus den Zellen regelrecht ,herauswach-
sen“. Im weiteren Verlauf der Infektion erhdhte sich der Anteil an lysierten Zellen und die

Kristalle lagen nun auch frei im Medium vor.
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Abb. 3.8: 5f9 90h pi unter dem LM

3.2.1.6 Rasterelektronen-Mikroskopie

Die Sf9-Zellen wurden mit einer MOI von 0,1 pfu/cell mit P3-TbCatB-Virusstock infiziert
und nach 80 h geerntet. AnschlieBend wurden die Zellen dann fiir eine Einbettung fiir die
Rasterelektronenmikroskopie (REM) verwendet (s. 2.2.3.9). Im Vergleich von gesunden
Sf9-Kontrollzellen (s. Abb. 3.9.A) mit infizierten Sf9-Zellen (s. Abb. 3.9.B) sind bei den
letzteren starke Verdnderungen der Zelloberflache sowie stdbchenformige Kristalle zu er-

kennen, die die Plasmamembran ausweiten und gelegentlich durchbrechen. Abb. 3.10 zeigt

Abb. 3.9: Raster-EM-Bild: A) Sf9-Kontrollzelle B) Sf9 (80h nach der Infektion mit
P2-TbCatB-Stock-Virus)
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mehrere infizierte Zellen und Kristalle. In der Mitte ist eine Sf9 Zelle mit mehreren Kristal-
len zu sehen, die zum Teil schon frei oder nur mit Zellresten bedeckt im Medium vorliegen.

Auflerdem ist auf der rechten Seite eine andere, mehr rhomboide Kristall-Morphologie zu

Abb. 3.10: Gruppe infizierter Sf9 Zellen, vergrofierter Bereich: Bruchkante im
Kristallwachstum

erkennen. Einer der Kristalle zeigt auf seiner Oberfléiche eine Kante (s. Vergroferung in
Abb. 3.10), die daher riihren konnte, dass der Kristallisierungsprozess unterbrochen und

dann wieder aufgenommen wurde.

Ein einzelner Kristall hatte ungefdhr eine Lénge von 10-20 pm und einen Durchmes-
ser von 0,5-2 pm (s. Abb. 3.11). Nach dieser Abbildung ldsst sich vermuten, dass die
Kristalle einen quaderférmigen Aufbau haben. Dies wird durch die Aufnahmen mit dem

Transmissionselektronen-Mikroskop im néchsten Abschnitt bestétigt.

Abb. 3.11: REM-Aufnahme einzelner Kristall
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3.2.1.7 Transmissionselektronen-Mikroskopie

Fiir eine genauere Untersuchung der Kristalle innerhalb der Insektenzellen wurden ana-
log zu 3.2.1.6 infizierte Sf9-Zellen fiir die Transmissionselektronen-Mikroskopie (TEM)
eingebettet (s. Protokoll unter 2.2.3.8) und die erhaltenen Mikrotomschnitte unter dem
Elektronenmikroskop betrachtet. Die Abbildung einer Sf9-Kontrollzelle (Abb. 3.12) zeigt

Abb. 3.12: TEM Bild Kontrollzelle Sf9, N=Nukleus, NM=Kernmembran,
M=DMitochondrium, MVB Multivesikuldre Kdrper

einen Nukleus mit intakter Kernmembran, sowie Organellen wie z.B. Mitochondrien.

Betrachtet man die infizierte Zelle aus Abb. 3.13 so sieht man im Bereich des Zellkerns vie-
le Viruspartikel in Form von einzelnen und zusammengelagerten Nucleocapsiden. Neben
einer erhdhten Anzahl von Lysosomen bzw. multivesikulérer Kérper (MVB) fallen aufler-

halb des Zellkerns deutlich abgegrenzte, eckige Strukturen auf. Diese entsprechen den in
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verschiedenen Winkeln angeschnittenen Kristallen unterschiedlicher Groflen (Pfeile).

Bei noch intakten Zellen lésst sich beobachten, dass die Kristalle oft von einer Membran
umgeben sind (s. Abb. 3.14.A). In Abb. 3.14.B sieht man ferner, dass die Kristalle in einer
Art Membranvesikel vorliegen kénnen. Ein weiteres Vesikel desselben Typs ohne Kristall

ist ebenfalls zu erkennen.

Abb. 3.14: Kristall mit umgebender Membran zwischen Kern- und
Zellmembran, Kristall in einem Vesikel

Eine Moglichkeit fiir den Ursprung dieser Membranen /Vesikel konnte die Kernmembran
bzw. daran angrenzend das rauhe endoplasmatische Retikulum sein. Anzeichen fiir diese

Variante lassen sich in der Abb. 3.15 (schwarze Pfeile) erkennen.

Da ThCatB normalerweise in Lysosomen lokalisiert ist, kénnte die Membran auch lyso-
somalen Ursprungs sein. Denkbar ist eine steigende Proteinkonzentration in diesen Orga-

nellen im Verlauf der Expression, die schliefflich zur Ausbildung eines Kristallkeims fiihrt.
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Abb. 3.15: Potentielle Abschniirvorginge an der Kernmembran (Pfeile)

In der Abb. 3.16.A ist ein Kristall im Léngsschnitt zu sehen, welcher fast den gesamten
Zelldurchmesser durchspannt. Der rechte Endbereich ist scharf abgegrenzt und es sind
Reste einer Membran zu erkennen. Das linke Ende, welches in der Abbildung vergrofiert
dargestellt ist (Abb. 3.16.B), zeigt einen weicheren Ubergang zu dem umliegenden Teil
der Zelle. Dies ist sicherlich hauptséichlich bedingt durch die Lage des Kristalls in der
Schnittebene. Dennoch sieht es an dieser Stelle so aus, als wiirde hier Proteinmaterial an
den bestehenden Kristall angelagert, der Kristall also von links nach rechts aus der Zelle

,herauswachsen®.

Bei einigen Kristallen lassen sich Gitterstrukturen erkennen, wie z.B. bei der Abb. 3.16.C,
welche zwei unterschiedlich angeschnittene Kristalle zeigt. Hieran sieht man, dass die Lagen

nur bei einem bestimmten Anschnittwinkel zu erkennen sind.
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Abb. 3.16: A)Langer Kristall und B) vergriferter linker Bereich, C)
Unterschiedliche Anschnittswinkel von Kristallen und sichtbarer
Gitterstruktur
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3.2.1.8 Isolierung und Solubilisierung der Kristalle

Fiir eine ndhere Untersuchung der Kristalle wurden diese nach der unter 2.2.6.1 dargestell-
ten Prozedur isoliert. Durch die Waschschritte lielen sich die 16slichen Proteine und ein
Grofiteil der Zellbestandteile abtrennen. Fiir eine Verbesserung der Aufreinigung wurde
zudem probiert mittels Ultraschall-Stab eine bessere Abtrennung zelluldren Materials zu
erzielen. Hierbei lief} sich ein Zerbrechen der Kristalle beobachten, so dass diese Prozedur

nicht weiter angewendet wurde. Durch Resuspendieren in Wasser, PBS oder anderen Puf-

Abb. 3.17: Ablauf der Resuspendierung

fern mit milden Detergenzien konnte das Protein aus den Kristallen nicht wieder in Losung
gebracht werden. Bei dem Versuch die Kristalle mit Coomassie-Féarbel6sung anzufiarben,
16sten sich diese plotzlich auf. Hierbei konnte die Essigsédure-Komponente und damit der
niedrige pH als Grund fiir die Resolubilisierung ausgemacht werden. Es stellte sich heraus,
dass ein Puffer mit geniigend niedrigem pH (<4) die Kristalle auflssen konnte. Das nun
16sliche Protein wurde dann iiber Zentrifugation vom Rest getrennt und der Uberstand
per Zentrikon mit einem 10 kDa~cutoff in ein fiir die weitere Anwendung giinstigen Puffer,
z.B. Aktivitdtspuffer getauscht (s. Abb 3.17).

3.2.1.9 Analyse iiber SDS-Page und Western Blot

Es sollte nun iiberpriift werden, welche Proteine in den Kristallen enthalten sind. Hierzu
wurde eine Monolayer-Kultur in einer 75 cm?-Kulturflasche mit P3-TbCatB-Virusstock
bei einer MOI von 0,1 pfu/cell infiziert und 4 Tage inkubiert. Die Kristalle wurden wie
unter 2.2.6.1 beschrieben resolubilisiert und in TbCatB-Aktivitéitspuffer aufgenommen.
Nach 2.2.4.1 wurde die Konzentration bestimmt und ca. 250 ng auf ein 15 %-SDS-Gel



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 80

gegeben (s. Abb. 3.18B). Das silbergefirbte Gel zeigt eine Doppelbande im Bereich von

Abb. 3.18: A)gereinigte Kristalle B) SDS-Gel resolubilisierte Proteine aus den
Kristallen

30-34 kDa. Aufgrund dieses Molekulargewichts war anzunehmen, dass es sich bei dem in
den Kristallen enthaltenen Protein tatsdchlich um ThCatB handelt.

Fiir eine ndhere Bestimmung wurden gereinigte Kristalle mit Ladepuffer gekocht und auf
ein 12 %-SDS-Gel gegeben und danach ein Western Blot unter Verwendung eines polyclo-
nalen Cathepsin-B-Antikorpers (Chemicon) durchgefiihrt (2.2.4.7). Als Kontrolle wurde
bovines Cathepsin B (Sigma, ca. 30 kDa, Deval et al. (1990)) mit aufgetragen. Wie man in
Abb. 3.19 erkennt, wird das resolubilisierte Protein von dem Antikorper erkannt, so dass

es sich wohl um ein Cathepsin-B dhnliches Protein handelt.

Abb. 3.19: Western Blot resolubilisierte Kristalle
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3.2.1.10 Massenspektrometrische Bestimmung

Als weiteren Nachweis von TbCatB in den Kristallen, wurden Gelstiicke aus beiden Banden
eines 15 %-SDS-Gel (Durchfiihrung siehe 3.2.1.9) ausgeschnitten, Trypsin verdaut und am
Proteom Zentrum Tiibingen iiber massenspektrometrische Verfahren analysiert (s. Abb.

3.20). Das entsprechende Protein in den beiden Banden konnte eindeutig ThCatB zuge-

Abb. 3.20: SDS-Page und Identifizierung der Proteine in der Doppelbande

ordnet werden. Anhand der Abbildung 3.21 sind die fiir die Identifizierung verwendeten
Peptide und deren Lage auf der Sequenz von ThCatB dargestellt. Dies gibt einen ersten

Abb. 3.21: Sequenz-Coverage der Peptide fiir beide Banden S1-E1-01 (obere),
S1-F1-02 (untere)

Hinweis darauf, das beide Banden trotz unterschiedlicher Lauflinge auf dem Gel demsel-
ben Protein entsprechen. Die beiden Peptide der oberen Bande deuten darauf hin, dass das

Protein zumindest einen Teil des Propeptids sowie die Sequenz des C-terminus enthélt.

