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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Schlafkrankheit

Die humane afrikanische Trypanosomiasis, auch Schlafkrankheit genannt, ist eine der
wichtigsten Erkrankungen in der Gruppe der vernachléssigten Krankheiten (neglected
diseases). Der Erreger, Trypanosoma brucei, wird von der Tsetsefliege, die im tropischen
Afrika beheimatet ist, Gbertragen. Somit sind tber 60 Millionen Menschen sidlich der Sahara
direkt von der Krankheit bedroht. Die WHO schétzt die Zahl an neuen Infektionen auf 50.000
bis 70.000 pro Jahr [WHO, 2010].

Es gibt zwei Formen der afrikanischen Schlafkrankheit. Die durch T. brucei gambiense
verursachte chronisch verlaufende Infektion, die v. a. in Zentral- und Westafrika verbreitet ist
und die durch T. brucei rhodesiense verursachte akute Infektion, die fast nur in Ostafrika
vorkommt [Hide, 1999]. Die Parasiten treten wahrend der Infektion vom Blut in das Zentrale
Nervensystem (ZNS) Uber und l6sen dort den typischen Dammerzustand der betroffenen
Patienten aus. Aufgrund der mangelhaften Wirksamkeit von veralteten Medikamenten mit
hoher Toxizitat gegen Parasiten, die ins ZNS gelangt sind, ist eine effektive Therapie nach
heutigem Stand nicht umzusetzen. Um eine Verbesserung der sozialen und wirtschaftlichen
Bedingungen in den Entwicklungslandern zu erlangen ist die Entwicklung neuer und
bezahlbarer Medikamente dringend erforderlich. Zudem wird aus Angst vor einer Infektion
mit den Schlafkrankheitserregern oft auch fruchtbares Land gemieden, was einen
Bevolkerungsschwund in grofRen Teilen Afrikas zur Folge hat. Dadurch entsteht wiederum
eine Hemmung der landwirtschaftlichen Entwicklung und Produktion in diesen Gebieten
[Kuzoe, 1991; 1993].
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T. b. gambiense

T. b. rhodesiense

Abbildung 1-1: Falle und Verbreitungsgebiet der humanen Afrikanischen Trypanosomiasis
[Wellcome Trust, 2011]
Quelle: http://wellcometrust.wordpress.com/2012/03/01/developing-the-atlas-of-human-infectious-

diseases/african-trypanosomiasis/









Einleitung

Nach etwa vier bis sechs Monaten dringen die T. b. gambiense Parasiten tber die Blut-Hirn-
Schranke in das Zentrale Nervensystem (ZNS) ein. Bei T. b. rhodesiense kann diese
meningoenzephalitische, zweite Phase oft schon nach wenigen Wochen eintreten. Hier leiden
die Patienten unter den charakteristischen Meningoenzephalitis-Symptomen, wie dem
Auftreten von Verwirrungszustdnden, Kopfschmerzen, Apathie und Somnolenz sowie
schweren Schlafstorungen, die der Krankheit ihren Namen gaben [Beers et al., 1999; Witzel
et al., 2007]. Diese beruhen auf einer Stérung des Schlaf-Wach-Rhythmus und einer
Fragmentierung der Schlafphasen [Buguet et al., 2001]. Desweiteren treten neurologische
Symptome wie L&hmungen von Gliedmalien, Zittern, Muskelzuckungen sowie
Koordinations- und Sprachstérungen auf, die mit anhaltendem Krankheitsverlauf stetig
zunehmen. Die fortschreitende Beeintrachtigung des ZNS fiihrt im Endstadium zum Koma
und in 100% der unbehandelten Félle zum Tod. Aufgrund von Mangelerndhrung oder

Sekundarinfektionen tritt dieser jedoch oft schon friiher ein.

1.1.3 Therapie

Je nach Stadium der Krankheit erfolgt die Behandlung mit Medikamenten, die starke bzw.
letale Nebenwirkungen aufweisen. In der ersten Phase kénnen noch Medikamente mit relativ
geringen Nebenwirkungen eingesetzt werden. In der zweiten Phase der Krankheit muss
jedoch mit Wirkstoffen, welche die Blut-Hirn-Schranke (berwinden kdnnen, therapiert
werden. Diese sind allerdings stark toxisch und schwierig zu applizieren.

Bereits 1904 wurde die arsenhaltige Verbindung Atoxyl als trypanozoider Wirkstoff
identifiziert. Die Toxizitat des Stoffes machte jedoch eine Weiterentwicklung unerldsslich.
1916 gelang es dem Bayer-Konzern schlieRlich mit Bayer 205 (Suramin) das erste effektive
Mittel gegen T. b. rhodesiense-Infektionen in der ersten Phase zu entwickeln [Winkle, 2005].
Das nicht ZNS-gangige Suramin, welches spater unter dem Handelsnamen Germanin
vertrieben wurde, wird heute noch verwendet.

Pentamidin, das 1937 von Arthur James Ewins entwickelt wurde, ist heute noch das einzige
Medikament, das in der ersten Phase von T. b. gambiense-Infektionen eingesetzt wird. [Bray
et al., 2003].

Mit der Entwicklung des ZNS-gangigen Melarsoprols 1949 (Arsobal®) wurde erstmals ein
wirkungsvolles Medikament gegen die zweite Phase, sowohl von T. b. gambiense- als auch

von T. b. rhodesiense-Infektionen, vorgestellt. Jedoch starben damals noch bis zu 20% der
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Patienten an den Folgen der arsenhaltigen Therapie [Friedheim, 1949]. In einer Studie von
2003 wurden Schlafkrankheitspatienten der zweiten Phase mit Melarsoprol und Eflornithin
behandelt. Hier lag die Sterblichkeitsrate bei Melarsoprol-behandelten Patienten bei 3,5% und
bei Eflornithin-behandelten Patienten bei 0,8% [Chappuis et al., 2005].

Mit dem, Ende der 1980er Jahre entwickelten, a-Difluormethylornithin (DFMO, Eflornithin)
wurde ein ZNS-gangiges Mittel entdeckt, welches eine deutlich verminderte Sterblichkeitsrate
gegenliber Melarsoprol aufwies. Allerdings ist es nur gegen die westafrikanischen T. b.
gambiense Erreger wirksam und zudem sehr teuer in der Produktion, weshalb es Mitte der
1990er Jahre wieder vom Markt genommen wurde.

Erst durch die Einigung Sanofi-Aventis und der DNDi (Drugs for Neglected Diseases
initiative) 2001 wurde das Mittel wieder hergestellt und umsonst der afrikanischen
Bevolkerung zur Verfligung gestellt. Ein effizienter Therapieansatz stellt auch die
Kombination bereits bekannter Medikamente wie Eflornithin und dem eigentlich gegen die
Chagas-Krankheit (durch T. cruzi verursacht) eingesetzten Nifurtimox, dar. Diese
Kombinationstherapie gilt als die wirksamste und wurde im April 2009 in die Liste der
unentbehrlichen Arzneimittel (List of Essential Medicine) der WHO aufgenommen [WHO,
2010]. Die NECT-Therapie (nifurtimox-eflornithine combination therapy) ist einfacher und
glinstiger als eine Therapie mit Eflornithin alleine. Zudem bedarf sie  kirzerer
Behandlungsdauer und ruft in nur etwa halb so vielen Fallen schwere Nebenwirkungen hervor
[Priotto et al., 2009; Yun et al., 2010].
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Substanz Stadium | App. Struktur Nebenwirkungen
Trypanosoma brucei gambiense
Hypoglykamie,
O~ PO Schmerzen an der
Pentamidin erstes i. m. HZNY©/ OWNHZ Einstichstelle,
NH NH Durchfall, Ubelkeit,
Erbrechen
0 Durchfall, Ubelkeit,
Eflornithin . . Erbrechen, Krampfe,
zweites i.v. H:N OH ]
(DFMO) M H Andmie, Leuko- und
F z
[ Thrombozytopenie
o | in Kombination mit
/NS . .
L . . 0N o ——N—N 5 Eflornithin deutlich
Nifurtimox zweites i.v. N\ .
\ / ° verminderte
Nebenwirkungen
Enzephalopathie,
NH, )
N— Hautreaktionen,
) ) H N4< N periphere motorische
Melarsoprol | zweites | i.v. 20N )
N i § > /SJ/\OH und sensorische
HN A§S Neuropathien,
Thrombophlebitis
Trypanosoma brucei rhodesiense
SO
o o]
T R T Uberempfindlichkeit,
H H
Albuminurie,
Suramin erstes i.v. oF ,@OZE:O o—t—ol0 Héamaturie,
(20 94 o
QH  HQ
AN -5, Neuropathien
O:ﬁ—OH o 0 Hofﬁ:O
(o] o
Enzephalopathie,
NH, P p
N:< Hautreaktionen,
H N% N eriphere motorische
Melarsoprol | zweites | i.v. 20N\ pertp _
N /SfOH und sensorische
HN A§S Neuropathien,
Thrombophlebitis

Tabelle 1-1: Medikamente gegen die Schlafkrankheit
Modifiziert nach [Brun et al., 2010].
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1.2 Trypanosomen

Die einzelligen, parasitar lebenden Eukaryonten verdanken ihren Namen ihrer langlichen und
gewundenen Zellform sowie ihren ,bohrenden” Drehungen bei der Fortbewegung.
,, Trypanon “ und ,,soma “ ist griechisch und steht fir Bohrer und Kdorper.

Erstmals wurden Trypanosomen 1843 von dem Forscher David Gruby im Blut von Frdéschen
nachgewiesen [Gruby, 1843].

Die afrikanischen Trypanosomen der Art Trypanosoma brucei wurden zum ersten Mal im
Jahre 1895 von Sir David Bruce néher beschrieben und als Krankheitserreger der Tierseuche
Nagana identifiziert [Bruce, 1895]. Spater wurde durch ihn auch die Tsetsefliege als
Ubertrager beschrieben [Bruce et al., 1903]. Wie wir heute wissen sind die Erreger nicht nur
fir die Nagana (T. b. brucei, T. congolense) sondern auch fur die humane afrikanische
Tryposomiasis (HAT) oder auch afrikanische Schlafkrankheit beim Menschen (T. b.
gambiense und T. b. rhodesiense) verantwortlich.

Humanpathogene Trypanosomen wurden zum einen 1902 von Joseph Everett Dutton
identifiziert, der den Parasiten den Namen nach ihrem Entdeckungsort durch Robert Michael
Forde, dem Fluss Gambia, Trypanosoma gambiense gab [Dutton, 1902; Forde, 1902]. Zum
anderen, 1910 von Stephens und Fantham, die Trypanosoma rhodesiense aus einem Patienten
isolieren konnten [Stephens und Fantham, 1910]. Zu dieser Zeit wurde auch die zyklische
Ubertragung in der Fliege durch Friedrich Karl Kleine erstmals beschrieben [Kleine, 1909].
1972 wurden diese drei urspringlich identifizierten Arten zur Art Trypanosoma brucei mit
den Unterarten T. brucei brucei, T. brucei gambiense und T. brucei rhodesiense
zusammengefasst.

Die geilleltragenden Protozoen (Flagellaten) kommen weltweit in Arthropoden, Vertebraten,
und Pflanzen vor und gehéren der Ordnung Kinetoplastida an. Alle Trypanosomen sind
heteroxene Parasiten, die sich mehr als einen Wirt pro Lebenszyklus zu Eigen machen. Sie
treten sowohl im hdmolymphatischen System der Vertebraten als auch im Verdauungssystem
von Arthropoden (den Ubertragern) auf.

Zur Gattung Trypanosoma zéhlen weltweit mehrere hundert Arten [BioLib, 2010], wobei den
beiden humanpathogenen Arten Trypanosoma brucei und Trypanosoma cruzi mit den
jeweiligen Unterarten eine besondere Bedeutung zukommt. Die intrazelluldren Parasiten der
Art T. cruzi sind die Ausléser der Chagas-Krankheit in Mittel- und Stidamerika und werden
durch blutsaugende Raubwanzen tbertragen. Jahrlich gibt es dort ca. 50.000 Neuinfektionen
mit etwa 15.000 Todesféllen.
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1.2.1 Trypanosoma brucei

Die Parasiten der drei Trypanosoma brucei-Artengruppe werden durch unterschiedliche
Fliegen der Gattung Glossina, oder auch Tsetsefliege genannt, Ubertragen. Das
Verbreitungsgebiet der Erkrankungen ist daher auf das Lebensgebiet der Tsetsefliegen
beschrankt [Frey et al., 2001].

Der sogenannte ,, Tsetse-Giirtel“ ist iiber ein ca. 10 Millionen km? groBes Gebiet verbreitet
und erstreckt sich vom 14° nérdlicher bis zum 29° stidlicher Breite, also sudlich der Sahara im
Norden bis an den Nordrand der Kalahari im Stiden Afrikas [Donges, 1988; Pepin und Meda,
2001; Barrett et al., 2003]. In 36 Landern sind so mehr als 60 Millionen Menschen dem
stdndigen Risiko einer Erkrankung durch Trypanosomen ausgesetzt [WHO, 2010].

Der ostafrikanische Grabenbruch stellt dabei ziemlich genau die Grenze zwischen den
Verbreitungsgebieten der westafrikanischen T. b. gambiense und der ostafrikanischen T. b.
rhodesiense dar. Lediglich in Uganda treten beide Unterarten auf. T. b. brucei, kommt tber

den gesamten Tsetse-Gurtel verteilt vor.

Der humanpathogene Erreger T. b. gambiense wird vorwiegend von Fliegen der Glossina
palpalis-Gruppe ubertragen. Sie leben in West- und Zentralafrika und sind in wasserreichen
Gegenden und in Flussnahe anzutreffen.

Das Hauptreservoir flir T. b. rhodesiense stellt das Rind dar. Es kdnnen bis zu 20% der Rinder
in Epidemieregionen akut oder auch chronisch mit humanpathogenen Parasiten infiziert sein.
Haustiere wie Schweine oder Ziegen sowie Wildtiere wie Buschbtdcke und Antilopen stellen
weitere Reservoire dar. Die Ubertragung erfolgt durch Fliegen der Glossina morsitans-
Gruppe, die vorwiegend in der Savanne leben.

Die nicht-humanpathogene Unterart, T. b. brucei beféllt zahlreiche Haus- und Wildtiere, bei
denen sie die Tierseuche Nagana auslost. Hier verlauft die Infektion sehr unterschiedlich. Bei
westafrikanischen Hausrindern z.B. treten kaum Krankheitszeichen auf. Bei Hunde, Katzen
oder Pferden verlauft die Infektion meist todlich. Menschen zeigen aufgrund des im humanen
Serum vorkommenden Apolipoproteins L-1 (apoL-1) eine Resistenz gegenuiber T. b. brucei
[Pays und Vanhollebeke, 2008]. T. b. rhodesiense besitzt mit dem serum resistance
associated (SRA)-Faktor ein Protein, das an das Apolipoprotein bindet und dessen
trypanolytische Wirkung neutralisiert. Der Mechanismus der Serumresistenz bei T. b.
gambiense ist bislang noch unbekannt [Berberof et al., 2001]. Durch Mutation und knock

down des Hp/Hb Rezeptors in diesen Parasiten konnte ein apolL-1 vermittelter Zelltod
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umgangen werden [Kieft et al., 2010]. Somit spielt dieser Rezeptor nachweislich eine zentrale
Rolle bei der T. b. gambiense Serumresistenz.

et Species No.
- p 1
Palpalis ' Morsitans / §
Group Group 4
- e B - §
- Il 5
y ’ I Cleared

Abb. 1-3: Verbreitungsgebiet der Tsetsefliegen der Palpalis- und Morsitans-Gruppe

Quelle: http://www.medicalecology.org/diseases/print_d_african_trypano.htm

1.2.2 Taxonomie

Trypanosomen gehdren der Ordnung Kinetoplastida an. Die taxonomische Klassifizierung
richtet sich nach morphologischen, biochemischen und molekularbiologischen Charakteristika.
Der Ordnungsname ist auf die Prasenz des Kinetoplasts, einem elektronenmikroskopisch
sichtbaren Selbstteilungskorper, der die mitochondriale DNA enthalt, zurlickzufuhren. Alle
Angehdorigen dieser Ordnung tragen in mindestens einem der Stadien ihres Lebenszyklus ein
oder mehrere Flagellen. Je nach Anzahl der Flagellen leiten sich die Unterordnungen
Trypanosomatina (ein Flagellum) und Bodonina (zwei Flagellen) ab.

Die Gattung Trypanosoma gehort der Familie Trypanosomatidae an und zahlt zu den
Trypanosomatina.

Diese gliedert sich in die beiden Gruppen Salivaria und Stercoraria. Die Klassifizierung
richtet sich nach dem Vermehrungsort im Vektor und der Ubertragungsart. Die
Vervielfachung der Salivaria-Trypanosomen, die durch den Speichel Ubertragen werden,
findet im vorderen Teil des Verdauungstraktes des Vektors statt. Zu ihnen gehdren neben der
Art T. brucei auch T. congolense, T. vivax (Erreger der Rinderseuche in Afrika), T. evansi

(Erreger der Surra) und T. equiperdum (verursacht die Kreuzldhme bei Pferden).
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Die Parasiten der Stercoraria-Gruppe vermehren sich im Hinterdarm des Vektors und werden
durch die Faeces (bertragen. Zu den Stercoraria gehort T. cruzi (Erreger der Chagas
Krankheit in Mittel- und Stidamerika), der durch die Raubwanze tbertragen wird.

Einige Kinetoplastiden, wie beispielsweise Crithidien, leben ausschlieBlich im Darmsystem
von Arthropoden und vollziehen keinen Wirtswechsel. Es wird angenommen, dass diese
Formen in der Evolution zuerst auftraten bevor sich Parasiten mit komplexeren Lebenszyklen

entwickelten.

Nach Levine stehen die Trypanosomen in folgendem taxonomischen Gesamtzusammenhang
[Levine, et al., 1980]:

System Protozoa
&
Stamm [ Euglenozoa
Unterstamm | Mastigophora
b bl
Klasse [ Zoomastigophora ]]
[ ]
Ordnung Kinetoplastida
I i
Unterordnung [ Trypanosomatina |
g I
Familie | Trypanosomatidae | | Bodonidae | | Cryptobiidae |
X
3 ! 1
Gattung | Leishmania | (Trypanosoma | Crithidia |
L
[} il
Gattungsgruppe Salivaria Stercorana
L ; L
Untergattung [ Duttonella I [ Trypanozoo l [ Nannomona l Schizotnypanum
3 1 3
Art T. vivax [ T. brucei ﬂ [ T. congolense l] T. cruz
| 1 ___"

I 3 A
Unterant 77 bwcei | [ 7. b.gambiense | [T, b. thodesensd

Abb. 1-4: Taxonomische Einordnung von Trypanosoma brucei
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1.2.3 Morphologie

Trypanosomen sind 15-40um lange und im Durchmesser etwa 0,5-2um grof3e Einzeller, deren
aulere Gestalt stark vom jeweiligen Stadium ihres Lebenszyklus abhéngig ist. Intrazellular
bleibt der Aufbau der Zelle aber im Wesentlichen konstant. So besitzt jede Zelle das
charakteristische Flagellum, welches aus einer Flagellumtasche am hinteren Ende der Zelle
entspringt. Die Flagellumtasche ist der zentrale Ort von zellularen Aufnahme- und
Abgabeprozessen, um die sich ein stark ausgebildetes vesikulares System befindet [Landfear
und Ignatushchenko, 2001]. Dies und die Beobachtung, dass die GeilRel der Trypanosomen
kaum zur Fortbewegung der Parasiten beitragt, legt die Vermutung nahe, dass das Flagellum
eher ein Transportmedium extrazellularer Stoffe zur Flagellumtasche hin darstellt, damit sie
dort Uber Endozytose in die Zelle aufgenommen werden konnen [Engstler et al., 2007].
AuRerdem ist das Flagellum der Trypanosomen lediglich in einem kleinen Bereich am
Vorderende des Parasiten frei beweglich und fast Gber die gesamte L&nge durch maculae
adhaerentes (desmosomen-artige Strukturen) mit der Zelle verbunden. Allerdings hat sich die
Motilitat der GeiRel als essentiell fiir die Uberlebensfahigkeit der Parasiten herausgestellt
[Broadhead et al., 2006].

Je nach Stadium des Lebenszyklus ist der Ursprung des Flagellums ein anderer. In der
trypomastigoten Form liegt er hinter dem Nukleus. In der epimastigoten Form, im Insekt, liegt
er vor dem Nukleus.

Trypanosomen besitzen parallel angeordnete Mikrotubuli, die unterhalb der Plasmamembran
als dicht gepacktes, flexibles Netzwerk aus gegeneinander verschiebbaren Strangen verlaufen
und der Zelle ihre charakteristische Form und Stabilitat verleihen [Hemphill et al., 1991].
Vorgéange wie Exo- oder Endozytose erfolgen nur an der Flagellumtasche.

An der Zelloberflaiche befinden sich Proteine wie VSG oder Procyclin, die einen
Oberflachenmantel bilden. Diese schiutzen die Blutformen bzw. die Fliegenformen gegen das
Immunsystem des jeweiligen Sdugerwirts (VSG) bzw. gegen die Verdauungsenzyme im
Darm der Fliege (Procyclin).

In Abb. 1-5 ist der Aufbau eines long slender Trypanosomen dargestellt. Neben den
gewohnten Organellen wie Nukleus, Golgi-Apparat, Lysosomen und Endosomen gibt es auch
trypanosomenspezifische Organellen wie die Glykosomen (peroxisomen-artige Organellen),
welche die meisten Enzyme der Glycolyse enthalten, sowie ein einziges Mitochondrium, das
sich je nach Stadium verdndert. In dem schlauchartig durch die Zelle angelegten

Mitochondrium enthalten ist auch der Kinetoplast, der die gesamte mitochondriale DNA
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(KDNA) repréasentiert. Er ist auf der Hohe der Flagellumtasche lokalisiert und besteht aus
etwa 50 maxicircles (20-38 Kilobasen) und mehreren Tausend minicircles (ca. 1kb), die
catenat-artig miteinander verknipft sind [Chen et al., 1995; Lukes et al., 2002]. Die DNA der
maxicircles codiert fir die ribosomale RNA (rRNA) sowie fir einige der mitochondrialen
Proteine der oxidativen Phosphorylierung und der Elektronentransportkette [Simpson, 1987].
Auf den minicircles ist ein Teil der guideRNAs lokalisiert, die fir das RNA-editing der
maxicircle-Transkripte bendtigt werden.

Das RNA-editing stellt eine umfangreiche posttranslationale Modifikation der pr&-mRNA in
Trypanosomen dar, die zu einer Erhdhung der Diversitat des Transkriptom fuhrt und somit in
einer groferen Proteinvielfalt mindet. Dazu werden von der 3'-terminalen Uridinyl-
Transferase Uridylreste in die mRNA-Sequenzen entgegen der Transkriptionsrichtung
eingebaut. Aus Mitochondrien konnte ein Protein/DNA-Komplex mit RNA-editing-Aktivitat,

das sogenannte ,,Editosom®, isoliert werden [Stuart, 1998].

Microbody
Granular

endoplasmic
reticulum

Nucleus

Pellicular
microtubules

Intramitochondnal
crystal

Golgi apparatus

Protein sequestering
reticulum

Undulating
membrane

Pinosome

Basal body

Free of flagellum

flagelium

Kinetoplast

remnants Mitochondrial

labyrinth

Abb. 1-5: Schematischer Aufbau von Trypanosoma brucei [Vickerman, 1977]
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1.2.4 Lebenszyklus von Trypanosoma brucei

Trypanosomen unterliegen einem sehr komplexen Lebenszyklus, der verschiedene Stadien
beinhaltet. Um den Wirtswechsel von Fliege auf S&duger und umgekehrt zu bewerkstelligen,
mussen sie sich an vier verschiedene Umgebungen anpassen:

Den Blutkreislauf und das Gehirn des Saugers [Wolburg et al., 2012], den Verdauungstrakt
der Fliege und schlielRlich deren Speicheldrise.

Dabei erfahren das Mitochondrium und die Plasmamembran die grofite Verédnderung. Aber
auch insgesamt unterscheiden sich die verschiedenen Stadien in ihren zellbiologischen und
biochemischen Eigenschaften sowie ihrer Morphologie. Wahrend der Blutmahlzeit einer
infizierten Tsetsefliege gelangen etwa 20.000 metazyklische, trypomastigote Trypanosomen,
uber den Speichel der Fliege, in den Kérper des gebissenen Saugers [Stich und Steverding,
2002]. Im dermalen Bindegewebe der Einstichstelle kommt es zu einer lokalen Entziindung,
dem sogenannten Schanker, dem ersten Symptom der Schlafkrankheit [Barry und Emery,
1984]. Die Parasiten gelangen wéahrend des Bisses direkt in das gesamte Lymph- und
Blutkreislaufsystem. Dort wandeln sich die metazyklischen Parasiten in die proliferierende
long slender (LS) Blutform um, die sich durch binédre Zellteilung, bei der eine geschlossene
Mitose durchgefiihrt wird [Duszenko, 1998], vermehren. Im Gegensatz zur pro- bzw.
metazyklischen Insektenform, welche eine voll funktionsfahige Atmungskette aufweist und
hauptsachlich Prolin metabolisiert, besitzt die LS-Blutform ein stark zurlckgebildetes
Mitochondrium, das keines der fur den Citratzyklus oder Atmungskette erforderlichen
Enzyme enthalt. Sie gewinnt ihre Energie ausschlieBlich aus der im Blut vorhandenen
Glucose [Opperdoes und Borst, 1977] und ist das, fir die wellenférmig verlaufende
Parasitamie, verantwortliche Stadium der Trypanosomen. Ist eine gewisse Zelldichte erreicht,
differenziert die LS-Form Uber eine Intermediat-Form zu der im Zellzyklus arretierten und
daher nicht mehr teilungsfahigen short stumpy (SS) Form.

Im Gegensatz zur LS-Form besitzt die SS-Form ein Mitochondrium mit tubul&ren Cristae, in
dem Enzyme wie Pyruvat-Dehydrogenase, Prolinoxidase und o-Ketoglutarat-Dehydrogenase
exprimiert werden [Flynn und Bowman, 1973]. Insofern stellt die SS-Form ein Stadium dar,
das fir das Leben im Darmsystem der Tsetsefliege préadaptiert ist, in dem Prolin die einzige
Energiequelle darstellt.

Im Blut sind immer beide Formen (LS und SS) enthalten, da nicht alle Trypanosomen
differenzieren. Um dem Immunsystem des Wirts zu entkommen, exprimieren die Zellen stets

eine neue VSG-Variante, welche die alte auf der Zelloberflache ersetzt. In der letzten Phase
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der Infektion dringen die Trypanosomen uber die Blut-Liquor-Schranke in das zentrale
Nervensystem ein und l6sen eine Meningoenzephalitis aus [Chimelli und Scaravilli, 1997].
Die SS-Form produziert PGD,, welches, wie seine Metabolite, einen apoptose-&hnlichen
programmierten Zelltod (PCD) induziert [Figarella et al., 2005, 2006].

Werden diese Parasiten also nicht innerhalb der néchsten 3-4 Tage, durch eine Blutmahlzeit
einer Tsetsefliege, aufgenommen, sterben sie ab [Tyler, 2003]. Geschieht dies aber, gelangen
die Trypanosomen in das Verdauungssystem des Insekts. Im Mitteldarm entwickelt sich die
nicht teilungsfahige, gedrungene SS-Form, innerhalb von 48-72h, zur prozyklischen (PC)
Insektenform, die eine hohe Teilungsrate aufweist und statt VSG, Procyclin als
Hauptoberflachenprotein exprimiert [Roditi et al., 1989].

Nach einigen Tagen im Darm wandeln sich die Parasiten zur epimastigoten Form um und
wandern anschlieend durch das Proventrikulum in die Speicheldrise [Glattli, 1988]. Die
epimastigote Form heftet sich an die Mikrovili der Speicheldriisen an und wandelt sich in die
gedrungene, nicht proliferierende, metazyklische (MC) Form um, die fir den S&ugerwirt
infektids ist. Ihr Oberflachenmantel besteht erneut aus VSG, und bei einer Ubertragung losen

sie sich wieder vom Speicheldriisenepithel ab.
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Abb. 1-6: Lebenszyklus von Trypanosoma brucei

Sauger-Formen: A) teilungsfahige long slender Form, B) Intermediat-Form, C) short stumpy Form.
Insekten-Formen: D) teilungsfahige Mitteldarm-Form, E) epimastigote Form und F) metazyklische
Form.

[Brun et al., 2010, Modifiziert nach Vickerman K., “Developmental cycles and biology of pathogenic
trypanosomes” Br Med Bull 1985; 41: 105-14]
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1.2.5 Variant Surface Glycoprotein (VSG)

Bereits Ende der 60er Jahre wurde der erste experimentelle Hinweis auf eine protektive
Proteinhdlle bei Trypanosomen gefunden [Vickerman, 1969]. Um sich vor dem Immunsystem
des Sdugerwirts zu schutzen, besitzen die Blutformen der Trypanosomen einen dichten
Oberflachenmantel aus ca. 10" Molekiilen eines knapp 60kDa groen Proteins, dem variant
surface glycoprotein (VSG). Das VSG bildet eine einheitliche, ca. 12-15nm dicke Schicht, die
elektronenmikroskopisch sichtbar ist und das einzige von aullen zugangliche Antigen des
Parasiten darstellt [Cross, 1975; Turner, 1999].