3.2.1.11 Bestimmung der Aktivitit des resolubilisierten ThCatB

Es wurde eine 50 ml Sf9-Suspensionskultur mit P3-Stx-Virus-Stock bei einer MOI von
0,1 pfu/cell infiziert, nach 4 Tagen geerntet und die Kristalle nach 2.2.6.1 isoliert und
resolubilisiert. Zur Messung der Aktivitédt des resolubilisierten ThCatB kam ein Cathep-
sin B Aktivitits-Kit zur Anwendung (s. 2.2.6.6), mit dem die Proteaseaktivitéit iiber die
Bestimmung der freigesetzten Fluoreszenz bei Abspaltung eines Fluorophors von einem

Dipeptid-Substrat nachgewiesen werden konnte. Aus der Abb. 3.22 ist zu entnehmen, dass
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Abb. 3.22: Fluoreszenzmessung von resolubilisiertem TbCatB. Neben verschiedenen
Proteinmengen wurde einem Ansatz vor Zugabe des Proteins 80 uM
CB-Inhibitor zugegeben.

das Protein nach der Resolubilisierung aktiv ist und durch einen spezifischen Cathepsin B
Inhibitor (Bestandteil des Kits) gehemmt werden kann. Ein vorher 5 min im Wasserbad

gekochter Ansatz zeigte ebenfalls keine Aktivitdt mehr.

3.2.1.12 Deglykosylierung

Es ist bekannt, dass die biochemischen Eigenschaften von Cathepsin B-Proteinen durch
Glykosylierung beeinflusst werden (Chi et al., 2010). Nach Analyse der Proteinsequenz von
ThCatB mittels des NetNGlyc 1.0 Server (Gupta et al., 2004) hat das Protein drei poten-
tielle N-Glykosylierungstellen mit der Konsensus-Sequenz Asparagin(N)-beliebige Amino-
séure (X)-und Serin/Threonin (S/T), davon zwei im Propeptid (s. Abb. 3.23).

Die unterschiedliche Laufweite der beiden in den Kristallen enthaltenen Formen von ThCatB
konnte durch eine unterschiedliche Glykosylierung erkliart werden. Um diese Annahme
zu testen, wurde aus Kristallen resolubilisiertes ThCatB mit verschiedenen Mengen N-
Glykosidase F (PNGase F) behandelt (s. 2.2.6.2). Abweichend vom Protokoll des Herstel-
lers wurde die Deglykosylierung unter nativen Bedingen durchgefiihrt, um das Protein fiir
spétere Rekristallisationsversuche weiterverwenden zu koénnen. Wie man im zugehorigen
SDS-Gel erkennen kann (s. Abb. 3.24) lduft das deglykolisierte Protein als eine Bande bei

ca. 30 kDa, was in etwa dem Molekulargewicht des aktiven Proteins entspricht.

In diesem Zusammenhang ergab sich auch, dass die Zugabe von Tunicamycin, das die

N-Glykosylierung von Proteinen blockiert, einen Einfluss auf die Menge an gebildeten
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Name: TbCatB Length: 340

MHIMRACITFCIASTAVVAVNAALVAEDAPVLSKAFVDRVNRLNRGIWKAKYDGVMONI TLREARKRLNGVIKKNNNASIL 80
PEKRRFTEEEARAPLPSSFDSAEAWPNCPTIPQIADQSACGSCWAVAAASAMSDRFCTMGGVQDVHI SAGDLLACCSDCGD 160
GCNGGDPDRAWAYFSSTGLVSDYCQPYPFPHCSHHSKSKNGYPPCSQFNFDTPRKCNYTCDDPTIPVVNYRSWTISYALQGE 240
DDYMRELFFRGPFEVAFDVYEDFIAYNSGVYHHVSGQYLGGHAVRLVGWGT SNGVPYWKIANSWNTEWGMDGYFLIRRGS 320

SECGIEDGGSAGIPLAPNTA

(Threshold=0.5)

SegName Position Potential Jury N-Glyc
agreement result

TbCatB 58 NITL 0.7373 (9/9) ++
TbCatB 76 NASI 0.5651 (5/9) +
ThCatB 216 NYTC 0.6882 (8/9) +

Abb. 3.23: NetNGlyc Vorhersage von N-Glykosylierungstellen bei TbCatB
(N-X-S/T-Abfolgen sind blau hervorgehoben, potentiell N-glycosylierte
Asparagine sind in rot dargestellt, der Bereich des Propeptids ist Griin

unterlegt).

Abb. 3.2): silbergefirbtes 15 % SDS-Gel: M) Marker SM1811, A) 1 ng TbcatB, B)
A+ 750 U PNGase F, C) A + 100U PNGase F, D) A + 50 U

Kristallen hatte (s.2.2.6.3). Sowohl mit dem Lichtmikroskop als auch mit dem Elektronen-
mikroskop konnte fiir Zellen, die mit Tunicamycin behandelt worden waren, eine deutlich

reduzierte Anzahl von Kristallen beobachtet werden.

3.2.2 Expression von TbCatB in modifizierter Form
Im Folgenden sollte untersucht werden, ob Verdnderungen der Doménenstruktur des ex-

primierten ThCatB einen Einfluss auf die Kristallbildung haben. Hierzu wurde ThCatB

in unterschiedlicher Form in infizierten Insektenzellen exprimiert.

3.2.2.1 Expression von ThCatB mit N-terminalem His-tag

Es wurde zunéchst das gereinigte DNA-Fragment der PrePro-Form von TbCatB (F5 aus
3.2.1.1) fiir eine Ligation in den pFastBacHTB-Vektor verwendet. Dieser Vektor fiigt dem
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Protein am N-Terminus ein 6xHis-Tag an und wurde, wie unter 3.2.2.2 beschrieben, zur
Herstellung eines rekombinanten Virus verwendet. Bei der Expression fand sich das Prote-
in nur in der unloslichen Pelletfraktion wieder, was moglicherweise damit zusammenhing,
dass der N-terminale His-tag und die folgende TEV-cleavage site die korrekte Prozessierung
im endoplasmatischen Retikulum beeintrichtigten. Auch die Klonierung und Expression
der aktiven Form von TbCatB im pFastBacHTB-Vektor, bei welcher das Protein ohne Si-
gnalpeptid und Pro-Peptid synthetisiert wird, ergab ebenfalls nur ein unlésliches Produkt.
In beiden Fallen lie3 sich keinerlei Kristallbildung feststellen.

3.2.2.2 Expression mit C-terminalem His-tag und gp64 Signalpeptid

Da die Versuche des vorherigen Abschnitts TbCatB mit einem N-terminalem His-tag zu
exprimieren lediglich unlosliches Protein ergaben, wurde das Protein, wie im Folgenden
beschrieben, mit einem C-terminalen His-tag exprimiert. Gleichzeitig wurde das viruseige-
ne Signalpeptid des Hiillproteins gp64 verwendet, um eine effiziente Sekretion des Proteins

in das Medium zu erreichen. Die Pro-Form von ThbCatB wurde daher mittels des Vektors

Abb. 3.25: Domdnenstruktur verschiedener Expressionskonstrukte von ThbCatB. a)
Pre-ProTbCatB in pFastBacl, b) pro-TbCatB in pFastBac1l Cpo I

pFastBacll Cpo I (2.1.6) exprimiert, welcher die Aminoséuresequenz des exprimierten
Pro-TbCatB am N-Terminus durch ein gp64-Signalpeptid und am C-Terminus durch ein
6xHis-tag erweitert (s. Abb. 3.25).

PCR

Aus trypanosomaler cDNA wurde mit den Primern fiir die Proform von TbhCatB (Ge-
neDB:Th927.6.560) und dem Vektor pFastBacl1-Cpo His (2.1.7) eine PCR nach dem Pro-
tokoll zur ,,AccuPrime Taq DNA Polymerase High Fidelity* von Invitrogen (2.2.1.2) mit
einer Annealing-Temperatur von 60°C durchgefiihrt. Der PCR-~Ansatz wurde direkt fiir ei-
ne TOPO-TA-Subklonierung nach Angaben des Herstellers verwendet. Nach Uberpriifung

der Plasmid-DNA einer weissen Kolonie iiber Restriktionsanalyse wurde das Fragment
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mit Cpo I ausgeschnitten und iiber ein Gel aufgereinigt (F1)(2.2.1.4). Ebenso wurde per
Miniprep gewonnene Vektor-DNA von pFastBacl1-Cpo His mit Cpo I verdaut und, um
eine Selbstligation zu vermeiden, mit CI-Phosphatase fiir 60 min dephosporiliert (2.2.1.9).
Danach wurde der Vektor ebenfalls per Gelextraktion aufgereinigt (P1). Die beiden auf-
gereinigten und linearisierten DNA-Fragmente P1 und F1 (s. Abb.3.26.A) wurden fiir die

nachfolgende Ligation verwendet.

Ligation und Transformation

Analog zu 3.2.1.2 wurde der Ligationsansatz mit P1 und F1 nach dem Protokoll aus
2.2.1.10 vorbereitet und anschlieBend fiir die Transformation (s. 2.2.1.11) verwendet. Vier
der auf den ausgestrichenen Platten gewachsenen Kolonien wurden fiir das Anziehen einer
Vorkultur verwendet und die Plasmid-DNA per Miniprep gewonnen. Der Restriktionsver-
dau mit verschiedenen Enzymen ergab fiir die Kolonie RT4a eine korrekte Orientierung
des Fragments innerhalb des Plasmids (s. Abb. 3.26.B).

Abb. 3.26: A)Gelextrahierte Vektor und Fragment-DNA, B) Restriktionsanalyse
von RT4a

Transformation in DH10Bac

Die Plasmid-DNA von RT4a wurde analog zu 3.2.1.3 fiir eine Transformation in DH10Bac-
Zellen eingesetzt (2.2.3.5) und rekombinante Bacmid-DNA aufgereinigt (2.2.1.8). Mit Hilfe
einer HotStar-PCR (s. 2.2.1.2) wurde nun iiberpriift, ob die DNA-Sequenz von ThCatB
in das Bacmid iiber homologe Rekombination eingefiigt wurde. Hierbei wurden sowohl
die M13 Forward / Reverse Primer als auch die fiir das Gen spezifischen Primer fw/rv-
Cpol-proTbcatB verwendet. Als Positiv-Kontrolle wurde Bacmid-DNA mit bereits auf-
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genommenen pFastBacl-TbhCatB verwendet. Auf dem zugehorigen Agarosegel waren die
erwarteten Banden zu sehen (s. Abb. 3.27). Der PCR-Ansatz B (s. Abb. 3.27) wurde

Abb. 3.27: PCR-Test: A)fw/rv-Cpol-proTbcatB-Primer - erwartetes Fragment:
960bp
B) M13 fw/rv Primer - erwartetes Fragment: 3501 bp
C)pos.Control mit M13 fw/rv Primer und pFastBacl-TbCatB-Bacmid -
erwartetes Fragment: 3360 bp

schliefllich noch mit Cpo I verdaut, die ThCatB-Bande iiber Gelextraktion gewonnen und
mittels Sequenzierung (2.2.1.14) iiberpriift.