Gegen VSG oder antigene Determinanten werden vom Wirt Antikorper gebildet, was zur
Abtotung des groliten Teils der Parasitenpopulation fuhrt. Einige Trypanosomen exprimieren
zu dieser Zeit aber bereits eine andere VSG-Variante, die vom Immunsystem noch nicht
erkannt wurde und kénnen so die Population wieder regenerieren. Auf diese Weise kommt es,
wie in Abb. 1-7 gezeigt, zum typischen wellenformigen Verlauf der Parasitdmie [Ross und
Thomson, 1910]. AuBerdem wird das VSG-Repertoir der Trypanosomen durch fehlerhafte
genetische Rekombination sténdig erweitert. Der Mechanismus des sogenannten antigenic
switching besteht in der Aktivierung eines stillen VSG-Gens, wobei das zu diesem Zeitpunkt
aktive Gen gleichzeitig inaktiviert wird. Dies kann z.B. durch Rekombinationsprozesse
erfolgen, bei denen ein bis zu diesem Zeitpunkt nicht exprimiertes Gen in eine
telomerstandige VSG expression site transloziert und in der Folge transkribiert wird [Borst et
al., 1998].

Das antigenic switching tritt spontan, d.h. unabhéngig von der Immunantwort des Wirts auf,
und zwar in Intervallen von etwa 10 pro Generation bei monomorphen und bis zu 107 pro
Generation bei pleomorphen Stdmmen [Lamont et al., 1986]. Dies fuhrt dazu, dass die
Parasitdmie einen oszillierenden Verlauf annimmt. Nach dem Absterben des grofiten Teils der
Trypanosomen vermehren sich diejenigen mit einem verénderten Oberflachenmantel wieder
ungestort bis das Immunsystem auf das neue Antigen reagieren kann. Dann wird wieder eine
andere VSG-Variante bendtigt. Die jeweiligen antigenen Determinanten werden von dem
nach auflen gerichteten Amino-Terminus bestimmt, der den variablen Teil der
unterschiedlichen VSG-Molekiile darstellt. Dagegen bildet der Carboxy-Terminus, der etwa
ein Drittel des Gesamtmolekiils ausmacht, den in allen VSG-Varianten relativ konservierten
Anteil des Proteins. Uber diesen ist das VSG-Molekiil als Homodimer Uber einen
Glycosylphosphatidylinositol-Anker  (GPI-Anker) in der Plasmamembran befestigt.
Strukturanalysen von verschiedenen VSG-Varianten wiesen die Gemeinsamkeit auf, dass die
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Oberflache der Trypanosomen durch das Protein jeweils dicht bedeckt ist. Eine weitere
Gemeinsamkeit der untersuchten VSG-Varianten ist die Anwesenheit von N-Glykanen
[Freymann et al., 1984]. Bei den prozyklischen Insektenformen von Trypanosoma brucei
findet man keinen Oberflaichenmantel aus VSG-Molekiilen, sondern eine Expression des
plasmamembranstandigen Procyclic Acidic Repetitive Protein (PARP) oder Procyclin [Roditi
und Clayton, 1999], welches den nétigen Schutz vor dem Verdauungssystem der Tsetsefliege
bietet.

Trypanosomen pro pl Blut
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Abb. 1-7: Parasitamie eines Schlafkrankheit-Patienten
Gezeigt ist der Verlauf der Trypanosomenkonzentration im Blut eines mannlichen Patienten,

modifiziert nach [Ross und Thomson, 1910].

1.2.6 Trypanothion

Die Aufrechterhaltung des Redoxgleichgewichts ist fur jede Zelle von grofRer Bedeutung.
Hohere Eukaryonten besitzen dafir das Glutathion (y-Glutamylcysteinylglycin), das vor allem
zur Beseitigung freier Radikale (Uber die Glutathion-Peroxidase), zum antioxidativen Schutz
von Cysteinresten in Proteinen, als Konjugatbildner in der Phase 11 der Biotransformation und
fur verschiedene biosynthetische Reaktionen (z.B. Peptidoleukotriene) verwendet wird.
Trypanosomen besitzen keine Katalase und keine selenhaltige Glutathion-Peroxidase [Bosch-
Morell et al., 1999].

Etwa 70% ihres Glutathions wird in Trypanothion umgewandelt, welches den essentiellen

Redox-Mediator in den Trypanosomatiden Crithidia, Leishmania und Trypanosoma darstellt
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[Fairlamb und Cerami, 1985; 1992]. Es besteht aus zwei Molekulen Glutathion, die tber das
Polyamin Spermidin miteinander verknipft sind (N1, N8-bis(L-glutamyl-L-hemicystinyl-
glycylspermidin). Dartiber hinaus spielt es eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der
intrazellularen Redoxverhéltnisse und tragt Uber die Trypanothion-Peroxidase direkt zur
Beseitigung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) bei [Keiser et al., 2001]. Trypanothion wird de
novo aus Spermidin, Glutathion und ATP synthetisiert [Koenig et al., 1997; Comini et al.,
2003]. AulRerdem ist der charakteristische Polyaminstoffwechsel der Kinetoplastiden fur die
Biosynthese von Trypanothion essentiell. Die Enzyme Ornithin-Decarboxylase und S-
Adenosylmethionin-Decarboxylase, welche als Targets fur chemotherapeutische MaRnahmen
dienen sowie die Trypanothion-Reduktase (Aquivalent der Glutathion-Reduktase im Sauger),
die die Regeneration des Trypanothions katalysiert, sind hier von Bedeutung [Fairlamb und
Cerami, 1992].

Tryparedoxin (TXN), ein Molekil der Thioredoxin-Familie, dient als Akzeptor fiir das
Reduktions-Aquivalent des Trypanothions. Gleichzeitig ist TXN das Substrat fiir die
Tryparedoxin-Peroxidase, welche Wasserstoffperoxid (H,O,) und andere Hydroperoxide
reduziert [Gommel et al., 1997; Nogoceke et al., 1997]. Herunterregulation der Trypanothion-
Reduktase in Trypanosoma brucei fihrt zu einer Zunahme der
Wasserstoffperoxidempfindlichkeit, Verlust der Virulenz und zum Arrest der Proliferation
[Dumas et al., 1997; Krieger et al., 2000].

1.2.7 Glykosomen

Bei den Kinetoplastiden lauft, im Gegensatz zu allen anderen Zellen, die Glycolyse nicht im
Zytosol, sondern in einem speziellen Organell, dem Glykosom ab. Die Glucose wird dort bis
zum 3-Phosphoglycerat umgesetzt. Dieses wird aus dem Glykosom ins Zytosol tberfthrt, wo
die letzten beiden Schritte der Glycolyse ablaufen, also auch die unter
Substratkettenphosphorylierung  ablaufende  Pyruvatkinasereaktion.  Somit ist die
Energiebilanz innerhalb des Glykosoms ausgeglichen, und das in der letzten
Glycolysereaktion anfallende ATP steht fir Reaktionen in der Zelle bereit. Das Endprodukt
Pyruvat wird Uber einen Transporter aus der Zelle ins Medium abgegeben und stellt somit ein
direktes MaR fiir die glycolytische Aktivitat von Blutform-Trypanosomen dar.

Um das in der GAPDH-Reaktion im Glykosom entstehende NADH zu reoxidieren, benutzen

die Parasiten ein besonderes Shuttle-System:
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Das in der Aldolasereaktion entstehende Dihydroxyacetonphosphat wird zunéchst im
Glykosom durch die Glycerinphosphat-Dehydrogenase unter NAD-Bildung zu Glycerin-3-
Phosphat reduziert. Das G-3-P wird aus dem Glykosom zum Mitochondrium
(Intermembranraum) transportiert, wo es durch die trypanosomale Alternative Oxidase (TAO)
zu Dihydroxyacetonphosphat reoxidiert wird. Als Elektronenakzeptor fungiert molekularer
Sauerstoff, wodurch auch in Blutform-Trypanosomen, trotz der nicht vorhandenen
Atmungskette, ein erheblicher Sauerstoffverbrauch nachweisbar und essentiell ist [Clarkson et
al., 1989].

Das Glykosom ist ein hochspezialisiertes Organell. Da die Parasiten ihre Energie
ausschlieBlich aus der Blut-Glucose des Wirtes beziehen, stellt die Glycolyse die einzige
energieliefernde Reaktionskette dar. In dem zuriickgebildeten Mitochondrium der BF-
Trypanosomen wird weder der Citratzyklus noch die Atmungskette durchgefuhrt. Daher ist
auch die Expression mitochondrialer Cytochrome ausgesetzt und ein sehr hoher
Glucosedurchsatz notwendig, den die Trypanosomen mithilfe dieses Kompartiment
vollziehen [Priest und Hajduk, 1994]. Glykosomen konnen wie Peroxisomen und
Glyoxisomen zu den microbodies gezahlt werden, da sie neben der praktisch identischen
Erscheinungsform auch einen &hnlichen Satz an Enzymen besitzen (z.B. Katalase in
Crithidien, Enzyme fur die B-Oxidation von Fettséuren in Trypanosoma brucei). Desweiteren
weisen sie im Saccharosegradienten die gleiche Dichte wie Peroxisomen und Glyoxisomen
auf [Borst, 1986].

1.3 Nekrose und programmierter Zelltod

Der programmierte Zelltod (programmed cell death; PCD) ist der absichtlich herbeigefiihrte
Tod von Zellen in einem mehrzelligen Organismus. Dieser dient in der Regel dazu, fir die
Entwicklung oder den Fortbestand des Organismus unnétige oder hinderliche Zellen gezielt
zu entfernen.

Aber auch in einzelligen Organismen wurde PCD nachgewiesen.

Der Tod von Zellen ist, wie die Proliferation, fur die Homdostase eines Organismus
unabdingbar [Nagata und Golstein, 1995]. Der programmierte Zelltod wurde zum ersten Mal
bei der Beobachtung der Ontogenese von Wirbeltieren beschrieben [Vogt, 1842].

Vogt beobachtete, dass wahrend der Entwicklung von Amphibien unerwiinschte Gewebe

(Schwanz, Schwimmhé&ute) durch Zelltod gezielt abgebaut wurden. Der Zelltod wurde von
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Toxikologen und Pathologen aber erst als ein passives, degeneratives Ereignis angenommen,
was im Jahre 1871 von Virchow als ,,Nekrose und ,,Nekrobiose* bezeichnet wurde [Virchow,
1871]. Mit der Entwicklung der Biologie wurde erkannt, dass es sich hierbei um eine
gesteuerte Reaktion handelt [Saunders, 1966].

1971 wurde eine Art Suizid vorgeschlagen, nachdem klar wurde, dass eine de novo
Proteinbiosynthese notwendig ist, um morphologische Verédnderungen herbeizufuhren [Farber
et al., 1971]. Im Jahre 1972 wurde von Kerr, Wyllie und Currie erstmals eine Klassifizierung
in zwei Arten vorgenommen, die den oben beschriebenen Zelltod (Apoptose) vom Unfalltod
einer Zelle (Nekrose) abgrenzt.

Dabei beschreibt die Nekrose den pathologischen Untergang von Zellen, die durch
verschiedene Stimuli wie Verletzungen, Verbrennungen, Detergentien, Strahlung, Oxidantien,
Ischdmien, Traumata oder Pathogene absterben. Diese Form des Zelltodes tritt unerwartet und
plotzlich auf und kann nur durch die Entfernung des auslésenden Stimulus verhindert werden,
nicht wie bei der Apoptose durch Blockierung eines Signals [Leist et al., 2001]. Im Verlauf
des nekrotischen Zelltodes kommt es durch einen Ausfall der zelluldren lonenpumpen zu
einem Einstrom von Kalzium- und Natriumionen. Der daraus resultierende osmotische
Einstrom von Wasser fihrt zur Schwellung der Zelle und der Organellen und schlie8lich zum
Platzen der gesamten Zelle. Durch die Einwirkung von Detergenzien flihrt der Verlust der
Membranintegritdt zu diesem Effekt. Hierbei tritt der Inhalt der Zelle aus und I6st in
Metazoen eine charakteristische Entziindung aus [Kerr et al., 1972].

Im Gegensatz zur Nekrose kommt es bei der Apoptose nicht zum Auflésen der Zelle.
Vielmehr treten hier morphologische Charakteristika auf, die einen genetisch gesteuerten
Prozess erkennen lassen, der eine Reaktion auf physiologische oder pathologische
Umgebungsveranderungen darstellt und somit induzierbar ist [Kerr et al., 1972]. Es kommt
zum Schrumpfen von Zytosol und Zellkern, wobei die Zelle aktiv lonen, vor allem
Kaliumionen, nach aufRen pumpt. Das Chromatin kondensiert und zerfallt in Fragmente. Es
kommt zu keiner Schwellung der Organellen, die erst spat ihre Integritat verlieren. Des
Weiteren bilden sich Ausstilpungen der Plasma- und der Kernmembran, die sich als
»apoptotische Korper™ abschnuren. Durch dieses sogenannte blebbing werden die Zellen
gerichtet degradiert. Es kommt, im Gegensatz zur Nekrose, nicht zur Freisetzung des
Zellinhalts, so dass in mehrzelligen Organismen keine entziindlichen Reaktionen induziert
werden.

Zur Charakterisierung aller Arten des programmierten Zelltodes (aulRer Nekrose) flhrte

Clarke 1990 eine neue Klassifizierung des PCD ein:
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* PCD I, die typische Apoptose,

* PCD II, Autophagie, die durch die Bildung von autophagischen Vakuolen charakterisiert ist,
* PCD IIl, bei dem sich die Zelle ohne die Beteiligung des Lysosomensystems in Fragmente
auflost [Clarke, 1990].

Zudem wurde von Leist und Jaattela ein Modell erstellt, das den Zelltod nach der
Chromatinkondensation in vier Klassen einteilt [Leist und Jaatteld, 2001]. Apoptose zeigt eine
Chromatinkondensation in kompakter und geometrisch einfacher Form. Apoptosis-like PCD
zeigt eine weniger kompakte Chromatinkondensation mit geometrisch komplexeren Formen
als bei Apoptose. Die meisten caspase-unabhangige Apoptose-Formen fallen in diese Klasse.
Beim necrosis-like PCD ist dagegen keine Chromatinkondensation zu beobachten. Nekrose
als Gegenstiick zum PCD kann nur durch die Entfernung des auslésenden Stimulus verhindert

werden.

1.3.1 Apoptose bei hoheren Eukaryonten

Fur die Existenz eines mehrzelligen Organismus ist die Aufrechterhaltung eines
Gleichgewichts zwischen Auf- und Abbau einzelner Zellen essentiell. Bei der
Embryonalentwicklung werden z.B. die Haute des Interdigitalraumes apoptotisch entfernt
[Mori et al., 1995]. Auch Uberflussig gebildete Nervenzellen, die keine Synapsen ausgebildet
haben werden durch Apoptose degradiert [Yuan et al., 2000]. Aber auch fiir die Homdostase
des adulten Korpers ist die Apoptose von groRer Bedeutung. So werden genotoxische Zellen
oder autoreaktive Zellen des Immunsystems genauso apoptotisch entfernt wie in der Regel
viral infizierte Zellen [Shub, 1994]. Eine Fehlregulation der Apoptose wird in einer Reihe von
akuten (Infarkte) und chronischen Krankheitsbildern (neurodegenerative Erkrankungen, AIDS)
beobachtet [Ameisen, 1991]. Die Apoptose ist ein aktiver und somit energieabhangiger
Prozess. Sie l&sst sich in drei Phasen einteilen [Martin und Green, 1995].

In der Induktionsphase kdnnen exogene oder endogene Stimuli den PCD auf verschiedenen
Wegen induzieren. Exogen werden spezifische Rezeptoren auf der Zelloberflache, z.B.
Mitglieder der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptoren-Familie (TNFR), wie der CD95-Rezeptor
durch ihre Liganden aktiviert [Van Parijs und Abbas, 1998]. Reaktive Sauerstoffradikale oder
Schéadigung der DNA fiihren dagegen als endogene Stimuli zum intrinsischen Weg der

Apoptose. Die Todesrezeptoren des extrinsischen Weges besitzen in ihrem zytoplasmatischen

22



Einleitung

Teil eine Todesdoméne (DD, ,,death domain*). Liganden sind z.B. der Tumor-Nekrose-
Faktor (TNF) und andere Zytokine, die beispielsweise von T-Lymphozyten sezerniert werden.
Durch die induzierte Trimerisierung des Rezeptors bilden die Todesdomanen eine Struktur, an
die Adaptormolekile mit eigener Todesdoméne binden kdnnen. Als erstes wird das ,,TNF-
Rezeptor assoziierte Protein“ (TRADD) rekrutiert. AnschlieBend bindet an die DD des
TRADD das ,,Fas assoziierte Protein mit Todesdoméne” (FADD). FADD besitzt neben der
DD auch eine Todeseffektordomane (DED, ,, death effector domain*), Uber die Procaspase 8
mit ihrer DED an den Komplex bindet. Diese kann sich nun durch die entstandene hohe
lokale Konzentration autokatalytisch aktivieren. Die aktive Caspase 8 I6st ihrerseits die
sogenannte Caspase-Kaskade aus, wodurch weitere Caspasen aktiviert werden.

Beim intrinsischen Weg kommt es zur Freisetzung von Cytochrom ¢ und anderen
proapoptotischen Faktoren, wie Smac/DIABLO, aus dem Mitochondrium ins Zytosol. Dieser
Weg wird beispielsweise durch p53, einem Tumor-Suppressor ausgeldst, der durch
Schadigung der DNA aktiviert wird. p53 stimuliert die Expression pro-apoptotisch wirkender
Mitglieder der Bcl-2 Familie (z.B. Bax, Bad). Diese filhren dann zur Freisetzung der pro-
apoptotischen Faktoren, wie Cytochrom c, aus dem mitochondrialen Intermembranraum.

Die Bindung von Cytochrom ¢ an Apaf-1 (apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktor-1)
macht die Proteinbindedomédne CARD (Caspase-Rekrutierungs-Doméne) von Apaf-1
zuganglich, so dass sie an die CARD der Procaspase 9 binden kann. Die Bildung dieses
Heterodimers ist eine VVoraussetzung fur die autolytische Aktivierung von Caspase 9. Dieses
Apoptosom stellt die aktive Form der Caspase 9 dar. Wie Caspase 8 initiiert aktive Caspase 9
die Caspase-Kaskade. Eine Signalverstarkung dieses Weges wird innerhalb der Caspase-
Kaskade durch Caspase 7 vermittelt, die nicht nur Substrate spaltet die an der Ausfiihrung der
Apoptose beteiligt sind, sondern ihrerseits auch die Caspase 9 aktiviert.

Zwischen extrinsischem und intrinsischem Weg kommt es aber auch zum cross-talk. So kann
die Caspase 8 das cytosolische Protein Bid (BH3 interacting domain death agonist) spalten
und das entstehende C-terminale Spaltprodukt tBid (truncated Bid) vermittelt nach der
Translokation an das Mitochondrium die Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren und
fahrt zur Aktivierung der Caspase 9 [Igney und Krammer, 2002].

Im letzten Schritt fuhren Effektorcaspasen, vor allem Caspasen 3, 6 und 7 zum apoptotischen
Tod der Zelle. Sie aktivieren einerseits sekundére Zielproteine (z.B. Caspase aktivierte DNase
(CAD), oder andere Caspasen) durch limitierte Proteolyse. Andererseits sind sie selbst aktiv
am Abbau von Lamin und Actin beteiligt. Ein weiterer Aspekt ist die caspasen-vermittelte
Unterdriickung der DNA-Reparatur [EImore, 2007].

23



Einleitung

Letztendlich schnirt sich die Zelle nach und nach in kleine Vesikel ab, bei denen, im
Gegensatz zur Nekrose, die Zellmembran intakt bleibt [Schulze-Osthoff et al., 1998].

Der Austritt von Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium ins Zytosol, tritt beim extrinsischen
Weg erst spéat, d.h. wéahrend der Apoptose auf und ist eher ein Resultat der Apoptose als ihr
Ausloser. Beim extrinsischen Weg unterscheidet man ferner zwischen aktiver (Aktivierung
von Rezeptoren) und passiver (Entzug von Wachstumsfaktoren) Apoptose.

Es wurden bereits auch caspasen-unabhangige Formen des Zelltodes beschrieben [Borner und
Monney, 1999; Leist und Jaattela, 2001]. Eines dieser Modelle ist die Paraptose. Starke
Vakuolisierung des Zytosols und Dilatierung des Mitochondriums und des endoplasmatischen
Retikulums sind hierflir charakteristisch. Paraptose wird durch MAPK (mitogen-activated
protein kinases) ohne Beteiligung von Caspasen vermittelt und kann durch Mitglieder der
TNF Rezeptorfamilie TAJ/TROY induziert werden [Sperandio et al., 2004].

1.3.2 Apoptose bei Einzellern

Wahrend das Auftreten eines apoptotischen Zelltodes bei mehrzelligen Organismen als
Homdostase gut nachvollziehbar ist, war ein solcher Prozess bei Einzellern lange Zeit kaum
vorstellbar.

Dennoch sind unizellulare Organismen féhig, sich selbst in Zellpopulationen zu organisieren
und interzellulare Kommunikationsmuster zu errichten [Shapiro, 1995; Palkova et al., 1997].
Zur Akzeptanz dieses Phdnomens haben auch die vielen Veroffentlichungen zum
apoptotischen Zelltod bei den folgenden Spezies beigetragen: Dictyostelium discoideum
[Arnoult et al., 2001], Leishmania donovani [Lee et al., 2002], Leishmania infantum [Sereno
et al., 2001], Leishmania mexicana [Zangger et al., 2002], Plasmodium bergei [Al Olayan et
al., 2002], Plasmodium falciparum [Picot et al., 1997], Saccharomyces cerevisiae [Madeo et
al., 1999; 2002], Tetrahymena thermophila [Christensen et al., 1996], Trypanosoma brucei
[Ridgley et al., 1999; Figarella et al., 2005; 2006], Trypanosoma cruzi [Piacenza et al., 2001].
Die Apoptose in niederen Eukaryonten unterstiitzt die Theorie, dass der programmierte
Zelltod (PCD) aus einem urspriinglichen Zelltodmechanismus entstanden ist [Fraser und
James, 1998]. Eine Hypothese fir die Entstehung des PCD ist, dass eukaryontische Zellen
eine Fusion einer aeroben Bakterienspezies mit anaeroben Zellen ist, woraus die
Mitochondrien entstanden sind. Kinetoplastiden sind die ersten Einzeller, die ein

Mitochondrium besitzen. Dieses scheint von groRer Bedeutung fir die Kontrolle von Leben
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und Tod in der Eukaryontenevolution zu sein [Nguewa et al., 2004]. Um Konflikte zwischen
den unterschiedlichen Genomen l6sen zu kénnen und somit eine Symbiose zu erreichen,
konnten Killer-Gene selektiert worden sein [Ameisen, 1996]. Obwohl sich viele
phanotypische Merkmale des Zelltodes bei den Trypanosomatidae, mit denen der
verschiedenen Typen von Apoptose in hoheren Eukaryonten gleichen, sind die molekularen
Mechanismen noch unklar. Es wurde bereits beschrieben, dass einige Gene unterschiedlich
exprimiert werden, wenn PCD in diesen Parasiten stattfindet. Bei Trypanosoma brucei wurde
eine Stimulierung von Prohibitin (ein Proto-Oncogen), TRACK (Mitglied der RACK Gen-
Familie) und ein Homolog des QM Proteins (Regulator von c-Jun) wéhrend des Ablaufs des
Zelltodes festgestellt [Welburn und Murphy, 1998; Lillico et al., 2002]. Jedoch sind die

genauen Signalwege des PCD bei den Trypanosomatidae noch langst nicht entschlisselt.

1.4 Ausloser des induzierten Zelltodes bei T. brucei

1.4.1 ROS

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind metabolische Nebenprodukte vieler physiologischer
Prozesse. Zu den ROS gehodren neben Singulett-Sauerstoff auch die bei der Reduktion des
Sauerstoffs zu Wasser auftretenden Zwischenprodukte: Superoxidanionen-Radikale (O,"),
Wasserstoffperoxid (H,O2) und Hydroxyl-Radikale (OHe). Haufig werden auch Hypochlorid
(HOCI), Peroxyl-Radikale (ROOe), Alkoxyl-Radikale (RO<) und Stickstoffmonoxid (NO)
dazu gerechnet. Diese ROS konnen durch Oxidations- und Destruktionsprozesse mit
biologischen Makromolekdilen, wie z.B. Lipiden (insbesondere in den Zellmembranen),
Proteinen und DNA wechselwirken und so zu letalen Zellschddigungen fuhren. Eine
besondere Bedeutung flr zytotoxische Effekte wird dem Hydroxyl-Radikal beigemessen, das
neben Ozon zu den reaktivsten Sauerstoff-Derivaten zahlt [Farr und Kogoma, 1991; Kwan
und Voelker, 2003]. Wasserstoffperoxid kann durch Ein-Elektronen-Transfer in das stark
oxidierende Hydroxyl-Radikal uberfiihrt werden. Dieses ist in biologischen Systemen sehr
kurzlebig, da es mit fast jeder Art von Molekdilen reagiert.

Aerob lebende Organismen haben effektive Schutz- und Reparaturmechanismen aufgebaut,
um ROS abzubauen und entstandene Schéden reparieren zu kdnnen. Enzymatische

Entgiftungsreaktionen werden von der Superoxid-Dismutase, Katalase, Peroxidase sowie von
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Glutathion-Peroxidase Gbernommen. Aufgrund des Fehlens von Enzymen wie Katalase und
Peroxidase in Trypanosomen, werden die Entgiftungsprozesse hauptsachlich vom
Trypanothion bernommen [Duszenko, 1998].

Im Mitochondrium der Blutform (auch in der PC-Form) ist ein Enzym lokalisiert, das die
Reduktionséquivalente des NADH der Glycolyse auf den Sauerstoff transferiert, die
trypanosomale Alternative Oxidase (TAO). Sie wurde in der prozyklischen Form als
scavenger flr das Superoxid-Anion beschrieben [Fang und Beattie, 2003]. In der Blutform
von T. brucei rhodesiense fiihrt die Inhibierung der TAO mit Ascofuranon zum Zelltod, die
Uberexpression dieses Enzyms (ibt jedoch einen schiitzenden Effekt aus [Tsuda et al., 2005].
ROS und der damit verbundene oxidative Stress sind malgeblich an der Entstehung
verschiedener Krankheiten wie z.B. Alzheimer, Parkinson, rheumatoider Arthritis,
Atherosklerose und an Entziindungsprozessen beteiligt, wo sie den apoptotischen Zelltod

einzelner Zellen einleiten.

1.4.2 Prostaglandine

Prostaglandine sind Eicosanoide, die aus C-20 Fettsauren durch oxidativen Metabolismus im
tierischen und menschlichen Organismus entstehen. Eicosanoide werden aus mehrfach
ungeséttigten Fettsduren aus dem Fettstoffwechsel produziert. Aus drei dieser Fettséuren,
Dihomo-y-Linolensdure, Arachidonsdure bzw. Eicosapentaensdure werden durch die
Prostaglandinsynthese drei unterschiedliche Prostaglandin-Serien gebildet. Hier werden die
Prostaglandine der Serie-2 aus Arachidonsdure beschrieben. Nach Abspaltung von
Arachidonséure aus Phosphoglycerolipiden (in der Regel durch die Phospholipase A;) beginnt
die Prostaglandinsynthese mit der Bildung von Prostaglandin H, (PGH,). Dies ist die
Ausgangsverbindung fir Prostaglandine und Tromboxane. Zwei Reaktionen fihren zur
Bildung von PGH,, die beide durch das bifunktionelle Enzym Cyclooxygenase (COX)
ausgefuhrt werden [Chandrasekharan und Simmons, 2004]. Durch Addition von Sauerstoff an
C-9, C-11 und C-15 wird das Endoperoxid Prostaglandin G, (PGG,) gebildet. Daraufhin wird
durch die Peroxidaseaktivitat der COX, das PGG, zu PGH, umgewandelt. Das instabile PGH,
wird dann durch spezifische Prostaglandin Synthasen oder nicht-enzymatisch z.B. durch
Liponsaure in die Prostaglandine D, (PGD,), F., (PGF,,) und E; (PGE;) umgewandelt.
PGF,, kann auch durch die 11-Ketoreduktase aus PGD, gebildet werden. 1983 wurde PGJ,
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als Metabolit von PGD, entdeckt [Fitzpatrick und Wynalda, 1983]. Mit ihm werden
antikarzinogene und antivirale Eigenschaften verbunden [Nakahata et al., 1990].

Das in dieser Arbeit verwendete Prostaglandin D, ist das Hauptprodukt des
Cyclooxygenaseweges des Arachidonsauremetabolismus in Mastozyten, Makrophagen und
Knochenmarkszellen [Lewis et al., 1982; Urade, 1989; Ujihara, 1988]. Es aktiviert den
seltensten Prostaglandin-Rezeptor, den membranstdndigen DP-Rezeptor und fiihrt zu einer
gesteigerten cAMP-Produktion [Narumiya et al., 1999]. DP-Rezeptoren werden in den
Leptomeningen (Dura mater, Arachnoidea und Pia mater) exprimiert und sind fiur die
Schlafinduktion verantwortlich [Oida et al., 1997; Scammell et al, 1998]. Die
gehirnspezifische PGD,-Synthase ist wie der DP-Rezeptor, in den Leptomeningen lokalisiert
[Urade et al., 1993]. Interessanterweise ist eine Dysregulation des Schlaf-Wach-Rhythmus
und erhdhte PGD, Konzentrationen im Liquor flir das spate Stadium der Schlafkrankheit
charakteristisch [Pentreath et al., 1990].