Transfection in Sf9 Zellen

FEine 6-well Platte wurde mit Sf9-Zellen angesét und fiir eine Transfektion nach 2.2.3.6
mit der im vorherigen Abschnitt analysierten pFastBacl1-Cpo His-Bacmid-DNA verwen-
det. Nach 3 Tagen waren in den transfizierten wells erste Zeichen einer Infektion zu sehen
(Zellschwellung, Hemmung der Zellteilung). Aus einem well mit erfolgreich infizierten Zel-
len wurden 0,8 ml Medium entnommen und verwendet, um eine 30 ml Suspensionskultur
mit einer Zellkonzentration von 2 x 10° Zellen/ml anzuimpfen. Diese wurde nach 70 h
abzentrifugiert und der Uberstand als P2-ThCatB-Cpo-Virusstock (Titer: 2 x 107 pfu/ml)
bei 4°C gelagert.

Analyse iiber Western Blot

Fiir eine Analyse der Expression wurde eine 25 ml Sf9-Suspensionskulturen mit einer Zell-
dichte von 2 x 10%/ml mit P2-ThCatB-Cpo-Virusstock infiziert (MOI) = 0,1 pfu/cell). Es
war hier beabsichtigt, mit relativ wenig Viren bei geringer Zelldichte zu infizieren und erst
spét zu ernten, damit es zu einer hohen Sekretion des Proteins in das Medium kommt (s.a.
Steed et al. (1998); Liebman et al. (1999)). Nach 90 h waren die Zellen groitenteils durch
den Infektionsverlauf lysiert und die Zellbestandteile wurden abzentrifugiert, in PBS ge-
waschen und eingefroren. Vom Uberstand wurden 30 pl entnommen, mit 15 pl reduziertem
SDS-Puffer gekocht und im Anschluss auf ein 12 %-SDS-Gel aufgetragen. Als Kontrolle



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 87

wurde der Uberstand einer infizierten Insektenzellkultur genommen, die ein anderes Pro-
tein (TbP1A2) exprimierte. Das SDS-Gel wurde fiir einen Western Blot verwendet, wobei
als Primarantikorper ein 6-His-Antikorper in der Verdiinnung 1:4.000 und als Sekundér-
Antikérper ein Rabbit IgG-Antikorper in der Verdiinnung 1:20.000 verwendet wurde (s.
Abb. 3.28.A).

Abb. 3.28: A) Western Blot, Uberstand infizierter Kulturen (90h):
1) 0,1 ml P2-C6-Stock. 2) Kontrolle
B) Silbergefirbtes SDS-Gel mit Eluatfraktion der
Affinitdtschromatographie
C) Silbergefirbtes SDS-Gel: 1) gereinigtes TbCatB-His, 2) deglykolysiert

Es lassen sich drei Banden detektieren. Theoretisch kann es nach Compute pI/Mw (Gastei-
ger et al., 2005) bei der Expression von ThCatB in pFastBacll zu folgenden Molekularge-
wichten kommen: Prepro-ThCatB-His 38 kDa, pro-TbCatB-His 36 kDa, active-TbCatB-
His 29,5 kDa. Es gibt eine Doppelbande im Bereich 40 kDa, welche dem Prepro-Enzym
entspriche und eine Bande in der Hohe von ungefihr 36 kDa, welche der Proform ent-
spricht. Fiir die aktive Form wurde dagegen keine entsprechende Bande bei 29,5 kDa
detektiert.

Mittels Affinitdtschromatographie lief sich ThCatB-His aufreinigen (s.2.2.6.5). Die zum
Eluationspeak gehorenden Fraktionen 18-21 wurden auf ein 15% SDS-Gel aufgetragen
(s. Abb.3.28.B). Die Proteinbanden decken sich mit denen des vorangegangenen Western
Blots. Das gereinigte Protein wurde mit PNGase F nach Angaben des Herstellers deglyko-
syliert (s.Abb. 3.28.C). Neben der PNGase F-Bande bei 36 kDa sind zwei weitere Banden
zu sehen, welche von der Masse der Proform und der aktivierten Form von ThCatB entspre-
chen. Insgesamt lie} sich ThCatB also mit einem C-terminalem His-Tag in Insektenzellen
in 16slicher Form exprimieren und aufreinigen, es konnten jedoch bei der Expression in

dieser Form keine Anzeichen von Kristallbildung beobachtet werden.
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3.2.3 Strukturaufkliarung von TbCatB

3.2.3.1 Diffraktionsexperimente mit in vivo-Kristallen

Die in vivo-Kristalle aus 3.2.1.8 sollten dahingehend analysiert werden, ob sie sich direkt
fiir eine rontgenkristallographische Untersuchung eignen. Hierzu nahmen wir Kontakt zu
Dr. Clemens Schulze-Briese am Synchrotron der Swiss Light Source am Paul-Scherrer-
Institut in Villigen (Schweiz) auf. Freundlicherweise konnten wir eine erste Testmessung
mit gereinigten Kristallen relativ zeitnah durchfithren. Es konnten erfolgreich Diffraktion-
muster fiir die in vivo-Kristalle gemessen werden, welche allerdings nur eine geringe Dichte
an Reflexen aufwiesen. Bedingt durch die geringe Grofle der Kristalle wurde ein relativ
energiereicher Rontgenstrahl eingesetzt, was zur Folge hatte, dass es schon nach wenigen
Messungen zu Kristallschdden kam, so dass fiir eine exakte Strukturanalyse auf diesem

Wege nicht geniigend Diffraktionsdaten gesammelt werden konnten.

AuBerdem wurden gereinigte Kristalle fiir Messungen mit dem Freie-Elektronen Laser
(FEL) der Linac Coherent Light Source (LCLS) der Universitdt Stanford in Zusammen-
arbeit mit dem DESY-Hamburg eingesetzt. Die Analyse der gemessenen Daten war zum
Zeitpunkt dieser Arbeit noch nicht abgeschlossen, allerdings zeigten erste Auswertungen

Proteinbeugungsmuster.

3.2.3.2 Rekristallisierung von TbCatB

Mit dem Ziel fiir eine Strukturaufkldrung stabilere und groflere Kristalle zu erzeugen, wur-

de versucht aus Kristallen gewonnenes ThCatB zu rekristallisieren. In ersten Pilotversu-

Abb. 3.29: Rekristallisierung von TbCatB als feine Nadeln

chen konnten lediglich kleine, nadelférmige Kristalle erzeugt werden (s. Abb. 3.29). Erst als
das Protein zusitzlich vorher deglykolisiert wurde (s. 2.2.6.4), bildeten sich gréfiere Kris-

talle, die fiir eine Datenmessung an der SLS Beamline (Villigen, Schweiz) genutzt werden
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konnten. Die Rekristallisierung und die folgende Strukturaufklarung wurde von Karoli-
na Cupelli (Stehle Gruppe, Interfakultéres Institut fiir Biochemie, Universitit Tiibingen)
durchgefiihrt. Die Proteinstruktur von ThCatB konnte durch Molekularen Ersatz mit der
bovinen Cathepsin B Struktur (Yamamoto et al., 2000) bis zu einer Auflésung von 2,6 A
bestimmt werden. Die Koordinaten der Struktur wurden bei der RCSB-Proteindatenbank
(http://www.rcsb.org, Berman et al. (2000)) mit dem ID-Code 3MOR hinterlegt.

3.2.3.3 Proteinstruktur von TbhCatB

Allgemein entspricht die ThCatB-Struktur der unter 1.3.1.3 beschriebenen charakteristi-
schen Cathepsin B-Faltung, mit der L- und R-Doméne, dem occluding loop und V-férmigen
katalytischen Spalt (s. Abb.3.30). Es gibt jedoch auch einige Besonderheiten in der Struk-

Abb. 3.30: Sekunddirstrukturdarstellung der TbCatB-Proteinstrktur

tur von ThCatB und auflerdem Unterschiede zur veroffentlichten Struktur des humanen
Cathepsin B (Greenspan et al., 2001), welche fiir die Wirkstoffentwicklung interessant sind

und im folgenden aufgezeigt werden.

Die TbCatB-Struktur trigt am N-terminalen Ende ein Teil des Propeptids, welches im

aktiven Protein normalerweise vollstdndig abgespalten ist. Dieser Teil der Struktur endet
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in der Néhe der S2-Bindetasche und verkiirzt so den katalytischen Spalt. Interessant ist
ferner, dass dieser N-terminale Bereich auch Bestandteil der Verbindungsfliche zwischen
zwei Molekiilen im Kristall ist und damit eine wichtige Rolle fiir das Zustandekommen der

Kristallpackung spielt.

Abb. 3.31: Strukturelles Alignment des aktiven Zentrums von TbCatB und
humanem Cathepsin B

Das strukturelle Alignment von TbhCatB und humanem Cathepsin B in Abb. 3.31 zeigt,
dass die Reste des aktiven Zentrums grofitenteils konserviert vorliegen, sich jedoch in der
S2-Bindetasche unterscheiden. Dieser Bereich ist, wie unter 1.3.1.3 erwéihnt, wichtig fiir
die Substratspezifitdt. Die Abb. 3.32 zeigt die Unterschiede im Bereich der S2-Bindetasche
in der Proteinstruktur zwischen ThCatB und humanem Cathepsin B (PDB-Code 1GMY).

Abb. 3.32: Aminosduren der S2-Bindetasche von TbCatB und humanem Cathepsin
B im Vergleich



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 91

Wiéhrend beim humanen Cathepsin B mit dem Glutamat (GLU-324) eine saure Amino-
sdure den Boden der S2-Bindetasche bildet, ist bei ThCatB an dieser Stelle ein Glyzinrest
(GLY-328) zu finden. Dadurch ist in der Tasche mehr Raum und Inhibitoren mit grofien un-
polaren Aminoséuren, wie z.B. Phenylalanin, an Position P2 kénnten so besser an ThCatB
binden, als an das humane Cathepsin B. Ferner sind die Aminoséiuren der S2-Bindetasche
bei TbCatB polarer, was ebenfalls fiir eine verbesserte Affinitéit potentieller Leitstrukturen

gegeniiber des trypanosomalen Proteins genutzt werden kénnte.

Die Oberflaichendarstellung des S2-Bereichs in Abb. 3.33 zeigt, dass hauptsichlich die
Reste TYR-154 und GLU-324 des humanen Cathepsin B zu rdumlichen Verdnderungen
gegeniiber dem entsprechenden Bereich in der ThCatB-Struktur fithren und so in einer
kleiner dimensionierten S2-Bindetasche resultieren. Deutlich ist in dieser Ansicht zu er-
kennen, dass der Propeptidrest den Bereich des katalytischen Spalts bei der Struktur von
ThCatB von links her begrenzt und somit auch einen Einfluss darauf hat, welche Substrate

von ThCatB gebunden werden kénnen.

Abb. 3.33: Oberflichendarstellung von TbCatB und humanem Cathepsin B
(Aminosduren der S2-Bindetasche in gelb)



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 92

3.3 Expression von TbIMPDH unter Bildung
intrazellulidrer Proteinkristalle in

Insektenzellen

Aufbauend auf den erzielten Ergebnissen konnte bei der Uberexpression einer bestimmten
Form der Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (IMPDH) aus T.brucei in Insektenzellen
ebenfalls eine vergleichbare Kristallbildung, wie oben fiir ThCatB beschrieben, beobachtet

werden.

In der Genom-Datenbank fiir T.brucei (http://tritrypdb.org) findet sich auf dem Chromo-
som 10 das 1539 bp-lange Gen mit der Nummer Thg972.10.19740, das fiir ein ThIMPDH-
Protein (nachfolgend ThbIMPDH_long genannt). Ebenfalls auf dem Chromosom 10 befindet
sich das 1344 bp-lange Gen mit der Nummer Th927.10.16120 (nachfolgend ThIMPDH_short
genannt). Dessen zugehorige Protein-Sequenz findet sich komplett in der entsprechenden

des ersten lingeren Gens wieder (s. 3.34). Beide Gene wurden in Insektenzellen exprimiert,

Abb. 3.3/: Zwei Varianten des TbIMPDH-Proteins

wobei ein unterschiedliches Ergebnis hinsichtlich der Bildung von Kristallen auftrat.

3.3.1 Klonierung

Die unter 2.1.7 genannten Primer fiir die Expression der beiden ThIMPDH-Formen in
Insektenzellen wurden fiir eine AccuPrime-PCR mit trypanosomaler cDNA nach 2.2.1.2

mit einer Annealing Temperaur von 62°C verwendet. Das Vorgehen bei der Klonierung
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bis zum Erhalt des rekombinanten Virus wurde analog zu 3.2.1 durchgefiithrt. Abweichend
wurden hier die Restriktionsschnittstellen BamHI und HindIII verwendet. Der Titer des
hergestellten P2-ThIMPDH_long-Virusstock wurde nach 2.2.3.7 mit 1,4 x 107 pfu/ml be-

stimmt.

3.3.2 Auftreten von kristallartigen Strukturen

Das Auftreten von Kristallen konnte bei Insektenzellen, die in einer Monolayerkultur fiir
120 h bei RT mit P2-TbIMPDH_long-Virusstock (MOI = 0,1 pfu/cell) infiziert wurden, be-
obachtet werden. Das Absenken der Inkubationstemperatur gegeniiber den normalerweise
verwendeten 27°C, fithrte insgesamt zu mehr und groferen Kristallen. Die ThIMPDH_long-
Kristalle sind im Vergleich zu den TbCatB-Kristallen ldnger und haben einen gréfleren
Durchmesser (s. Abb.3.35). Im Gegensatz zu TbIMPDH _long gab es bei Infektionen mit

Abb. 3.35: Mit TbIMPDH long infizierte Sf9-Zellen unter dem Lichtmikroskop (70
h pi)

TbIMPDH._short unter gleichen Bedingungen (MOI, Temperatur) zwar deutliche Anzei-
chen einer Infektion jedoch keine Kristallbildung, wie in Abb. 3.36 zu sehen ist.

FEine Wiederholung der Klonierung und Expression von ThIMPDH _short mit einem un-
terschiedlichen Vektor (pFastBacHTa) zeigte ebenfalls keine Kristallbildung, wodurch eine
Beteiligung des Vektors pFastBacHTb bei der Bildung der Kristalle bei ThbIMPDH_short

ausgeschlossen wurde.

3.3.3 Analyse iiber SDS-Page und Western Blot

Eine 175 cm? ML-Kultur von Sf9-Insektenzellen wurde mit P2-TbIMPDH_long-Virusstock
(MOI = 0,1 pfu/cell) infiziert und fiir 120 h bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die Kris-
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Abb. 3.36: Infizierte Sf9-Zellen (70 h pi) unter dem Lichmikroskop

talle lielen sich ebenfalls nach 2.2.6.1 isolieren und resolubilisieren. Anders als die ThCatB-
Kristalle, welche sich komplett in saurem Puffer 16sten, war bei den ThIMPDH-Kristallen
jedoch eine unvollstéandige Resolubilisierung unter dem Lichtmikroskop zu beobachten. Die
extrahierten Kristalle wurden hier alternativ in 1 ml PBS iiber Nacht bei 4°C inkubiert,
wobei ein kleiner Teil des Proteins aus den Kristallen in Losung ging. Am néchsten Tag
wurde die Probe bei 13.000 g abzentrifugiert, iiber Proteinfillung (s.2.2.4.2) aufkonzen-
triert und in PBS gelost. Diese Probe wurde iiber ein 10 %-SDS-Gel bzw. einen Western
Blot und Detektion iiber His-Antikérper analysiert. Die iiber Coomassiefirbung des SDS-

Abb. 3.37: SDS-PAGE Analyse der resolubilisierten ToIMPDH _long-Kristalle, a)
Coomassie-Gel, b) Western Blot mit His-Antikorper

Gels sichtbaren beiden Banden (s. Abb.3.37.a)) werden auch durch den His-Antikérper
erkannt (s. Abb.3.37.b) Neben der Bande fiir TbIMPDH_long bei 55 kDa, war eine Bande

bei etwa 44 kDa zu erkennen.

3.3.4 Massenspektrometrische Bestimmung

Analog zu 3.2.1.10 konnte das aus den Kristallen gel6ste Protein, welches als zwei Banden

auf dem SDS-Gel erkennbar war, iiber massenspektrometrische Bestimmung der IMPDH
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aus T.brucei (G1:1708476) zugeordnet werden. Dabei konnten fiir die untere Bande eben-
falls Peptidsequenzen detektiert werden, die in der N-terminalen Aminoséduresequenz von
TbIMPDH_long enthalten sind.

3.3.5 Deglykosylierung

Die Proteinsequenz von ThbIMPDH_long enthilt kein Signalpeptid und es ist daher un-
wahrscheinlich, dass das Protein durch N-Glykosilierung modifiziert wird, obwohl es nach
Analyse durch den NetNGlyc Server durchaus Sequenzmotive fiir eine potentielle Glyko-
sylierung trigt. Zur Uberpriifung dieser Annahme, wurden ThIMPDH_long-Kristalle nach
2.2.6.1 isoliert und ohne Resolubilisierung direkt fiir eine denaturierende Deglykosylierung
mit PNGase F (New England Biolabs) nach Angaben des Herstellers verwendet (hierbei
wurde die Probe fiir 10 min auf 100°C erhitzt, wobei sich die Kristalle auflésen). Anschlie-
Bend wurde die Probe und eine unbehandelte Kontrolle {iber einen Western Blot mittels
His-Antikorper analysiert (s. Abb. 3.38). Dabei war kein Unterschied zwischen Kontrolle

und behandeltem Protein zu beobachten.

Abb. 3.38: Western blot mit His-AK: A = unbehandeltes IMPDH , B =
deglykolysiertes IMPDH

3.3.6 Untersuchungen durch Elektronenmikroskopie

3.3.6.1 Rasterelektronen-Mikroskopie

Sf9-Zellen wurden wie unter 3.3.3 infiziert, nach 80 h geerntet und nach 2.2.3.9 fiir die
Analyse durch Rasterelektronenmikroskopie eingebettet. Die Abbildung 3.39 zeigt eine Sf9-
Zelle mit einem freiliegendem, vierkantigen Kristall, welcher verglichen mit den ThCatB-

Kristallen grofler ist. Die Kristalle erscheinen oft zusammengesetzt aus mehreren kleinen
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Abb. 3.39: REM-Aufnahme: Sf9 Zelle und freiliegender ToIMPDH long Kristall

Schichten von Proteinmaterial und sind mehr oder weniger mit Zellresten bedeckt(s. Abb.
3.40).

Abb. 3.40: TbIMPDH long-Kristalle mit Zellresten assoziert

3.3.6.2 Transmissionselektronen-Mikroskopie

Es wurden Sf9-Zellen wie unter 3.3.3 infiziert und bei 20°C fiir 132h inkubiert. Unter dem
Lichtmikroskop zeigten sich grofle Kristalle in den Zellen und es wurden Einbettungen
nach 2.2.3.8 durchgefiihrt. Wie schon bei den Kristallen von ThCatB (3.2.1.7) konnte man
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Abb. 3.41: 59 Zelle mit ToIMPDH_long-Kristallen

diese auerhalb des Zellkerns in verschiedener Morphologie vorfinden (s. Abb. 3.41).

Es gibt bei ThIMPDH _long-infizierten Zellen Strukturen im Zellkern, die Vorstufen der

spéteren Kristalle darstellen kénnen (s. Abb. 3.42.1). Sie zeigen eine ,faserartige” Textur,

Abb. 3.42: Vergrofierter Bereich im Zellkern

die Ahnlichkeit mit Kristallbruchstiicken ausserhalb des Zellkerns haben. Diese scheinen
direkt aus den Viruspartikelhiillen hervorzugehen, wie es in Abb. 3.42 unter ,,3“ zu sehen
ist. Andererseits ist ebenfalls in dieser Abbildung unter ,,2“ sichtbar, dass das bei ThCatB
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beobachtete Abschniiren von Vesikel mit Proteininhalt ein denkbarer Mechanismus sein

konnte. Die Lagenstruktur des Kristallgitters ist in der Abbildung 3.43 zu sehen.

Abb. 3.43: Lagenstruktur von IMPDH-long Kristallen

Auch wenn es bei der Expression von ThIMPDH-short in infizierten Insektenzellen unter
dem Lichtmikroskop keinerlei Anzeichen einer Kristallbildung gab, wurden fiir diese Zellen
ebenfalls Bilder mit dem Elektronenmikroskop gemacht. Hierbei sollte untersucht werden,
ob Ansitze von Kristallbildung zu erkennen ldsst, welche im Lichtmikroskop nicht zu
erkennen sind bzw. welche Strukturen bei einer reguléren Expression zu erkennen sind,

die nicht zu Kristallen fiithren.

In der Abbildung 3.44 sind in der Vergroferung Vesikel zu erkennen, die teils kantige
Partikel enthalten und eine Ahnlichkeit mit den membranumschlossenen Kristallen von
TbCatB haben. Besonders auffallend ist der lang gestreckte dunkle Bereich im Zellkern,
der den fibrilldren Strukturen des Proteins pl0 entspricht. (Rohrmann, 1992; Carpentier
et al., 2008)
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Abb. 3.44: Sf9-Zelle 90h mit ToIMPDH-short infiziert, vergrifSerter Bereich zeigt
Vesikel
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3.3.6.3 Immunelektronenmikroskopie

Es wurden nach 2.2.3.10 infizierte Insektenzellen verwendet, um Cryoschnitte fiir die
Immuno-TEM anzufertigen. Diese Arbeiten wurden von Dr. York Stierhof (Zentrum fiir
Molekularbiologie der Pflanzen ZMBP, Universitidt Tiibingen) und Mitarbeitern durchge-
fithrt. Zur Immunmarkierung wurden dabei zunéchst His-Antikorper eingesetzt, welche im
zweiten Schritt durch Nanogold-gekoppelte Antikorper detektiert wurden. Auf den dabei
entstandenen Aufnahmen ist zu erkennen, dass die Kristalle deutlich mit Gold markiert
wurden (s. Abb. 3.45.A). Auch die langlichen Vorstufen von Kristallen, die bereits in Abb.
3.42.1 zu sehen sind, wurden markiert (s. Abb. 3.45.B).