1.4.3 Staurosporin

Staurosporin (STS) wurde erstmals 1977 aus Saccharothrix aerocolonigensis ssp. staurospore
isoliert und anfangs als spezifischer Proteinkinase C-Inhibitor beschrieben [Omura et al.,
1977; Tamaoki et al., 1986]. Spéater aber konnte gezeigt werden, dass Staurosporin ein
zellmembranpermeables Alkaloid ist, welches verschiedene Kinasen in sehr niedrigen
Konzentrationen hemmt. Aufgrund seiner hohen Affinitdt zur ATP Bindungsstelle von
Kinasen ist Staurosporin ein effizienter Proteinkinaseinhibitor. Staurosporin wird heute als
Breitbandkinaseinhibitor eingesetzt, dessen breite biologische Aktivitdt aufgrund seiner
geringen Selektivitat von anti-fungal bis hin zu anti-hypertensiv reicht. Es wirkt jedoch nicht
anti-bakteriell. Die inhibitorische Wirkung von STS wurde bei verschiedenen Kinasen
beschrieben ist aber noch nicht geklart [Meyer et al., 1989; Nakano et al., 1987; Secrist et al.,
1990; Yanagihara et al., 2006]. Einerseits induziert STS die Apotose durch die Verwendung
des mitochondrialen Apoptose-Signalweges unabhangig vom Todesrezeptorsignalweg und
kann durch Bcl-2 inhibiert werden [Bertrand et al., 1994; Engels et al., 2000; Takahashi et al.,
1997], andererseits kann STS die Apoptose auch Uber den caspase-unabhéngigen
Mechanismus auslésen [Belmokhtar et al., 2001]. Die STS-induzierte Apoptose in
unterschiedlichen Zelllinien konnte nicht durch Cycloheximid gehemmt werden, was bedeutet,

dass keine de novo Proteinbiosynthese daftir bendétigt wird [Bertrand et al., 1994; Ishizaki et
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al., 1995; Jacobson et al., 1994]. Daraus wurde geschlossen, dass die bendtigten Proteine fur
die Ausfuhrung des Zelltodprogrammes konstitutiv vorhanden sind [Jacobson et al., 1996].
Die Auslosung der Apoptose bei Kinetoplasiden wie Leishmanien, die keine Caspasen
besitzen wurde bereits intensiv erforscht. In Caspase-3 defizienten Mé&usen wurde Apoptose
durch STS ausgel6st, der jedoch Merkmale wie das typische blebbing der Zellen und DNA-
Fragmentierung fehlten [Janicke et al., 1998].

1.5 Cyclooxygenase (COX)

Cyclooxygenasen, auch bekannt als Prostaglandin H-Synthasen oder Prostaglandin
Endoperoxid-Synthasen (E.C. 1.14.99.1), gehodren der Klasse der Oxidoreduktasen an.
Erstmals wurde die 67kDa groRe COX-1 1976 aus Schaf- und Rindersamenblasen isoliert
[Hemler und Lands, 1976; Miyamoto et al., 1976]. Sie katalysieren die Umwandlung von
Arachidonséure zu Prostaglandin H,, und bilden bei der Prostaglandinbiosynthese den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt. Die Synthese von PGH, geschieht in zwei Schritten
in zwei unterschiedlichen Reaktionszentren des Enzyms. Im ersten Schritt flgt die
Cyclooxygenaseaktivitat des bifunktionellen Enzyms zwei Sauerstoffatome an C-9 und C-11
ein, die anschlielend eine kovalente Bindung miteinander eingehen, und bildet so das
Prostaglandin  G,. Im zweiten Reaktionsschritt wird durch die Peroxidaseaktivitat
Prostaglandin G, zu Prostaglandin H; reduziert. Das entstandene PGH, dient als Substrat flr
die PGD,, PGE, und PGF,,-Svnthasen, der Prostacyclinsynthase (PGl,) sowie der
Thromboxan-Synthase (TXA). Die primaren Prostaglandine werden dann weiter zu
verschieden Derivaten und Abbauprodukten metabolisiert.

Bei den Cyclooxygenasen gibt es zwei Isoenzyme. COX-1, das fiir homoostatische
Funktionen der Prostaglandine zustandig ist [Engelhardt et al., 1995], und die induzierbare
COX-2, die vor allem durch Entziindungsprozesse und Zytokine aktiviert wird [Raz et al.,
1988].

Die Cyclooxygenasen hoherer Organismen sind integrale Membranproteine und luminal an
den Innenseiten des endoplasmatischen Retikulums, der Kernhulle und im Golgi-Apparat in
einer unublichen Art lokalisiert. Die COX-Isoenzyme besitzen eine Tandem-Serie von vier
amphipatischen Helices, welche eine hydrophobe Oberflache bilden. Diese dringen in den
oberen Teil der luminalen Seite des hydrophoben Lipiddoppelmembrankerns ein, wodurch sie

in der Membran ,,flieBen” koénnen [Simmons et al., 2004]. Die Helices bilden auch den
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Eingang des Kanals, der fir die Cyclooxygenase-Aktivitat des Enzyms verantwortlich ist und
durch NSAIDs (Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drug) gehemmt werden kann.

Nach heutigem Stand kommen COX nicht in einzelligen Organismen, Pflanzen oder Insekten
vor. Die Inkubation von Trypanosomen mit verschiedenen NSAIDs zeigte keinen Einfluss auf
das Wachstum der Parasiten. Allerdings fiihrte der Einsatz von ETYA (5,8,11,14-
Eicosatetratraynoic acid), einem Arachidonsdurederivat das von der COX erkannt aber nicht
umgesetzt werden kann zur Hemmung des Wachstums [Rawer, 2004]. Die nachgewiesene
Umwandlung von Arachidonséure zu Prostaglandinen in Trypanosomen wird also durch ein
Enzym Katalysiert, das strukturell kaum Ahnlichkeit zu den COX hgherer Organismen
aufweist. In Protozoen wurde bisher auch nur ein COX-dhnliches Enzym aus Endamoeba
histolytica, welches aus Arachidonsédure PGE; synthetisiert, identifiziert [Dey, 2003]. Dieses
Enzym weist eine Sequenzhomolgie zu COX-1 von 10% auf. In Trypanosomen ist kein

Protein mit einer hoheren Sequenzhomologie als 10% zu COX-1 bzw. COX-2 bekannt.
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Abb. 1-8: Arachidonsaure-Kaskade

(@) Cyclooxygenase: Die Reaktion der Arachidonsdure zu Prostaglandin G, wird durch die

Cyclooxygenaseaktivitdt des Enzyms katalysiert, die Reaktion von Prostaglandin G, zu Prostaglandin
H, durch die Peroxidaseaktivitat. (b) Zellspezifische Synthasen katalysieren die Umwandlung von
PGH, zu den funf Prostaglandinen D,, F,,, E,, I, und Thromboxan A,. (c) Reaktionsmechanismus von
COX-1. (1). AA, Arachidonséaure; EnR, endogener Reduktant; Fe+++, Ham-Eisen; Fe=0 ++++e,
Ferryl-oxo FelV Porphyrinradikal; Tyr-OH, Tyrosin; Tyr-Oe, Tyrosylradikal. [Chandrasekharan und
Simmons, 2004].
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1.6 Endonuklease G (EndoG)

Die Endonuklease G ist eine Nuklease, die zur gfa-Me-finger Superfamilie gehort. Diese
Enzyme gehdren der Klasse der Hydrolasen an und binden zweiwertige Metallionen. Das
aktive Zentrum bildet ein hoch konserviertes DRGH-Motiv mit dem katalytisch wichtigen
Histin-Rest, der ein OH- generiert, und somit Phosphodiesterbindungen in RNA sowie DNA
unspezifisch spaltet. Bei dieser Spaltung fiihrt EndoG im Gegensatz zu CAD (Caspase-
aktivierte DNase) viele Einzelstrangbriche durch, die zur Fragmentierung der
chromosomalen DNA fihren. Sie ist im Zellkern kodiert und ist im Intermembranraum der
Mitochondrien lokalisiert. Hier ist sie Uber eine Transmembrandomédne an die innere
Mitochondrienmembran assoziiert. Die, erstmals 1987 aus den Zellkernen von unreifen
Hulhnererythrozyten isolierte, Endonuklease spaltete gezielt (dG)n - (dC)n Abschnitte der
DNA wobei die Spaltungsrate beim G-Strang 4-10 mal hoher als beim C-Strang lag. Daher
der Name Endonuklease G [Ruiz-Carrillo und Renaud, 1987]. Uber die Funktion der EndoG
in hoheren Organsismen gibt es mehrere widersprichliche Studien. Anfanglich wurde
angenommen, dass EndoG an der DNA-Replikation im Mitochondrium beteiligt sei [Cote und
Ruiz-Carrillo, 1993], dies wurde allerdings aufgrund der unterschiedlichen Kompartimente
(EndoG im Intermembranraum und mtDNA in der mitochondrialen Matrix) verworfen
[Ohsato et al., 2002]. Auch uber die Bedeutsamkeit von EndoG in S&ugern gab es
widersprichliche Studien mit EndoG-knock out-Méausen. Wahrend in einer Studie EndoG-
defiziente Méause schon in der friihen Phase der Embryogenese starben [Zhang et al., 2003],
wurde in einer anderen Studie das Uberleben EndoG-defizienter Méause berichtet mit der
Annahme EndoG spiele keine Rolle bei der Apoptose. Hier wurde auch gezeigt, dass in der
ersten Studie ein Teil eines konserviertes Gen, unbekannter Funktion, welches mit dem
EndoG-Gen (berlappt ebenfalls "ausgeknocked™ wurde [Irvine et al., 2005]. Vielmehr ist
wohl die Annahme richtig, dass EndoG wéhrend der Apoptose an einem DNA-Degradations-
Komplex beteiligt ist und zumindest teilweise fir die DNA-Fragmentierung im Zellkern
verantwortlich ist. Dafur sprechen funktionelle Genomanalysen in C. elegans die zeigten, dass
mindesten sieben Nukleasen an dem DNA-Degradationsprozess beteiligt sind darunter, CPS-6
(EndoG-Homolog), NUC-1 und TatD [Parrish und Xue, 2003]. In L. donovani wurde ein
DNA-,,Degradasom® bestehend aus LdEndoG, LAFEN-1 und LdTatD beschrieben, das beim

caspase-unabhéngigen PCD eine zentrale Rolle spielt [BoseDasgupta et al., 2008].
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1.7 EndoG bei Trypanosomen

Die im Genom von Trypanosoma brucei codierte Endonuklease G besteht aus 506
Aminoséuren. Sie ist somit 70% groRer als die entsprechenden orthologen Proteine in htheren
Organismen wie Bos taurus oder Homo sapiens [Schafer et al., 2004]. Sequenzanalysen
ergaben, dass sie N-terminal eine mitochondriale Lokalisationssequenz (MLS) mit einer
Lange von 63 Aminosduren besitzt. In dieser MLS liegt ein 4 Aminosduren langes nukledres
Signalpeptid (NSP) an Position 30 mit der Sequenz RKKH sowie ein 6 Aminosauren langes
mitochondriales Signalpeptid mit der Sequenz GRAFAF, wobei bevorzugt an Position 47
gespalten werden soll (PSORT). Aufgrund sehr unterschiedlicher VVorhersagen sind allerdings
weitere Untersuchungen notig. Je nach Programm wird die MLS auf 55 bis 60 Aminoséuren
geschatzt (MitoProtll und PrediSi). Auch die NSP wird nur von dem Programm PSORT
vorhergesagt. In anderen Programmen wird in TbEndoG keine NLS vorhergesagt. Im
Gegensatz zu den Endonukleasen der héheren Organismen ist eine Spaltung der MLS in
Trypanosomen nicht beobachtet worden [Gannavaram et al., 2008].

Weiterhin ist im aktiven Zentrum, welches bei den Endonukleasen in hoheren Organismen
aus DRGH besteht das Aspartat (D) durch Serin (S) ersetzt. Bei der trypanosomalen EndoG
liegt das aktive Zentrum zwischen Position 218 und 253 welches sich von S216 bis zum
Mg?*-bindenden N253 erstreckt. Dieser Austausch von D zu S liegt auch in der EndoG-
Sequenz von Leishmanien vor. Er beintrachtigt die Nukleaseaktivitdt des Enzyms jedoch
nicht. In Abb.1-10 ist das mit ClustalW erstellte Alignment von TbEndoG mit orthologen
EndoG aus H. sapiens, B. taurus und L. infantum dargestellt. Abb. 1-9 zeigt die MLS sowie
den BPa-Struktur-ausmachenden Sequenzbereich mit dem aktiven Zentrum und der Kofaktor-

bindenden Aminosaure Asparagin (N).
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1.8 Zielsetzung

Diese Arbeit soll zur Aufklarung des Apoptose-Mechanismus bei Trypanosomen beitragen
und setzt sich aus zwei Projekten zusammen. Ziel des ersten Projektes war es, ein
Cyclooxygenase-ahnliches Enzym aus trypanosomalen Zelllysat zu isolieren. Noch immer ist
Uber den Mechanismus der Apoptose bei Parasiten sehr wenig bekannt. Bei T. brucei wurde
in Arbeiten unserer Arbeitsgruppe entdeckt, dass PGD,, welches von der SS-Form selbst
produziert wird, ein effektiver Apoptose-Induktor darstellt. Prostaglandine werden auch in
Trypanosomen aus Arachidonséure synthetisiert [Kubata et al.,, 2000]. Daher ist die
Anwesenheit eines Enzyms, welches die Arachidonsdure zu PGG, und PGH, konvertiert,
essentiell. Aufgrund der Detektion einer positiven Reaktion von cytosolischem
trypanosomalen Zelllysat mit radioaktiv markierter [**C]-Arachidonsaure, sowie der
Detektion einer Bande mit einem konventionell erwerbbaren COX-1 Antikorper sollte dieses
Protein mittels klassischer Reinigungsschritte und chromatographischen Trennmethoden

isoliert und charakterisiert werden.

Das Ziel des zweiten Projektes war es, aktive Endonuklease G zu strukturanalytischen
Zwecken herzustellen. Dazu sollte das Enzym in E.coli Uberexprimiert und ein adaquates
Reinigungsprotokoll etabliert werden, da EndoG in Bakterien bekanntermalen als inclusion
bodies exprimiert wird. Zusatzlich sollte durch Uberexpression und knock down der Nuklease
in Trypanosoma brucei deren Rolle wahrend der Apoptose untersucht werden.

Aus Untersuchungen zu EndoG aus hoheren Organismen ist bekannt, dass sie bei der caspase-
abhangigen Apoptose aus dem Mitochondrium in den Zellkern transloziert wird um dort DNA
zu fragmentieren. Da Trypanosomen wie auch andere Protozoen keine Caspasen besitzen,
lauft der apoptotische Zelltod hier anders ab als in Metazoen. Auch die Grole der
protozoischen EndoG, die um ca. 20kDa von der in hoherer Eukaryonten abweicht, halt

immer noch Fragen offen.
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2 Material & Methoden

2.1 Verwendete Organismen
2.1.1 Trypanosomen

Bei der Untersuchung zum apoptotischen Zelltod bei Trypanosomen fanden zwei Zellinien
des monomorphen Stamm MITatl.2 (Molteno Institute Trypanozoon antigenic type,
Cambridge) Verwendung. Zum einen, der aus dem monomorphen Trypanosoma brucei brucei
Stamm Lister 427 herangezogene Blutform (BF) Stamm mit der VSG-Antigenvariante 221
(BF221) [Cross, 1975], zum anderen, eine von einer BF221 klonalen Zelllinie abgeleitete
single marker bloodform Linie (SMB), die konstitutiv T7 RNA-Polymerase (Plasmid
pHD328) und Tnl0 Tet Repressor (Plasmid pLEWI114hyg5’) mittels NEO-Resistenz
exprimiert [Wirtz et al., 1999].