Abb. 3.45: Immunogold Labeling



4 Diskussion

4.1 Strukturaufklirung von TbATGS8

Die Rolle der Autophagie bei Trypanosomen ist auf Proteinebene bis dato kaum bekannt
und wenig erforscht worden. Neben den eingangs geschilderten genetischen Fakten, die
besagen, dass ein Grofiteil der autophagie-beteiligten Gene aus Hefen auch bei Trypano-
somen mit konservierten Sequenzen zu finden sind, gibt es bislang nur wenige funktionelle

und keine strukturellen Analysen zu Autophagieproteinen.

In dieser Arbeit sollte mit der Aufkldrung der Struktur des wichtigen Markerproteins
TbATGS ein Anfang gemacht werden, den Prozess der Autophagie in Protozoen von struk-
tureller Seite her zu untersuchen. Das Protein konnte hierzu erfolgreich in 16slicher Form
in E.coli iiberexprimiert und in aufgereinigter Form fiir das Heranziichten von Kristallen
verwendet werden. Von diesen Kristallen konnten Beugungsdaten von guter Qualitéit ge-
messen werden. Auf Grundlage dieser Daten konnte die Kristallstruktur von ThATGS bis
zu einer Auflésung von 2,3 A bestimmt werden. Der relative hohe Ryfree Wert war durch
die hohe Flexibilitédt der Aminosduren am N- und C-Terminus bedingt. Dies deckt sich mit
strukturellen Untersuchungen von ATGS8 bei Hefen, wo ebenfalls eine Flexibilitdt in der

Konformation der N-terminalen Doméne beobachtet wurde (Schwarten et al., 2010).

Es stellte sich heraus, dass die Struktur von TbATGS eine groBe Ahnlichkeit zu den bereits
bekannten verwandten Strukturen von Ubiquitin-like modifier-Proteinen (Ubl) aus héheren
Eukaryonten hat (3.1.5). Dies ist nicht verwunderlich, da die Faltung innerhalb dieser
Protein-Familie, trotz der z.T. unterschiedlichsten Funktionen sehr gut konserviert ist.
Anhand der unter 3.1.6 dargestellten moglichen Interaktionen mit einem Homologie-Modell
von TbATG4 wird zudem deutlich, dass eine Komplexbildung von ThATGS8 zu ThATG4
moglich ist, die dem bei hoheren Eukaryonten bestimmten Bindungsmodus sehr &hnlich

ist.

Aus den gewonnenen Daten 148t sich ableiten, dass der mit ThbATG8 zusammenhéngende

Teil der Autophagie in Trypanosomen im Prinzip sehr &hnlich ablduft, wie bereits bei

101
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Hefen und hoheren Eukaryonten beschrieben. Dennoch gibt es auch deutliche Hinweise,
die darauf hindeuten, dass TbATGS8 und die zugehotrige Protease ATG4 mdoglicherweise

eine andere Bedeutung in Trypanosomen haben kénnten.

Dabei ist zunédchst die Tatsache zu nennen, dass es im Genom von T.brucei zwei ATGS-
homologe Gene gibt (ein drittes homologes Gen wird, aufgrund seiner Sequenz und auf-
grund von Untersuchungen bei Leishmania magjor eher einer ATG12-Funktion zugeordnet).
FEines dieser Gene liegt als Protein bereits in der prozessierten Form vor. Dies ist auch bei
Apicomplexa, wie z.B. Plasmodium falciparum, wo es nur ein ATG8-Protein gibt, der Fall
(Ponder und Bogyo, 2007). Eine Erklérung hierfiir konnte darin liegen, dass zweierlei Modi

der Nutzung von ATGS8 in Trypanosomen vorkommen.

Zum einen ist eine basale, konstitutiv ablaufende Autophagie denkbar, bei der das syn-
thetisierte und schon fiir die Aktivierung und Lipidierung fertige TbATG8 (TbATGS8A)
dafiir sorgt, dass iiber autophagische Prozesse Schwankungen in der Néhrstoffversorgung
ausgeglichen werden bzw. ,alte“ Organellen recycelt werden. In diesem Fall wire ATG4

lediglich fiir die Dekonjugation von ATGS8 von der Autophagosomenmembran nétig.

Dartiber hinaus konnte der zweite Typ von ATG8-Protein (TbATG8B) eine Art Reser-
ve darstellen, welche bei schnell eintretenden Verdnderungen des zellumgebenden Milieus
oder umfangreichen Remodellierungsprozessen bei der Differenzierung, eine Moglichkeit
bietet, {iber Induktion von ATG4 groflere Mengen aktivierbares ATG8 zur Verfiigung zu
stellen. Die Induktion von AT G4 unter Hungerbedingungen konnte bei dem Pilz Magna-
porthe oryzae nachgewiesen werden (Liu et al., 2010). Ferner haben Betin und Lane (2009)
die Regulation bzw. Aktivierung von ATG4 untersucht. Diese zweite Moglichkeit des Ein-
satzes von ATGS8 wiirde durch den Zwischenschritt iiber ATG4 eine feinere Steuerung der
Autophagie erlauben, welche sich in der Evolution spéter entwickelt und dabei die basale

Autophagie in ihrer Funktion abgelost haben kénnte.

Andererseits gibt es Hinweise darauf, dass die Menge an gebildetem ATGS in T.brucei
im Vergleich zu den anderen Kinetoplastiden 7T'.cruzi und L.major (Alvarez et al., 2008b;
Besteiro et al., 2006; Williams et al., 2009) sehr gering ist und auch wéhrend der Differen-
zierung kaum Verdnderungen unterworfen ist, sowie keine lipidierten Formen des ThATG8
detektiert werden konnten (Herman et al., 2008). Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu
dem, was iiber Hefen bekannt ist und deuten darauf hin, dass ThATGS8 moglicherweise

eine andere Bedeutung und Funktion innerhalb von T.brucei hat.

Fiir die Interaktion von ATGS8 findet sich bei bestimmten anderen autophagie-relevanten
Proteinen das von Noda et al. (2008) eingefiithrte ATG8-family interaction motif (AIM). Bei
der Struktur von TbATGS sind die zwei hydrophoben Bereiche fiir die Erkennung dieses
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Motivs zwar konserviert (Noda et al., 2010), aber die entsprechenden AIM bei ThATG4
und TbATG3 sind nicht zu finden, bei letzerem fehlt im Vergleich zum ATG3 aus Hefen
dieser Bereich der Aminosduresequenz sogar vollstindig. Dies legt nahe, dass durchaus
Unterschiede in der Interaktion von TbATGS8 mit anderen autophagierelevanten Proteinen

moglich sind.

Fin weiterer Unterschied in der Autophagie zwischen Trypanosomen und hoheren Euka-
ryonten liegt in der Sequenz der ATG4-Proteine. Fiir T'.cruzi konnte gezeigt werden, dass
eine Reihe von autophagie-relevanten Proteinen bei der Differenzierung hochreguliert sind
(Alvarez et al., 2008b). Daher wird auch diskutiert, ob ATG4 méglicherweise ein interessan-
tes Targetprotein fiir spezifische Inhibitoren sein kann (Alvarez et al., 2008a; Rubinsztein
etal., 2007). T.brucei enthilt zwei homologe Gene fiir ATG4. Die groite Homologie zum
humanen ATG4B weist das trypanosomale ThATG4.1 (GeneDB-ID: Th11.01.7970) mit ei-
ner Sequenzihnlichkeit von ca. 30 % auf, wobei die Triade, bestehend aus Cys73, Asp246,
His248 (TbATG4.1-Nummerierung s. a. Abb. 4.1), die an der Katalyse der Prozessierung

beteiligt ist, ebenfalls konserviert vorliegt. Interessant ist die Tatsache, dass der Sequenz-

1D 20 SD 4
ATG48 HS 1 DAATLTYDTLRFAEFEDFF’ETSEPW\/ILGRKYSIFTEKDEILSDVASRL F’AIGGTGF’ C SR 51
ATGL7. T8 1T HMIGFYYNIVCMIRERSRDVVEEEDAYVNGSGTNCGGGTAEMY KL AACKL LY EPLR . NGBS T AGEIN 50
ATG4.2 TB 1 MERLKNFYHSYVGED AHIEYRCCMLGT | QREPQALDEHLEN . | SFYL T DELPYSTL A TR 75
1DD 11D 1‘20 1‘30 1|40 WISD 1IED
ATG48 HS 82 |F VCRHLGRDWQWTQRKRQF‘DSYFSVLNAFI RKDSYYE IRC AQMBYGEBKS | G . CMGRN TWACY L KKLAYFDTW 161
ATG4.7_ T8 81 ML MRYKNGGGASFEDS . | YESLHQATQHLEHBDPSARPEGIRAL TNKEYQHBAPCGE . SWFGR THMAVMMGALMED Y LR 159
ATG4.2 TB 76 L RRHS AQDCKLAOYFADLDBEQYARESLBACMYVEH | LKOQEGESLRPYYWARBSOGCEA | SGCVKRATE 144
17’0 1ED 19D 200 2‘10 2‘ QSD 240
ATG48 HS 1682 55 LA HIEAMBN TR ME \QR‘LCRT \/F‘CAGATAFF‘ADSDRHCNGFF‘AGAE\/TNQF‘SF‘WRF‘LVL LRLGLT . DIMN236
ATG4.7_ T8 160 NGGQAG . . PDRELVLRDROMMEDEYRW ILLLE . . . . . .. .. .. . HHYLL VIMEGFH . HIES 204
ATE4.2 TB 145 RGILSSPLSEVII TYAGAMPAEEYSCHLKE RNML | A LRCEBASRYME 192
250 QED BD 31D

ATG48 HS 237 EANYVET KHCFMMF‘QSL KF‘NSAHYF\ YVGEE TTOF‘AVEF‘TDGCF | F‘DESFHCQHF‘F‘CRMS | AELDF‘ 318
ATG4.7_TE 205 EGNAKLEBKRELRME ST KEGSAF FEMEBYQGGHN | WAGSAFTCSD CTAQGK I 3GEWYTLRLTSCSTE 270

ATGE4.2 T8 193 GKMFLSEEHLLL ARESY YEMRGYN | [EBTGAREL CKTQDALLSSEF’GETGVVKF’TSSNLRSVF’YGQVDT 273
5“3

ATGE48 HS 317 1AV FCKTEDDFNDWCOOVKKLSLLGGALF’MFELVEOQF’SHLACF’D\/LNLSLDSSD ERFFDS DEDFEILSL 353

ATG4.7 TB 279 VLLEBRY | HSPDSESQF TGDIKDANSS . . .  LIERLIEYTTEDCVG . HIFME . .DDPD VSEGDEESSGASQPYT 348

ATG4.2 T8 274 FFLEREVDEUSRWESLQKRIIEGLSKO . . .  KLHBIMSMYRG. . . . . GPHTPR MMEWR TEP . . 327

Abb. 4.1: Sequenzalignment der ATG4 Proteine von H. sapiens und T. brucei,
Katalytische Triade markiert mit X.

bereich des humanen HsATG4B von Ser186 bis Pro216 in beiden trypanosomalen ATG4-
Proteinen komplett fehlt. Eine personliche Nachfrage bei den Autoren von Satoo et al.
(2009) ergab, dass die Region eine hohe Flexibilitit aufweist und daher auch in keiner
der verdffentlichten Strukturen von ATG4 enthalten ist. Fiir die Entwicklung von Inhi-
bitoren gegen trypanosomales ATG4 koénnten die oben aufgezeigten Sequenzunterschiede

einen wichtigen Beitrag zur Spezifitit gegeniiber humanen Cysteinproteasen leisten. Fiir
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ein besseres Verstdndnis der Autophagie bei Trypanosomen ist es wichtig, die Bedeutung

der beiden ATGS8-Proteine im Zusammenhang mit ATG4 weiter zu untersuchen.