BF SMB
Nomenklaturname: MITatl.2 T7TRNAP TETR NEO
Selektionsmarker: G418 [2pg/ml]

Zusatzlich wurden transgene Zelllinien in dieser Arbeit hergestellt. Diese wurden
entsprechend den Trypanosoma brucei-Nomenklatur nach Clayton benannt [Clayton et al.,
1998]. Nachfolgend sind alle transgenen Zelllinien, die wahrend dieser Arbeit produziert

wurden aufgelistet.

SMB EndoG

Nomenklaturname: MITatl.2 T’RNAP NEO TETR HYG RDNA::PGPEET" EndoG
T7RNAP BLE

Alternativer Name: ThEndoG-over

Plasmidname: pLew100v5-Hyg

Selektionsmarker: G418 (2ug/ml), Hygromycin B (2,5ug/ml)
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SMB eGFP

Nomenklaturname: MITat1.2 T’TRNAP NEO TETR HYG RDNA::PGPEET" eGFP
T7RNAP BLE

Alternativer Name: eGFP

Plasmidname: pCO57

Selektionsmarker: G418 (2ug/ml), Phleomycin (2,5pug/ml)

SMB EndoG-eGFP
Nomenklaturname: MITat1.2 TTRNAP NEO TETR HYG RDNA::PGPEET" EndoG-eGFP

T7RNAP BLE
Alternativer Name: TbEndoG-eGFP
Plasmidname: pCO57

Selektionsmarker: G418 (2ug/ml), Phleomycin (2,5ug/ml)

2.1.2 Versuchstiere

Fur Experimente die eine groRe Anzahl von Trypanosomen erforderten wurden die Parasiten

in vivo herangezogen. Dazu wurden Ratten der Rasse Wistar verwendet (Charles River).

2.1.3 Bakterien

Zur Klonierung von Plasmiden wurden ,,One Shot® TOP10 chemically competent E.
coli“ Zellen der Firma Invitrogen und ,NEB Turbo competent E. coli (High
Efficiency)“ Zellen der Firma New England BioLabs verwendet.

Fiir die Expression kamen BL21(DE3) (Invitrogen) und Rosetta™?2(DE3)pLysS (Novagen)

competent E. coli Zellen zum Einsatz.
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2.2 Materialien

2.2.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien besallen den Reinheitsgrad pro Analysi (p. A.) oder flr die

Molekularbiologie.

2.2.1.1 Laborchemikalien

Aceton

cis-Aconitsdure

Acrylamid

Adenosin

Agar 100

Agarose

Albumin (BSA)
3'-(p-Aminophenyl)-fluorescein (APF)
Ammoniumpersulfat (APS)
Annexin-V-Fluos

Arachidonséure

Bleicitrat

Bradford-Reagenz
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP)
Bromphenol Blau

Calciumchlorid x H,O

Complete® Protease-Inhibitormix
Coomassie Brilliant Blau G-25
4",6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
DEAE-Sephacel

Digitonin

Dihydroethidium (DHE)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
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Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Plano, Wetzlar

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA
Merck, Eurolab GmbH, Mannheim
Roche, Mannheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

BioRad Laboratories GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Merck, Eurolab GmbH, Mannheim
Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Eurolab GmbH, Mannheim
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Dithiothreitol (DTT)
DNA-Leiter (1 kb)
Dodecenyl-succinic-anhydrid (DDSA) Agar
Eisessig (100%)

Epon 812
Epon-Beschleuniger DMP-30
Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylacetat
Ethylendiamintetraessigséaure (EDTA)
Fotales Kalberserum (FCS)
Formaldehyd

Glucose

Glutaraldehyd

Glycerin
2°,7"-Dichlordihydrofluoresceindiacetat
(H,DCFDA)

HCI

HEPES

Imidazol

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kodak Lx24 Entwickler
Leupeptin

Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

MEM Vitaminlésung

MEM Aminosduren

MES

Methanol

Midori Green DNA stain
Milchpulver

Natriumcarbonat
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Roth, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot
Scientific Ltd., Essex, UK

Merck, Eurolab GmbH, Mannheim
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Merck, Eurolab GmbH, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Eurolab GmbH, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Pan Systems, Aidenbach
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Eurolab GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA

Merck, Eurolab GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Merck, Eurolab GmbH, Mannheim
Merck, Eurolab GmbH, Mannheim
Merck, Eurolab GmbH, Mannheim
Kodak, Frankreich

Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Eurolab GmbH, Mannheim
Merck, Eurolab GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Eurolab GmbH, Mannheim
Nippon Genetics, Dueren

Roth, Karlsruhe

Merck, Eurolab GmbH, Mannheim
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Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Nitroblautetrazolium
N-Lauroylsarkosin
Osmiumtetroxid
p-Nitrophenyl-Phosphat
Penicillin/Streptomycin-L&sung
Phenolrot

Propidiumiodid

Propylenoxid

Prostaglandin D,

ProLong® Gold Antifade Reagent
Protein-Marker

Staurosporin

TEMED

Tentenal SUPERFIX
Tetramethylrodaminester (TMRE)
Trichloressigsaure (TCA)
Trinatriumcitrat

Tris

Triton X-100

Tween 20

Uranylacetat
2.2.1.2 Radiochemikalien
[*“C]-Arachidonsaure

[*S]-Methionin
Ultima Gold
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Merck, Eurolab GmbH, Mannheim
Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Plano, Marburg

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Plano, Marburg

Biomol, Hamburg

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA

Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Tetenal Photowerk GmbH, Norderstedt
Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA

Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Plano, Marburg

Hartmann Analytic, Braunschweig
Hartmann Analytic, Braunschweig
Packard, Frankfurt
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2.2.2 Verwendete Antikorper

Anti-Kaninchen 1gG, AP-Konjugat Sigma-Aldrich, Steinheim
Anti-Maus 1gG, AP-Konjugat Sigma-Aldrich, Steinheim
Anti-His-Tag (6-Histidine) Kaninchen Bethyl, Montgomery, USA
Anti-GFP Maus Boehringer-Ingelheim, Biberach
Anti-COX-1 (ovine) Kaninchen Cayman Chemical, Ann Arbor, USA

2.2.3 Oligonukleotide

Primer (Oligonukleotide) wurden von der Firma Invitrogen bezogen und als 100puM
Stammldsung bei -20°C gelagert. Fur die Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) wurde die

Stammldsung in einer Verdinnung von 1:10 eingesetzt.

1. Primer fur die Expression von TbCOX in pProEx HTa in E.coli

fw-BamHI-TbCOX: 5- GGATCCACCACGTTCTTTGGCATTTACTGA-3
rev-Hindlll- ThCOX: 5- AAGCTTTGGCATCAATTTTACCTACCC-3

2. Primer fur die Expression von TbEndoG in pProEx HTa in E.coli

fw-EcoRI-TbEndoG: 5-GAATTCAGTGGACGGAAGGACCTCATAG-3’
rev-Notl- ThEndoG: 5-GCGGCCGCCCCTGGAAAGTTACAAATAAGG-3

3. Primer fur die Expression von TbEndoG in pLew100v5-Hyg in T. brucei

fw-Hindll1-TbEndoG: 5- ACGGAAGCTTATGCATCGCATCACCGTAC-3"
rev-BamHI- ThEndoG: 5- ACTTGGATCCTTAACCGGTGTCGTTGGTC-3

4. Primer fur die Expression von TbEndoG-eGFP in pCO57 in T. brucei

fw-HindlI1-TbEndoG: 5-AAGCTTATGCATCGCATCACCGTA-3
rev-Pvull- ThEndoG: 5-CAGCTGACCGGTGTCGTTGGTCG-3
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5. Primer fur die Sequenzierung

M13-Forward:
M13-Reverse:
pQE-Forward:
pProex HTa-Reverse:

5-GTTTTCCCAGTCACGAC-3°
5-CAGGAAACAGCTATGAC-3
5-CGGATAACAATTTCACACAG-3
5-CGCTTCTGCGTTCTGATTTA-3

2.2.4 Restriktionsenzyme

Enzym Erkennungssequenz | Hersteller
BamHI 5-G|GATC C-3 Fermentas, St. Leon-Rot
3’-C CTAC1C-5’
EcoRlI 5-G|AATT C-3° Fermentas, St. Leon-Rot
3-C TTAA1G-5
Ehel 5-GGC|GCC-3 Fermentas, St. Leon-Rot
3-CCGTCGG-5
HindllI 5-A|AGCTT C-3° | Fermentas, St. Leon-Rot
3'-C TTCGATA-5
Notl 5-GC|GGCC GC-3" | Fermentas, St. Leon-Rot
3-CG CCGG1CG-5
Pvul 5-CAG|CTG-3 Fermentas, St. Leon-Rot
3"-GTC1GAC-5’

2.2.5 Sonstige Enzyme

T4 DNA Ligase
Benzonase
ACTEV Protease

AccuPrime Tag DNA Polymerase High Fidelity
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Fermentas, St. Leon-Rot
Novagen, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
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2.2.6 Plasmide

pCR2.1-TOPO
pProex HTa
pLew100v5-Hyg
pCO57

p2T7

2.2.7 Kits

AccuPrime Tag DNA Polymerase HF Kit
DNA Fragmentation Imaging Kit
DNeasy Blood & Tissue Kit

HotStarTaq Master Mix Kit

MinElute Gel Extraction Kit

Omniscript Reverse Transcription Kit
Plasmid Midi Kit

Power SYBR® Green RNA-to-CT™ 1-Step Kit
QIAprep Spin Plasmid Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

RNeasy Mini Kit

TOPO® TA Cloning® Kit

2.2.8 Verbrauchsmaterialien

6-, 12-, 24- 48- & 96-well Platten
Beem®-Cups

BioMax MR Film (13x18cm)
Centricon® YM-10, 30
Elektroporationskiivetten 2mm
Film Kodak Plus-X-Plan 120
FACS-Rohrchen

Gewebekulturflaschen
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Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
George Cross, New York, USA
George Cross, New York, USA
George Cross, New York, USA

Invitrogen, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

Greiner, Frickenhausen

Plano, Marburg

Kodak, Stuttgart

Millipore Cosp, Bedford, USA
Bio-Rad, Miinchen

Kodak, Stuttgart

Sarstedt, Nimbrecht

Greiner, Frickenhausen
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Glasfaserfilter GF/C

Halbmikrokivetten

Hybond-ECL (Nitrozellulosemembran)
Immunfluoreszenz-Obkjekttrager

Kieselgel 60F DC-Platten

Kupfernetzchen, 400 mesh

Kuvetten 10 x 10 x 45mm

Pasteurpipetten, steril

PCR-Reaktionsgefalie (0,2ml)

Petrischalen (94 x 16mm)

Pipettenspitzen

ReaktionsgefaRe (1,5ml, 2ml)

Schott Glasflaschen, autoklavierbar (50ml bis 11)
Sterilfilter, SFCA-Membran
Szintillationsgefale

Whatman Papier 3mm

Zellkulturflaschen (T-12,5; T-25; T-75; T-175)
Zellkulturréhrchen, runder Boden (14ml)

Zentrifugenrdhrchen, steril (15ml, 50ml )

2.2.8.1 Geréate

AKTA FPLC

Autoklav Dampfsterilisator

Beckmann Mikrofuge B

Beckmann TL-100 Ultrazentrifuge
Brutschrank 2770 (27°C)

Brutschrank HeraCell mit CO, Begasung (37°C)
Elisa Reader MRX-1I Revelation
FACSCantol1® Durchflusszytometer
Filtrationssystem 1225
Flussigszintillationszahler Tri-Carb1600 TR
Fluoreszenzmikroskop BH2-RFCA
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Whatman, Maidstone, USA
Sarstedt, Nimbrecht

GE Healthcare, Freiburg
bioMerieux, Nirtingen
Merck, Mannheim

Plano, Marburg

Sarstedt, Nimbrecht
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Fischer Scientific, Steinheim
Nalge, Hereford (UK)
PerkinElmer, MA, USA
Whatman, Maidstone, USA
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

GE Healthcare, Minchen
Minchner Mechanik, Stadlern
Beckmann, Miinchen
Beckmann, Miinchen
Kdéttermann, Uetze

Heraeus, Osterode

Dynex, Chantilli, USA
Becton Dickinson & Co, USA
Millipore, Bedford, USA
Packard, Frankfurt

Olympus, Hamburg
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Fluoreszenzmikroskop CellObserver
Gelkammer Blue Marine 100
GenePulser XCell

GeneQuant 1300 Spektrophotometer
Heizblock neoBlock 1

Heraeus Sepatech Biofuge A
Heraeus Sepatech Suprafuge 22
Inkubator (37°C) ITE
Invertmikroskop 1D 02

LKB 11800 Pyramitone®

Microfuge E

Mikrozentrifuge MC-13
Mikropipetten
8-Kanal-Mikropipette

Mikroskop Zeiss Axiostar plus
Minigel-Elektrophorese System
(Mighty Small I1, SE 250)

Neubauer Z&hlkammer (Tiefe 0,02mm)

pH-Meter pH 539

Power Supply EPS 301

Semi-dry Blotting Apparatur

Sigma Laborzentrifuge 3K12
Sonifier Cell Diruptor B-30
SpeedVac Vacuum Concentrator
Sterilbank, LaminAir HLB 2448 GS
Sterilpumpe ACPU-221
Thermocycler UnoCycler

Transmissionselektronenmikroskop EM10

Trockenschrank
Ultramikrotom OM U3 C
Vortex-Genie2
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Zeiss, Oberkochen

Serva, Heidelberg

Bio-Rad, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen
NeoLab, Heidelberg
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Infors AG, Bottmingen, Ch
Zeiss, Oberkochen

LKB, Stockholm, Schweden
Beckmann, Minchen
Heraeus, Osterode

Gilson, Frankreich
Eppendorf, Deutschland
Zeiss, Oberkochen

Hoefer Scientific Instruments,
San Francisco, USA

Brand, Wertheim

WTW, Weilheim
Amersham, Freiburg
Biotec-Fischer, Reiskirchen
Sigma-Aldrich, Steinheim

Heinemann, Schwabisch Gmiind

Bachofer, Reutlingen
Heraeus, Hanau

Microgon, NJ, USA

VWR, Leuven

Zeiss, Oberkochern
Memmert, Schwabach
Reichert, Wien, Austria
Bender&Hobein, Zirich, CH
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2.2.8.2 Software und Datenbanken

AxioVision 4.8.2
Chromas 2.01
Cyflogic 1.1
DNAMAN 6.0.3.99
Endnote 9
FACSDiva
Microsoft Office XP
Origin 8.0
Photoshop 6.0
Unicorn 5.1
PubMed
TriTrypDB
UniProtKB

2.3 Medien, Puffer und Ldsungen

2.3.1 Gelelektrophorese

TAE-Puffer 50x, pH 8,0
Tris
Essigséaure
EDTA

Der pH-Wert wurde mit Essigsaure eingestellt.

1% DNA Agarosegel
Agarose
Ethidiumbromid (5mg/ml)
Midori Green Advanced
TAE-Puffer
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Zeiss, Oberkochern

GATC, Konstanz

CyFlo Ltd.

Lynnon Corporation, Quebec, Canada
Thomson Reuters, New York, USA
Becton Dickinson & Co, USA
Microsoft, Unterschlei3heim
OriginLab, Northampton, USA
Adobe Systems, Minchen

GE Healthcare, Miinchen
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://www.tritrypdb.org
http://www.uniprot.org

2429/
57, 1ml/l
37,29/l

0,5g

2,5ul oder
2ul

50ml
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2.3.2 Medien fur Bakterienkulturen

Luria-Bertani (LB) Medium 2x, pH 7,5
Bacto-Trypton
Hefeextrakt
NaCl

LB-Amp Medium
LB-Medium 2x
H20uq
Ampicillin 50mg/ml in 70% Ethanol

Agar-Agar 2x
Agar-Agar

LB-Amp Agar Platten
Agar-Agar 2x
LB-Medium 2x

X-Gal 25mg/ml in Dimethylformamid

Ampicillin 50mg/ml in 70% Ethanol

SOB Medium
Bacto-Trypton
Hefeextrakt
NaCl
MgCl, 1M
MgSO4 1M

SOC Medium, pH 7,0
Glucose 2M
SOB Medium ad
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20g/1
10g/1
20g/1

0,5ml
0,5ml
1ul/ml

40g/I

0,5ml/ml
0,5ml/ml
2ul/ml
1ul/ml

209/
10g/I
20g/1
10ml/l
10ml/l

0,01ml/ml

Iml/ml



Material & Methoden

2.3.3 Puffer fur die inclusion bodies (IB) Isolierung

IB-Waschpuffer, pH 7,5

Tris-HCI 20mM
EDTA 10mM
Triton X-100 1%

IB-Solubilisierungspuffer, pH 11.0
Tris-HCI 50mM
N-Lauroylsarkosin 1%

2.3.4 Puffer fur die FPLC

2.3.4.1 Ni-NTA Affinitatschromatographie

Bindepuffer, pH 7,5

Tris-HCI 20mM
NaCl 300mM
Triton X-100 0,1%
N-Lauroylsarkosin 1%

Waschpuffer, pH 7,5

Tris-HCI 20mM
NaCl 300mM
Triton X-100 0,1%
Imidazol 10mM

Elutionspuffer, pH 7,5

Tris-HCI 20mM
NaCl 300mM
Triton X-100 0,1%
Imidazol 300mM
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2.3.4.2 lonenaustauschchromatographie

Bindepuffer, pH 6,0
MES 50mM

Elutionspuffer, pH 6,0
MES 50mM
NaCl M

2.3.4.3 Gelfiltration

Gelfiltrationspuffer, pH 7,5
Tris-HCI 20mM
NaCl 300mM

2.3.5 Kulturmedien flr Trypanosomen

Grundmedium, pH 7,4

Das Minimum Essential Medium (MEM) wurde nach einem Standardprotokoll [Eagle, 1959]
mit Modifikationen nach Hamm [Hamm et al., 1990] hergestellt.

CaCl, 265mg/I 1,8mM
KCI 400mg/l 5,4mM
MgSO,4 x 7 H,0O 200mg/I 0,8mM
NaCl 6800mg/I 116mM
NaH,PO,4 x H,0 140mg/I 1mM
HEPES 7140mg/l 30mM

Die Substanzen wurden in H,Oq44 gel6st und der pH-Wert der Losung auf 7,4 einstellen.
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Anschliefend wurden folgende Substanzen zugegeben:

L-Arginin/HCI 126mg/I 0,6mM
L-Histidin/HCI x H,O 42mg/l 0,2mM
L-Isoleucin 52mg/I 0,4mM
L-Leucin 52mg/I 0,4mM
L-Lysin 73mg/I 0,5mM
L-Methionin 60mg/I 0,4mM
L-Phenylalanin 100mg/I 0,6mM
L-Threonin 48mg/I 0,4mM
L-Tryptophan 100mg/I 0,5mM
L-Tyrosin 100mg/I 0,55mM
L-Valin 46mg/I 0,4mM
L-Ornithin/HCI 10mg/I 0,3mM
L-Adenosin 12mg/l 0,045mM

Nachfolgende kommerzielle StammlGsungen wurden danach zugegeben:
MEM nicht essentielle AS-Losung  10mg/I
MEM Vitamin-Ldsung 10mg/I
Phenolrot 10mg/I 0,03mM

Das Grundmedium wurde steril filtriert und bei 4°C gelagert, wo es bis zu 3 Monaten haltbar

ist.

Blutform-Kulturmedium, pH 7,4

Zur Herstellung von Kulturmedium fir Blutform-Trypanosomen wurde das Grundmedium

mit folgenden Reagenzien erganzt:

Glucose x H,O 4990mg/I 25mM
NaHCO3; 33,3x 75mg/ml 26,2mM
L-Glutamin 100x 29,2mg/ml 2mM
L-Cystein 100x 3,03mg/ml 0,256mM
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Thymidin 100x 0,39mg/ml 0,016mM
Hypoxanthin 100x* 1,36mg/ml 0,1mM
Bathocuproindisulfonat; 1000x* 5,65mg/ml 0,016mM
Myristinséure, gekoppelt an BSA 24mg/ml 0,ImM
50%°

Penicillin/Streptomycin Mix* 5ml/l
Grundmedium ad 850ml/I

'Hypoxanthin 100x wurde in 0,1M NaOH geldst.

?Bathocuproindisulfonat 1000x wurde in H,Oqq suspendiert und durch Zugabe von wenigen
Tropfen 0,5M HCI gelost.

Die Herstellung der Myristinsaurelésung erfolgte nach Cross und Ferguson [Cross et al.,
1973; Ferguson et al., 1984]: 24mg Myristinsdure wurden in 100ul Ethanol p.a. gelost und
schrittweise zu einer BSA-L6Asung zugegeben (1g fettsaurefreies BSA pro 20ml H,Ogg).
*Penicillin/Streptomycin Mix ist Antibiotic Antimycotic Solution 100x, stabilized (steril
filtriert, mit 10.000 Units Penicillin, 10mg Streptomycin und 25ug Amphotericin B pro ml,
Zellkultur getestet) der Firma Sigma-Aldrich und wurde 1:200 eingesetzt.

Nach pH-Wert Kontrolle wurde das Medium steril filtriert zu 150ml/I fétalem Kélberserum
(FCS) gegeben. FCS wurde zuvor bei 56°C fur 30min hitzeinaktiviert.

Das Blutform Kulturmedium ist bei 4°C fiir 2 Monate haltbar.

HMI-9 Kulturmedium far Blutformtrypanosomen, pH 7,4

Trypanosomenkulturen in Blutform-Kulturmedium bendtigen eine Dichte von mindestens 2 x
10° Zellen/'ml um heranzuwachsen. Daher wurde zur Anzucht von klonalen SMB-
Trypanosomen ein spezielles Medium eingesetzt, welches das Wachstum durch seinen Zusatz
von Serum Plus™ begiinstigt. Dazu wurde der Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)
Mix und Natriumhydrogencarbonat in H;Oq4q gel6st und anschlielend mit verschiedenen

Stammldsungen versetzt.
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IMDM Mix 17,79/l

NaHCO; 3,02¢g/1

H204q ad 775ml/l

Hypoxanthin 1000x* 13,6mg/ml 1mM
L-Cystein 100x 18,2mg/ml 1,5mM
Na-Pyruvat 1000x 110mg/mi 1mM
Thymidin 1000x 39mg/ml 0,16mM
Bathocuproindisulfonat 1000x 28,2mg/mi 0,087mM
R-Mercaptoethanol 14p1/1
Penicillin/Streptomycin Mix® 10ml/I

'Hypoxanthin 100x wurde in 0,1M NaOH gelost.

?Bathocuproindisulfonat 1000x wurde in H,Oqq suspendiert und durch Zugabe von wenigen
Tropfen 0,5M HCI gel6st.

3penicillin/Streptomycin Mix ist Antibiotic Antimycotic Solution 100x, stabilized (steril
filtriert, mit 10.000 Units Penicillin, 10mg Streptomycin und 25ug Amphotericin B pro ml,
Zellkultur getestet) der Firma Sigma-Aldrich und wurde 1:100 eingesetzt.

Nach pH-Wert Kontrolle des Mediums wurde es steril filtriert zu fétalem Kalberserum (FCS)

und Serum Plus™ zugegeben. FCS wurde zuvor bei 56°C fiir 30min hitzeinaktiviert.

Fotales Kalberserum (30min @ 56°C hitzeinaktiviert) 96ml/I
Serum Plus ™ (nicht erhitzt) 96ml/I

Das HMI-9 Kulturmedium flr Blutform-Trypanosomen ist bei 4°C fur 2 Monate haltbar.
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2.3.6 Puffer zur Isolierung von Trypanosomen aus Blut

Trypanosome dilution buffer (TDB), pH 7,7

Nay;HPO4 18mM
NaH,PO4 2mM
KCI 5mM
NaCl 80mM
MgSO, 1mM
Glucose 20mM

Citrat-Glucose-Anticoagulans (CGA), pH 7,7
Na-Citrat 100mM
Glucose 40mM

Separationspuffer, pH 8,0

Na;HPO, 57mM
KH,PO, 3mM

NaCl 44mM
Glucose 55mM

Einfriermedium fir Stabilate (EFM)
TDB 77ml
Glycerin 87% 23ml

2.3.7 Puffer zur Herstellung von Trypanosomenlysat

Proteaseinhibitor Mix (PI, 1000x)

Chymostatin imM
Leupeptin 1mM
Pepstatin A 1mM

Die drei Inhibitoren wurden in DMSO gel6st, aliquotiert und bei -20°C gelagert.
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10mM PBS, pH 7,4

Na;HPO,4 7,7/mM
KH,PO, 2,3mM
NaCl 120mM
KCI 8,7mM
Lysepuffer
PBS 10mM
Protease-Inhibitor-Mix 1x
Triton X-100 0,1%

2.3.8 Losungen fir die Dunnschichtchromatographie

Laufmittel
Diethylether 98,5ml
Methanol iml
Eisessig 0,5ml

2.3.9 Sonstige Puffer

ACTEV-Protease-Puffer, pH 7,5

HEPES 50mM

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

MagBeads-Bindepuffer
PBS
Tween 20 0,05 %

53



Material & Methoden

MagBeads-Waschpuffer
PBS
Tween 20 0,05 %

MagBeads-Elutionspuffer, pH 2,6
Glycin 0,1M

COX-Aktivitatspuffer, pH 7,5

Phenol 5mM
Hematin 2uM
[**C] Arachidonsaure 2,5uM
Tris-HCI 100mM

EndoG-Aktivitatspuffer, pH 7,5

HEPES 20mM
MgCl, 3mM
Triton X-100 0,1%

2.3.10 Puffer fur die Trypanosomen-Elektroporation

Cytomix, pH 7,6 steril filtriert

EGTA 2mM
KCI 120mM
CaCl, 0,15mM
K,HPO, 86,6mM
KH,PO4 13,4mM
HEPES 25mM
MgCl, 5mM
Glucose 0,5%
BSA (fettsaurefrei) 1,5uM
Hypoxanthin* 0,1mM
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*100x Hypoxanthin Stammlésung (1,36mg/ml) wurde mit 1M KOH eingestellt, steril filtriert
und bei 4°C gelagert.

2.3.11 Puffer fur die SDS-PAGE

Laufpuffer, pH 8,3

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

Gelherstellung (ftr vier 10% Gele):

Losung Sammelgel (5 %)  Trenngel (10 %)
H204q 8,4 ml 6,6 ml

30% Acrylamid 2,0 ml 7,6 mi

1M Tris-HCI, pH 8,8 8,6 mi

1M Tris-HCI, pH 6,8 1,5 ml

10% SDS 120pl 120ul

10% APS 60pul 60ul

TEMED 12ul 12ul

2.3.12 Western Blot mit alkalischer Phosphatase (AP)

Transferpuffer, pH 9,2

Tris-HCI 48mM
Glycerin 39mM
SDS 0,00375%
Methanol 20%
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Blockierpuffer

Milchpulver in 2x PBS 10%
PBS-Tween
Tween 20 in PBS 0,1%

TBS (Tris buffered saline), pH 7,4

Tris-HCI 25mM
NaCl 120mM
KCI 8,7mM

Waschpuffer, pH 7,4

Tris-HCI 10mM
NaCl 120mM
KCI 8,7mM
Tween 20 0,1%

AP-Puffer, pH 8,9

Tris-HCI 20mM
NaCl 150mM
MgCl, 10mM

Farbeldsung fur die alkalische Phosphatase (AP)
BCIP (Bromo-chloro-indolyl-phosphat) 0,38mM
NBT (Nitro-tetrazoliumblau) 0,4mM
AP-Puffer 100ml
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2.3.13 Zytotoxizitatstest (nach Bodley et al., 1995)

Lysepuffer, pH 5,5

Natriumacetat 1M
Triton X-100 1%
p-Nitrophenyl-Phosphat 20mg/ml

Das p-Nitrophenyl-Phosphat wird frisch zugegeben.

2.3.14 Losungen fur die Elektronenmikroskopie

0,2M Na-Cacodylatpuffer (2x), pH 7,4

Na-Cacodylat x 3H,0 2,149
Sucrose 4q
H20qqad 50ml

Fixierlosung (2% Glutaraldehyd)

0,2M Cacodylatpuffer (2x) 1,5ml
Glutaraldehyd (8%) 0,75ml
H20uq 0,75ml

3% Osmiumtetroxid-Stammldsung (OsO,)

Glasampulle Osmiumtetroxid (0,25g) in ~ 8,14ml H,Oyq.
Die Losung muss im Dunkeln gelagert werden. Bei RT ist sie mehrere Monate haltbar.
1,5% OsO4-L.0sung
1:1 Verdunnung der 3%igen OsO4-Stammlésung mit 0,2M Na-Cacodylatpuffer (2x;

pH 7,4).

Diese LOsung muss frisch angesetzt werden.
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Uranylacetat-Ldsung
0,5% Uranylacetat in H,Ogyq.

Die Losung muss 2 Tage vor Gebrauch angesetzt und steril filtriert werden. Sie ist im

Dunkeln bei RT etwa drei Wochen verwendbar.