4.2 Expression von TbCatB unter Bildung

intrazellularer Proteinkristalle

Ein wichtiges Organell fiir autophagische Prozesse stellt das Lysosom mit den zugehori-
gen Proteasen dar. Von den lysosomalen Proteinen bei T.brucei ist die Cysteinprotease
TbCatB besonders interessant, da sie, wie eingangs unter 1.3 dargestellt, fiir das Uberleben
des Parasiten im Blut des Wirts essentiell ist. Daher ist ThCatB auch ein wichtiges Target
fiir die Entwicklung von Wirkstoffen. Obwohl schon diverse Proteinstrukturen von &hn-
lichen Cathepsin-B-Proteasen bekannt sind, bieten genaue Daten iiber die Proteinstruk-
tur von ThCatB die Moglichkeit, Unterschiede zum humanen Cathepsin B aufzudecken
und damit bestehende Inhibitoren (Mallari et al., 2008b,a, 2009) in ihrer Spezifitét an die

Trypanosomen anzupassen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ThCatB in Insektenzellen exprimiert, um Daten iiber die
Struktur des Proteins zu erhalten. Hierbei konnte beobachtet werden, wie sich nadelférmige
Kristalle innerhalb der infizierten Zellen bildeten und auch nach der Lyse der Zellen im
Medium verblieben. Da dieses Phdnomen in dieser Form bislang nicht beschrieben worden
ist und moglicherweise alternative Wege der Proteingewinnung bzw. Kristallisierung bietet,

wurden diese Kristalle auf verschiedene Weise ndher untersucht.

4.2.1 Charakterisierung der in vivo-Kristalle

Die beobachteten in-vivo Kristalle entstehen in infizierten Insektenzellen und sind ab ca. 70
h im Lichtmikroskop als nadelférmige Mikrostrukturen sichtbar. Im weiteren Verlauf der
Infektion steigt die Anzahl der Kristalle sowohl insgesamt als auch in den einzelnen Zellen
deutlich an. Die Schidigung der Zellen durch die Baculovirusinfektion und schliellich deren
Lyse fithren dazu, dass zunehmend Kristalle auch frei im Medium vorliegen, wo sie sich

auch tiber ldngere Zeit (etwa eine Woche) hinweg nicht auflgsen.

Anhand von elektronenmikroskopischen Untersuchungen (s. 3.2.1.6, 3.2.1.7) konnte Mor-
phologie und Lokalisation innerhalb der Zellen nédher bestimmt werden. Rasterelektronen-

mikroskopische Aufnahmen lieflen erkennen, dass die 10-20 pm langen und 0,5-2 pm breiten
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Kristalle aus dem Inneren der Zellen herauswachsen und dabei die Zellmembran durch-
stoflen. Dies zieht interessanterweise keine sofortige Lyse der Zelle nach sich, was darauf
hindeutet, dass die Kristalle mit Teilen einer dehnbaren oder wachsenden Membran asso-
ziert sind, welche einen Austritt des Zytosols bzw. ein Einstromen der Mediumfliissigkeit

an der Durchbruchstelle verhindert.

Auflerdem sind auf der Oberfléche der Kristalle Kanten zu erkennen, die darauf hindeuten,
dass der Kristallisierungsprozess nicht einheitlich verlduft und die Kristalle damit in sich
keinen homogenen Aufbau der Kristalllagen bilden. Diese Annahme wird ferner gestiitzt
durch Bilder, die mit dem Transmissions-Elektronenmikroskop aufgenommen wurden und

belegen, dass die Gitterstruktur an einigen Stellen unterbrochen bzw. inhomogen ist.

Aus den TEM-Bildern ergibt sich auflerdem, dass die Kristalle in ihrer fertigen Form au-
Berhalb des Zellkerns im Zytosol vorkommen und dabei oft von einer Membran umgeben
sind. Ferner lassen sich dunkel kontrastierte Bereiche ausmachen, die Ansammlungen von
Protein und damit Vorstadien zur Kristallbildung darstellen kénnten. Anders als bei Poly-
hedrinkristallen sind keine Einschliisse von Viren-Partikeln in den Kristallen zu erkennen,

was eine Folge der Lokalisierung auflerhalb des Zellkerns sein kann.

Innerhalb des Zellkerns sind ebenfalls amorphe, dunkel kontrastierte Bereiche zu erken-
nen, die im Rahmen der Expression von viruseigenen Proteinen und der Verpackung von
Nukleokapsiden wéhrend der Infektion entstehen und auch in fritheren Untersuchungen
von infizierten Sf9-Zellen beobachtet wurden (Eason et al., 1998; Fang et al., 2007).

Die direkte Verwendung der Kristalle fiir eine Rontgen-Strukturanalyse stellte sich auf-
grund der kleinen Dimensionen und der Unregelméssigkeiten in der Struktur der Kristalle
mit den bis dato verfiigbaren Verfahren als schwierig dar (3.2.3.1). Moglicherweise lassen
sich mit der Verwendung eines Freie-Elektronen Lasers solcherart Mikrokristalle zukiinftig
direkt messen. Erste Pilotversuche wurden dazu in Zusammenarbeit mit der Gruppe von
Prof. Christian Betzel am DESY in Hamburg initiiert.

Um das Protein in den Kristallen dennoch fiir weitere Analysen und der Generierung von
Strukturdaten nutzen zu konnen, konnte ein Verfahren entwickelt werden, mit dem sich
die Kristalle aus den Zellen isolieren und durch Inkubation in saurem Puffer resolubilisie-
ren lieflen (2.2.6.1). Unter verschiedenen Bedingungen, wie wéssrigen Puffern mit leichten
Detergenzien, sowie in neutralen oder alkalischen Losungen, waren die Kristalle hingegen
stabil und losten sich nicht auf. Dies steht im Kontrast zu den Polyhedrinkristallen, die
sich in alkalischen Puffern auflgsen (Brandt, 1948; Coulibaly et al., 2007).

Durch die Resolubilisierung konnte das im Kristall enthaltene Protein nidher untersucht

werden. Dabei zeigte sich, dass die Kristalle nach massenspektrometrische Analyse aus
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dem exprimierten ThCatB bestanden, das allerdings in zwei unterschiedlich glykosylierten
Formen auftrat. Wurde das resolubilisierte ThCatB enzymatisch deglykosyliert und iiber
eine SDS-Gelektrophorese analysiert, war das Protein als einzelne Bande auf dem SDS-
Gel zu erkennen, die dem Molekulargewicht des reifen Proteins entsprach. Uber einen
Aktivitdtsassay konnte zudem nachgewiesen werden, dass das resolubilisierte ThCatB eine

Proteaseaktivitat zeigte.

In der deglykosylierten Form konnte das Protein schliefSlich erfolgreich fiir eine Rekristalli-
sierung eingesetzt und die entstehenden Kristalle fiir eine Strukturbestimmung verwendet
werden. Dabei war interessant, das vorherige Versuche das noch glykosylierte Protein zu
rekristallisieren, nur kleine, nadelférmige Kristalle ergaben. Dies kénnte bedeuten, dass
die Glykosylierung die Ausbildung groflerer Kristalle verhindert und die zwei Typen des
Enzyms nur in einer bestimmten Konformation auskristallisieren, die die charakteristische
Nadelstruktur hervorruft. Beide Formen konnten unterschiedlich kristallisieren, so dass
es zu Mischkristallen kidme, was zu der beobachteten inhomogenen Packung fithrte. All-
gemein scheint die Glykosylierung von TbCatB fiir die Kristallbildung wichtig zu sein,
da eine Hemmung der Glykolysierung mit Tunicamycin die Kristallbildung in den Zellen

deutlich reduzierte.

Das ThCatB-Protein wurde im Rahmen dieser Arbeit auch mit einem His-Tag an verschie-
denen Positionen exprimiert. Bei der Expression von ThCatB als Protein mit N-terminalem
His-tag in Insektenzellen wurde das Protein nur in unléslicher Form gebildet. Wie unter
3.2.2.1 angedeutet, scheint im Fall der Expression von der PrePro-Form mit N-terminalem
His-tag eine Verdnderung bzw. Erweiterung des N-terminus die Translation und postrans-
lationale Modifikation dahingehend negativ zu beeinflussen, dass kein korrekt gefaltetes
Protein entstehen kann. Wurde die aktive Form von TbCatB mit N-terminalem His-tag
exprimiert, verhinderte die fehlende Prodoméne vermutlich die Ausbildung der korrekten

Faltung, wie auch schon von Muntener et al. (2005) gezeigt worden ist.

Die Expression von ThCatB mit einem C-terminalem His-tag und einem viruseigenem
Signalpeptid ergab ThCatB in 16slicher Form, das durch Affinitdtschromatographie her-
vorragend gereinigt werden konnte. Bei diesem Konstrukt konnte jedoch, wie schon bei den
zwei vorher genannten, keinerlei Anzeichen von Kristallbildung beobachtet werden. Dar-
aus ldsst sich schliessen, dass dem N-terminalen Bereich mit dem TbCatB-Signalpeptid,
und damit dem Beginn der Translation, eine wichtige Bedeutung fiir die Ausbildung der

in vivo-Kristalle zukommt.

Dies wird ferner gestiitzt durch Beobachtungen bei einem zweiten Protein aus Trypa-
nosoma brucei, der Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (TbIMPDH), bei der ebenfalls

Unterschiede im N-terminalem Bereich zu unterschiedlichen Ergebnissen beziiglich der
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Bildung intrazellulérer Proteinkristalle fithrten. Von den zwei Varianten des ThIMPDH-
Proteins, ThIMPDH _short und ThIMPDH long entstanden nur bei der Expression von
TbIMPDH_long Proteinkristalle in den Insektenzellen. ThbIMPDH_long unterscheidet sich
von TbIMPDH_short durch eine N-terminale Erweiterung von 65 Aminosduren. Da dies
der einzige Unterschied zwischen beiden Protein-Varianten ist, ldsst sich vermuten, dass
dieser Sequenzbereich maflgeblich zur Bildung der Kristalle beitréigt. Anders als bei ThCatB
hat ThIMPDH kein Signalpeptid und wird nicht posttranslational durch Glykosylierung
modifiziert. Eine Hemmung der Glykosylierung mit Tunicamycin hatte, verglichen mit
ThCatB, daher auch keine Auswirkung auf die Menge der gebildeten Kristalle. Ein wei-
terer Unterschied zu ThCatB war, dass die Kristalle nicht in Vesikeln vorlagen bzw. auch

nicht von einer Membran umgeben waren.

4.2.2 Mogliche Ursachen der in vivo Kristallbildung in

Insektenzellen

Auf der Suche nach einer Erklarung fiir die Ausbildung von Proteinkristallen in Insekten-
zellen ist es niitzlich, zunéichst darzustellen, in welchem Zusammenhang Kristallbildung in
dhnlicher Weise bei Baculovirusinfektionen in freier Natur bzw. innerhalb des Baculovirus-

Expressionsystems im Labor bereits bekannt sind.

Bei der Infektion von Insektenzellen durch Wildtyp-Baculoviren vom Typ Nucleopolyhe-
drovirus, werden die Virionen in eine Proteinmatrix aus dem Hiillprotein Polyhedrin ver-
packt. Diese Polyhedrinmatrix ist kristalliner Natur und erlaubt es dem Virus auf Pflanzen
auch widrige Umweltbedingungen zu iiberstehen. Werden die Blétter dieser Pflanzen von
einer Motte gefressen, so 16st sich die Polyhedrinmatrix in der alkalischen Umgebung des
Verdauungstraktes auf und die Viren befallen das Insekt (Vogel, 1986). Daher lésst sich
sagen, dass Insektenzellen in Kombination mit Baculoviren und deren Verpackungsprozess
einen intrazelluldren Kristallisations-Mechanismus bieten. Dieser Mechanismus konnte in
der Vergangenheit dazu genutzt werden, um Polyhedrin mit einem anderen rekombinan-
ten Protein zu koppeln und aus den entstehenden Mischkristallen Strukturdaten dieser

Proteinchimire zu erhalten (Coulibaly et al., 2007).

Die Bildung von Proteinkristallen ohne Polyhedrinanteil in Sf9-Insektenzellen (Spodopte-
ra frugiperda) bei der Anwendung des Baculovirus-Expressionsystems ist ein bisher nur
einmal beobachtetes Phinomen. Fan et al. (1996) haben beschrieben, dass es bei der Co-
expression von zwei Untereinheiten des Calcineurins, einer Serin-/Threoninphosphatase,
zur Ausbildung von kristallartigen Korpern in infizierten Insektenzellen kam. Hierbei ent-

standen jedoch keine Kristalle, wenn einzelne Untereinheiten exprimiert wurden. Erst mit
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der gleichzeitigen Expression der Untereinheit NorfA aus Neurospora crassa mit der Un-
tereinheit CNB aus Homo sapiens kam es nach 48 h zu diesen Gebilden. Die Autoren
beobachteten eine Groflenzunahme der Kristalle tiber die Zeit. Die Lange der bis zu drei
Kristallen pro Zelle lag unter 10 pm und konnte damit den gesamten Durchmesser der Zel-
le ausmachen. Ferner war das Entstehen der Kristalle nicht von der verwendeten Zelllinie
abhéngig. Bei kleinen Kristallen war eine umgebende Membran zu erkennen. Die Kristalle

waren in wassrigem Puffer unloslich.

Diese Beobachtungen haben eine Ahnlichkeit mit der Kristallbildung bei der Expression
von ThCatB. Da aber weitergehende Untersuchungen iiber die Calcineurinkristalle bis-
her nicht bekannt sind, ist ein Vergleich schwierig. Gemeinsamkeiten mit den in dieser
Arbeit beobachteten in vivo-Kristallen lassen sich dennoch in der Entstehung auflerhalb
des Zellkerns im Cytosol und dem zunehmenden Wachstum im Verlaufe der Infektion fin-
den. Interessant ist ferner die Gemeinsamkeit, dass kleine Kristalle, die erst am Anfang
ihres Wachstums sind, von einer Membran umgeben sind. Anders als bei den in dieser
Arbeit beobachteten Kristallen, konnten die Calcineurinkristalle nur in Monolayerkultu-
ren erzeugt werden, was mit einer Sensibilitdt gegeniiber den erhShten Scherkriften der

Suspensionkulturen zusammenhéngen kann.

a) , "
Folyhedrin --MPDYSYRPTIGRTYYYDN - - -KYYKNLDAYIKNAKRKKHFAEHE|l EEATLD -PLDNYLVYAED
ThCats MHLMRACITFCIASTAYVAVYNAALVYVAEDAPYLSKAFYDRYNRLNRGIWKAKYDGYMQGNITLREA
Caicineurin MGNTTSSYLDNIVAQGSNFDR - - - - - - EEVDRLRKRFMKLDKDNSGT I EREEFLSLPQISTNPLA
ThiMPOH-long - -MENTNLRTKTLRDGTTAE - --ELFSODGLSFNDFI ILPGFIDFDSSKVYNYSGO@FTKNILLHL

Falyhedrin PFLG- -PGKNQKLTLFKEIRNYKPDTMKLYYGWKGKEFYRETWTRFMEDSFPIVYNDQEVMDVYFL
ThCats KRLNGY I KKNNNAS | LPKRRFTEEEARAPLPSSFDS---AEAWP - -NCPTIPQIADQSACG - - -
Calcinedlrin TRMIAIFDEDGGGDVYDFQEFYSGLSAFSSKGNKEQK - -LRFAFKYYDIDRDGY I SNGELF I VYLK
THiIMPOH-iong PLYVSSPMDTYTESSMARAMALMGG I GV IHNNCTVEQ - -QARMYRSVKLYRNGFIMKPKSYSPD -

65 128

b) 1 “
Palyhedin --MPDYSYRPTIGR[TYVYDN - - -KYYKN|LDAYIKNAKRKKHFAEHEIEEATLD -PLDNY[LVAED
Thiats MHLMRACITFCIASTAVVAYVNAALVYAEDAPVYLSKAFYDRYNRLNRGIWKAKYDGYMQNITLREA
Calcinewrin MGNTTSSVYLDNIVQGSNFDR-- - - - - EEVDRLRKRFMKLDKDNSGTIEREEFLSLPQISTNPLA

THIMPDH-long - -MENTNLRTKTLRDGAE ---ELFSQDGLSFNDFI ILIPGFIDFDSSKVYNVSGOFTKNILLHL

PolyRediin PFLG--POKNOKLTLFRKEIRNVKPDTMK L[V VCWKGKEFYRETWTRFMEDSFP | YNDOEVMD VF L]
ThCats KRLNGY I KKNNNAS|LPKRRFTEEEARAPLPSSFDS == -AEAWP - -NCPTIPQIADQSACG - - -
Calcineur’n TRMI AT FDEDGGGDVDIFQEFVSGLSAFSSKGNKEQK - - LRFAFKYYD I DRDCY I|SNGELF I¥LK
ThiMPDH-iong [FPLY 5|SPMDT¥TESSMARAMALMGG I[GV [HNNCT¥EQ- -QARMYRSVYKLYRNGF IMKPKSVYSPD -

P 128

Abb. 4.2: Alignment des N-terminalen Teils der kristallbildenden Proteine:
a) Prozentuale Ubereinstimmung farblich unterlegt,
b) Verteilung der Sekunddrstrukturen (grau unterlegt = «-Heliz,
schwarzer Rahmen = [3-Faltblatt)

Naheliegend wére es nun, die Gemeinsamkeiten der Proteine, bei denen es zur Kristall-
bildung kommt, zu analysieren. Diese Proteine haben jedoch unterschiedliche Funktionen

und zeigen auch keinerlei Ahnlichkeit in ihrer Proteinsequenz. Vergleicht man in einem
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multiplen Sequenzalignment den N-terminalen Teil der kristallbildenden Proteine, welcher
sich sowohl fiir TbCatB als auch fiir IMPDH als entscheidend fiir die Kristallbildung er-
wiesen hatte, so ergibt sich, dass zwar einzelne Aminosiduren iibereinstimmen (s. Abb.
4.2.a), es jedoch kein gemeinsames, priagnantes , Kristallisations-Motiv* gibt. Auch die Zu-
sammensetzung der Sekundérstrukturen ist unterschiedlich (s. Abb. 4.2.b) und bietet sich

nicht offensichtlich als Grund fiir die Kristallisation an.

Beim Matrixprotein Polyhedrin ist dagegen bekannt, dass die Proteinsequenz eine entschei-
dende Rolle bei der Lokalisation und Morphologie der kristallinen Polyhedra (Carstens
et al., 1986; Slavicek et al., 1998) spielt. Schon eine Punktmutation im Polyhedringen und
ein damit verbundener Austausch einer Aminosaure ist ausreichend fiir deutliche Verédnde-
rungen in der Morphologie (Lin et al., 2000) der Polyhedrin-Kristalle. Die Lokalisation von
Polyhedrinkristallen im Nukleus ist bedingt durch eine Kernlokalisierungssequenz (Jarvis
et al., 1991), welche sowohl bei ThCatB als auch bei ThbIMPDH nicht vorhanden ist. Durch
Mischformen mit anderen Matrixproteinen wie Granulin konnten verschiedene Morpholo-
gien und Lokalisationen der Polyhedra beobachtet werden (Eason et al., 1998), wobei man
annahm, dass neben der reinen Aminoséduresequenz bestimmte Wechselwirkungen mit vi-
ralen Proteinen ebenfalls fiir die Ausbildung der Kristalle wichtig sind. Daher ist es auch
denkbar, dass im Fall des Baculovirusexpressions-Systems, bei welchem das Polyhedrin-
gen faktisch durch das jeweilige rekombinante Gen ausgetauscht wird, die Primérstruktur
dieses ,,Fremdproteins“ eine untergeordnete Rolle bei der Kristallbildung spielt. Ausschlag-
gebend konnten vielmehr die viralen Hilfsproteine und deren Interaktionsméoglichkeiten mit
dem jeweiligen Protein sein, das nun an Stelle des Polyhedrins als Matrixprotein verwendet

wird.

Mit den bisher gewonnenen Daten iiber die im Rahmen dieser Arbeit behandelten Kris-
talle ldsst sich vermuten, dass der N-terminale Teil bzw. der Start der Translation eine
entscheidende Rolle bei der Kristallbildung spielt. Fiir eine genauere Aufklarung, inwieweit
und welche Primér- bzw. Sekiindérstrukturbereiche fiir das Auftreten der Kristalle erfor-
derlich sind und das Verfahren fiir andere Proteine genutzt werden kann, miissen weitere

Experimente durchgefiihrt werden (s. 4.2.4).

4.2.3 Struktur von TbCatB

Die Proteinstruktur von ThCatB zeigt neben der charakteristischen Cathepsin B-Faltung
in Hinblick auf die Wirkstoffentwicklung einige interessante Abweichungen zu der bekann-

ten Cathepsin B-Struktur aus Homo sapiens.
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Eine Besonderheit der TbCatB-Struktur ist, dass sich ein Teil des Propeptids am N-
terminus befindet. Dies ist ungewohnlich, da das Propeptid normalerweise bei der Ak-
tivierung komplett abgespalten wird. Eine Erklarung kénnte eine unvollstédndige Prozes-
sierung bzw. Autoaktivierung wihrend der Resolubilisierung des Proteins aus den in wvi-
vo-Kristallen sein. Andererseits zeigte das resolubilisierte Protein eine Proteaseaktivitét
(s.3.2.1.11), was bedeutet, dass der in der Struktur zu erkennende, iibriggebliebene Teil des
Propeptids in dem Fall keine deutliche Hemmung des Enzyms verursacht, wie es normaler-
weise beim vollstdndigen Propeptid der Fall ist. Das deckt sich auch mit Ergebnissen von
Chagas et al. (1996), die belegen, dass nur bestimmte Teile des Propeptids eine Hemmung
beim Cathepsin B bewirken. Da dieser N-terminale Teil des Propeptids an der Bindung
innerhalb der Kristallpackung beteiligt ist, ist es denkbar, dass diesem Bereich bereits

innerhalb der in vivo-Kristalle eine wichtige Bedeutung zukommt.

Obwohl die Aminoséduren des aktiven Zentrum von TbCatB und dem humanen Cathep-
sin B zum grofien Teil identisch sind, so gibt es doch Unterschiede im Aufbau der S2-
Bindetasche (s. 3.2.3.3). Die Aminoséuren der S2-Bindetasche haben eine grofie Bedeu-
tung fiir die Spezifitit bei Cathepsin B-Proteinen (McGrath, 1999; Sajid und McKerrow,
2002) und Unterschiede in diesem Bereich kénnten ausgenutzt werden, um die Spezifitét
von Inhibitoren gegeniiber dem Parasitenenzym zu erhdhen. Mithilfe der Strukturdaten
von ThCatB kann ein Inhibitor an der P2-Position z.B. so auf die grofier dimensionierte
S2-Bindetasche beim ThCatB angepasst werden, dass dieser weniger gut an das humane
Cathepsin B bindet.

4.2.4 Ausblick

Auf der Grundlage der gewonnenen Erkenntnisse iiber die Proteinstruktur von ThATG8
kann die Interaktion mit anderen Proteinen ein Ziel zukiinftiger Untersuchungen sein. Hier-
bei wire es insbesondere interessant, den Ablauf der Prozessierung und Aktivierung von
TbATGS8 durch TbATG4, TbATG7 und ThATG3 zu analysieren, dies auch in Hinblick auf
Unterschiede zu hoheren Eukaryonten. Die Aufkldrung der Proteinstruktur des Komplexes
aus TbATGS8 und TbATG4 konnte kldren, ob diese Interaktion aufgrund der oben ange-
sprochenen Unterschiede zum humanen ATG4 ein lohnendes Ziel fiir die Entwicklung eines
Wirkstoffes sein kann. Auflerdem ist es nétig, in Zukunft genauer zu untersuchen welche
Bedeutung ATGS fiir Trypanosomen tatséchlich hat, z.B. durch Knockdown-Experimente
und warum es bei Trypanosomen mehrere Proteine dieses Typs gibt, von denen eins schon

in prozessierter Form vorliegt.
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Die Aufklarung der Proteinstruktur von ThCatB erméoglicht es, den Bindemodus von be-
reits bekannten und neuen Inhibitoren zu ThCatB genauer zu untersuchen und die Spezi-
fitdt zu verbessern. Dazu kénnten neben in silico Verfahren wie Docking auch Proteinkris-
talle von ThCatB fiir Soaking-Experimente verwendet werden, um Strukturdaten iiber die
Interaktion von Inhibitor zu ThCatB zu erhalten. Ferner lidsst sich mit dem im Rahmen
dieser Arbeit entwickelten Expressionsprotokoll geniigend Protein gewinnen, um z.B. die

Hemmwirkung verschiedener Liganden in Enzymassays zu untersuchen.

Ein weiteres wichtiges Ziel ist die Aufklirung des Mechanismus der Bildung von in vivo-
Kristallen exprimierter rekombinanter Proteine in Insektenzellen. Naheliegend wére hier-
bei zunédchst die Untersuchung auf Sequenzebene, bei der durch gezielte Mutationsstudien
essentielle Sequenzabschnitte identifiziert werden. Ferner muss auf hoherer Ebene der Ein-
fluss posttranslationaler Modifikationen, wie z.B. Glykosylierung im Fall von ThCatB, und

die Wechselwirkungen mit anderen viralen Proteinen untersucht werden.

Insgesamt ist zu untersuchen, ob auch andere Proteine auf diesem Wege exprimiert und

kristallisiert werden konnen.

Die direkte Verwendung der Mikrokristalle fiir eine Strukturaufklarung bietet die Mog-
lichkeit, unter relativ natiirlichen Bedingungen entstandene Proteinkristalle aus Zellen zu
messen und mit herkémmlich gezogenen Kristallen zu vergleichen. Dabei liegt die Her-
ausforderung darin, eine geeignete Technik zu entwickeln, welche es erlaubt trotz der ge-
ringen Dimensionen und der beobachteten Unregelméssigkeiten der Kristalle verléssliche
Strukturdaten zu messen. Eine Moglichkeit konnte die Verwendung eines Freie-Elektronen-
Lasers sein, hierzu wurden bereits Experimente mit der Gruppe von Prof. Christian Betzel
am Deutschen Elektronen-Synchrotron (DESY) initiiert.

4.3 Zusammenfassung

Die afrikanische Schlafkrankheit ist trotz jahrzehntelanger Bemiihungen zur Bekdmpfung
der Parasiten nach wie vor eine existenzielle Bedrohung fiir die Menschen und Nutztiere
der betroffenen Regionen in Afrika. Aktuell verfiighare Therapiemdglichkeiten basieren auf
veralteten Medikamenten, welche eine hohe Toxizitét aufweisen und fiir die betroffene Be-
vilkerung nicht bezahlbar sind. Neue, effektive und bezahlbare Medikamente sind dringend
notig, auch als Beitrag zur nachhaltigen Verbesserung der sozialen und wirtschaftlichen

Bedingungen der betroffenen Menschen.

Ein Ansatzpunkt ist der Eingriff in die fiir das Uberleben des Parasiten essentielle Differen-

zierung wahrend seines Lebenszyklus, bei welcher autophagische Prozesse eine grofie Rolle
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spielen. Uber die Rolle der Autophagie bei Trypanosomen ist bisher wenig bekannt, aber
genomische Untersuchungen legen nahe, dass Trypanosomen eine primitivere Form der
Autophagie, verglichen mit den héheren Eukaryonten, aufweisen. Nihere Untersuchungen
der beteiligten Proteine kénnen einen notwendigen Beitrag zum Verstdndnis dieses fiir den

Parasiten kritischen Prozesses darstellen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Kristallstruktur von ATGS8 aus Trypanosoma brucei
(TbATGS), ein wichtiges ubiquitin-dhnliches Markerprotein fiir autophagische Prozesse,
bestimmt. Die Struktur von TbATGS bildet eine charakteristische Ubiquitin-Faltung aus
und zeigt insgesamt eine grofie Ahnlichkeit zu den bekannten Strukturen der Ubiquitin-
like modifier (Ubl) aus hoheren Eukaryonten, was darauf hindeutet, dass dieser Teil der
Autophagie in struktureller Hinsicht bereits in diesen evolutionsgeschichtlich sehr alten

Einzellern konserviert vorliegt.

Mit dieser ersten Struktur eines Autophagieproteins aus Protozoen wurden ferner Inter-
aktionsmoglichkeiten mit der zugehorigen Protease ThATG4 untersucht. Auch hier ergab
sich, dass eine dhnliche Komplexbildung aus TbATG8 und ThATG4, wie in den hoheren
Fukaryonten, méglich ist. Dennoch weisen die homologen ATG4-Proteine gegeniiber dem
humanen ATG4 eine Deletion eines Sequenzbereichs auf, welche fiir die Entwicklung z.B

eines Inhibitors interessant sein kann.

Fiir die Autophagie ebenfalls relevant sind die lysosomalen Proteasen, denen neben der
Prozessierung autophagierelevanter Proteine, hauptséichlich beim Abbau des Zellmaterials
eine grofle Bedeutung zukommt. Besonders interessant fiir die Entwicklung von Inhibitoren
ist hier das cathepsin-B like protein aus Trypanosoma brucei (TbCatB), eine Cysteinpro-
tease welche essenziell fiir das Uberleben des Erregers im Blut des Menschen ist (Mackey
etal., 2004).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Protein zun#chst im bakteriellen Expressionsystem
E.coli exprimiert, wobei trotz verschiedener Proteinkonstrukte auf diesem Wege nicht aus-
reichend 16sliches rekombinantes Protein gewonnen werden konnte. Daher wurde das Prote-
in anschliefend mit dem eukaryotischen Baculovirus-Expressionssystem in SF9-Insektenzellen
exprimiert. Bei der Uberexpression der Preproform von TbCatB zeigten nadelférmige
Mikrostrukturen innerhalb der Insektenzellen, welche im folgenden als Proteinkristalle
identifiziert werden konnten. Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen konnte die
Morphologie und Lokalisation ndher bestimmt werden. Die Kristalle lielen sich in ersten
Pilotexperimenten nicht direkt fiir eine Strukturaufkldrung mit Synchrotonstrahlung ver-
wenden und so wurde eine Methode entwickelt, die Kristalle aufzureinigen und zu resolu-
bilisieren. Fiir das resolubilisierte Protein konnte eine Cathepsin B-Aktivitdt nachgewiesen

werden. Auflerdem konnte gezeigt werden, dass die Kristalle das rekombinante ThCatB
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in zwei Formen unterschiedlicher Glykosylierung enthalten. Enzymatisch deglykosyliertes
Protein konnte anschlieend erfolgreich fiir eine Rekristallisierung und Strukturaufklérung
eingesetzt werden. Die Struktur von ThCatB zeigt im Vergleich zum humanen Cathepsin
B Unterschiede im Bereich der Bindetasche und kann daher verwendet werden, um die

Spezifitdt von Inhibitoren zu verbessern.

In einem weiteren Experiment konnte anhand von ThIMPDH gezeigt werden, dass die
in dieser Arbeit untersuchte neue Form intrazelluldrer Kristallbildung nicht nur auf ein
Protein beschrankt ist, und auch Proteine anderer Funktion und Lokalisierung solche in

vivo-Kristalle in Insektenzellen bilden konnen.
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