EPON-Einbettungs-Lésung (fur eine Einbettung)

Agar 100 Resin (EPON 128) 2,009
DDSA (Dodecenyl-succinin-anhydrid) 1,009
MNA (Methyl-nadic-anhydrid) 1,089
BBMA (Benzyldimethylamin) 0,049

Bleicitrat-Losung

Blei-Citrat 10mg
H>O04qq ad 10ml
NaOH 10M (20-50ul)

Uranylacetat-Losung fur Grids
5% Uranylacetat in H,Oqq

2.3.15 Losungen fur die Durchflusszytometrie

Ringer-Losung, pH 7,4

NaCl 147mM
KCI 4mM
CaCl, 2,3mM
NaHCO; 1M

Tetramethylrhodaminester (TMRE) Stammldsung
TMRE 25uM in HaOgest
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Dihydroethidium (DHE) Stammlésung
DHE

10mM in DMSO

3'-(p-Aminophenyl)-fluorescein (APF) Stammlésung

APF

10mM in DMSO

Dichlorodihydrofluoresceindiacetat (H,DCFDA) Stammlésung

H,DCFDA

Lysepuffer zur Analyse des DNA-Gehaltes
Na,HPO,
NaH,PO4

Digitonin Stammlésung

Digitonin

Farbelosung zur Analyse des DNA-Gehaltes
PBS
Propidiumiodid (10mg/ml)

Annexin-V-Puffer, pH 7,4
HEPES
NaCl
CaCl,

10mM in DMSO

7,7mM
2,3mM

6,4mM |n Hzodest

2ml
4ul

10mM
140mM
5mM

Farbelosung zur Detektion von Phosphatidylserin

Annexin-V-Puffer
Annexin-Ldsung

Propidiumiodid (50ug/ml)
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2.3.16 Losungen fur die Fluoreszenzmikroskopie

Fixierldsung
Paraformaldehyd in PBS 3,5%

Das Paraformaldehyd wird in PBS unter leichtem Erwédrmen gel6st. Es kann bis zu einer

Woche bei 4°C im Dunkeln gelagert werden.
Neutralisierungspuffer, pH 7,2
Na;HPO, 100mM

Glycin 100mM

Permeablisierung-Ldsung

Triton X-100 in PBS 0,2%
BSA-L06sung
BSA (Albumin Fraktion V) in PBS 1%

DAPI Stammldsung
4’ 6-Diamidin-2-phenylindol in HyOgest 1mg/ml

Die DAPI Stammlésung kann im Dunkeln bei 4°C einen Monat gelagert werden. Als

Farbeldsung diente eine 1:1.000 Verdlinnung.
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2.4 Methoden

2.4.1 Anzucht und Isolierung von Trypanosomen aus Rattenblut

Um Parasiten in groRer Menge zu gewinnen wurden Ratten mit 5 x 10’ Trypanosomen aus
Stabilaten intraperitoneal infiziert. Die Parasitdmie erreicht dann nach etwa 72h eine
Konzentration von ca. 1 x 10° Zellen/ml. Dies wurde durch Blutabnahme aus der
Schwanzvene kontrolliert. Nachfolgend wurden die Tiere mit CO, getotet, der Thorax
geoffnet und nach Vorlegen von 2ml kaltem CGA (s. 2.3.6) in den Brustraum die Vena cava
inferior durchtrennt. Das Blut (etwa 10ml) wurde in 15ml Falconréhrchen gesammelt. Um
das GefaRsystem anschlielend zu spilen wurde der linke Ventrikel punktiert und mit ca. 5ml
kaltem CGA gesplilt.

Die gesammelte Blutsuspension wurde zentrifugiert (1.500g, 10min, 4°C) um Blutplasma und
zellulédre Bestandteile zu trennen. Der sich zwischen den beiden Phasen befindende buffy coat
der die Trypanosomen enthadlt wurde in 2ml Seperationspuffer resuspendiert und durch
Anionenaustausch-Chromatographie (DEAE-Sephacel) aufgereinigt. Da die Trypanosomen
auf Grund des VSG-Mantels bei pH 8,0 ungeladen vorliegen, kénnen sie dabei von den
negativ geladenen Blutzellen getrennt werden. Nach Aquilibrierung der DEAE-Cellulose mit
150ml kaltem Separationspuffer wurde der buffy coat auf die Saule aufgetragen. Die Elution
fand mit kaltem Seperationspuffer unter Wasserstrahlvakuum statt. Die so erhaltene
Trypanosomen-Suspension wurde wieder zentrifugiert (1.500g, 5min, 4°C) und in PBS
gewaschen. Danach wurden die Zellen entweder lysiert oder fir weitere Experimente in

Medium aufgenommen.

2.4.2 Herstellung von Trypanosomen-Stabilaten

Um Ratten-Stabilate zur Infektion neuer Tiere herzustellen wurde das CGA-Blut-Gemisch aus
einer Ratte deren Parasitamie bei ca. 5 x 10% Zellen/ml lag im Verhaltnis 1:1 mit eiskaltem

Einfriermedium gemischt und in 0,5ml-Aliquots in Kryoréhrchen verteilt.

Zur Herstellung von Blutform-Kulturstabilaten wurde der buffy coat in 4ml CGA, 6ml
Blutformmedium und 2ml Vetren®200 aufgenommen und die Zelldichte der Trypanosomen-

Suspension mittels einer Neubauer-Z&dhlkammer (Tiefe 0,02mm) bestimmt und mit
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Blutformmedium auf 2 x 10° Zellen/ml eingestellt. Unter standiger Kihlung wurde die
Suspension 1:1 mit Einfriermedium (s. 2.3.6) gemischt und auf 0,5ml-Aliquots in
Kryorohrchen verteilt. AnschlieBend wurden die Stabilate fiir 1h bei -20°C und (iber Nacht
bei -70°C eingefroren. Am néchsten Tag erfolgte dann der Transport in flissigen Stickstoff

zur endgdiltigen Lagerung.

2.4.3 Axenische Kultivierung von Blutform-Trypanosomen

Die Kultivierung von Blutform-Trypanosomen fand in Blutform-Kulturmedium (s. 2.3.5) statt.
Dazu wurden BF221-Kulturstabilate unter flieBendem warmen Wasser aufgetaut und in ein
15ml Falconréhrchen mit ca. 9ml kaltem Blutform-Kulturmedium gegeben. Nach
Zentrifugation bei 1.500g, 5min, 4°C wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in ca.
Iml Kulturmedium aufgenommen. Nach der Bestimmung der Zelldichte mittels einer
Neubauer-Zahlkammer wurde die Vorkultur auf eine Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen/ml in
vorgewdarmtem Kulturmedium angesetzt.

Die Inkubation der Vorkultur erfolgte in einem CO,-Brutschrank bei 37°C und 5% CO, bis
sie eine Zelldichte von ca. 8 x 10° Zellen/ml erreichte. Zum Ansetzen der jeweiligen
Experimente wurde die Vorkultur erneut auf 2,5 x 10° Zellen/ml mit Kulturmedium verdiinnt.
Zur Aufnahme von Wachstumskurven wurden die Zellen téglich zweimal gezéhlt. In
Blutform-Kulturmedium erreichten die BF221-Zellen eine Zelldichte von bis zu 2,5 x 10°
Zellen/ml innerhalb von 30-36h, bevor sie in die stationdre Phase eintraten und dann zu
Grunde gingen. In HMI-9 Kulturmedium (s. 2.3.5) erreichten die SMB-Zellen eine Zelldichte
von bis zu 5 x 10° Zellen/ml innerhalb von 30-36h, bevor sie in die stationare Phase eintraten

und zu Grunde gingen.

2.4.4 Nahrmedien zur Anzucht von E. coli Stammen

Die Anzucht der verwendeten E. coli Stdmme (s. 2.1.3) fand in Luria-Bertani Medium (LB-
Medium) (s. 2.3.2) statt. Als Flussig-Selektivmedium wurden dem LB-Medium kurz vor
Gebrauch die entsprechenden Antibiotika hinzugefiigt. Als Festmedium in Petrischalen wurde
2xLB-Medium mit 2xBacto-Agar (s. 2.3.2) gemischt. Um das Wachstum unerwiinschter
Bakterien zu verhindern, wurden daraus sogenannte Selektivplatten hergestellt. Dazu wurde

das Festmedium nach dem Autoklavieren und Abkiihlen mit Antibiotika sowie X-Gal versetzt.
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2.4.5 Herstellung von E.coli-Kulturstabilaten

Eine E.coli Kultur wurde 16h tber Nacht bei 37°C inkubiert um in die stationdre Phase
einzutreten. Danach wurde 1ml der jeweiligen Kultur zentrifugiert (10.000 g, 24°C, 1 min)
mit LB-Medium gewaschen und in 1ml frischem LB-Medium mit 15% Glycerin
aufgenommen. Die Zellen wurden in Kryor6hrchen tberfuhrt und in flissigem Stickstoff

gelagert.

2.4.6 DNA-Sequenzierung

Nach der Gelextraktion und DNA-Konzentrationsbestimmung wurden die gereinigten DNA
Proben bei der Firma GATC Biotech sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen wurden
anschlieRend per Sequenzalignment mit der jeweiligen Gen- bzw. Vektorsequenz verglichen.

2.4.7 Molekularbiologische Methoden

Alle Arbeiten mit Bakterien wurden unter sterilen Bedingungen in einer Heraeus LaminAir
Sterilbank durchgefihrt.

2.4.7.1 Isolierung von genomischer DNA

Zur lIsolierung von genomischer DNA aus T. brucei wurde das ,,DNeasy Blood & Tissue
Kit* der Firma Qiagen verwendet. Eine BF221-Kultur wurde Gber Nacht bei 37°C und 5%
CO, inkubiert bis sie eine Zelldichte von 1 x 10° Zellen/ml erreichte. Die Trypanosomen
wurden dann bei 1.500g fir 5min zentrifugiert. Anschliefend wurde das Zellpellet fur die
Isolierung der gDNA nach Herstellerangaben verwendet.

2.4.7.2 Polymerasekettenreaktion

Zur Klonierung der gewiinschten trypanosomalen Gene wurde eine Polymerasekettenreaktion
(PCR) in einem Thermocycler geméals den Angaben der jeweiligen Hersteller durchgefihrt.

Die Amplifizierung der gewunschten Genabschnitte wurde mit dem ,,AccuPrime Tag DNA
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Polymerase High Fidelity Kit“ (Invitrogen) durchgefuhrt. Dazu wurde folgendes PCR-

Programm verwendet:

Accu-Prime PCR-Programm 30 Zyklen:

Temperatur Dauer

Aktivierung 95°C 5 min
Denaturieren 94°C 45 sec
Annealing 60°C 30 sec
Extension 68°C 2 min
Finale Extension 68°C 3 min

Kolonie-PCR und Kontroll-PCR wurden mit dem ,,HotStarTaqg DNA Polymerase Kit* der
Firma Qiagen durchgefiihrt. Folgendes PCR-Programm wurde verwendet:

HS-PCR-Programm 30 Zyklen:

Temperatur Dauer

Aktivierung 95°C 15 min
Denaturieren 94°C 1 min
Annealing 56°C 1 min
Extension 72°C 2 min
Final Extension 72°C 10 min

2.4.7.3 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Gelelektrophorese

Die Detektion und Isolierung von DNA-Fragmenten wurde mittels 1%igen Agarosegelen
durchgefihrt. Dazu wurden 0,5g low melting Agarose mit 50ml TAE-Puffer (s. 2.3.1) versetzt
und in einem Mikrowellenherd unter Erhitzung zur Lésung gebracht. Die Lésung wurde mit
1yl ,, Midori Green DNA stain* (Nippon) versetzt und in eine Flachbettkammer gegossen.
Nachdem das Gel ausgehartet war, wurde die DNA Probe mit 6x Ladepuffer gemischt und in
die Taschen des Gels gefullt. Als DNA-Marker wurde ,,/ kb GeneRuler* (Fermentas)
verwendet. Die anschliefende Elektrophorese fand bei einer Spannung von 80V fir 60min

64



Material & Methoden

statt. Die DNA-Fragmente wurden mittels Fluoreszenz-Anregung mit langwelligem UV-Licht
(312nm) detektiert.

2.4.7.4 Gelextraktion

Nach der Detektion und Isolierung des gewiinschten DNA-Fragments aus dem Agarosegel
erfolgte die weitere Reinigung der DNA mit dem ,,QIAquick Gel Extraction Kit* (Qiagen)

nach Angaben des Herstellers.

2.4.7.5 DNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der vorliegenden DNA-Konzentration wurde die UV-Absorption bei einer
Wellenldange von 260nm mit einem GeneQuant 1300 Spektrophotometer durchgefuhrt. Fir
doppelstrangige DNA entspricht ein Absorptionswert von 1AU einer Konzentration von
50ng/ul fur einzelstrangige DNA einer Konzentration von 20ng/pl. Liegt der Wert der
Absorption beim Quotienten 260/280nm Uber einem Wert von 1,8 liegt eine Verunreinigung

durch Proteine vor und die Reinigung der DNA sollte wiederholt werden.

2.4.7.6 Restriktionsverdau

Zur Restriktion von DNA wurden Enzyme und Puffer der Firma Fermentas verwendet und
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Beispielhaft ist der Restriktionsverdau von 1ug
TbEndoG-PCR-Produkt fur den Vektor pProEx HTa (Invitrogen) mit den

Restriktionsenzymen EcoRI und Notl als 20ul Ansatz dargestellt:

10x Puffer O 2ul
PCR-Produkt (1ug TbEndoG) 10ul
EcoRI (10V) 1l
Notl (10U) 1ul
H204q 6l

Der Verdau wurde bei 37°C flr 1h durchgefihrt.

65



Material & Methoden

2.4.7.7 Minipréaparation von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA wurde mit dem ,,Qiaprep Spin Mini Kit* der Firma Qiagen
durchgefiihrt.

Je 3ml einer Bakterien-Ubernachtkultur wurden in 1,5ml EppendorfgefaRe tberfiihrt und bei
13.000g fir 1min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Bakterien-Sedimente
in je 250l P1-Puffer resuspendiert. Danach folgte die alkalische Lyse der Zellen durch
Zugabe von je 250ul P2-Puffer. Die Losung wurde 4-6 mal invertiert und fir 5min stehen
gelassen. Nach Zugabe von je 350ul N3-Puffer zur Neutralisation wurden die GefaRRe wieder
4-6 mal invertiert und fur 10min bei 13.000g zentrifugiert, um die ausgefallten
Zellbestandteile abzutrennen. Die Uberstande wurden in Qiaprep-Séulen tberfihrt und zur
DNA-Fallung mit je 700ul PE-Puffer versetzt und zweimal bei 13.000g fur 1min zentrifugiert.
Die Saulen wurden auf 1,5ml Eppendorfgefalie gesetzt und die Plasmid-DNA mit 50ul EB-
Puffer eluiert.

2.4.7.8 Ligation

Die Ligation der DNA Fragmente und der verdauten Plasmide erfolgte mit dem ,,Rapid DNA
Ligation & Transformation Kit*“ der Firma Fermentas. Dabei wurde die Vektor-DNA mit der
Fragment-DNA in verschiedenen Verhaltnissen (1:1 bis 1:3) von pmol ends zueinander

eingesetzt. Dazu wurde folgende Formel zur Berechnung verwendet (1:3 Verhéltnis):

Massensert[Ng] = 3*(Lange nsert [P]/ L&NGEvekior [PP]) * Massevekior[NG]

Abweichend vom Herstellerprotokoll wurden 2ul T4 DNA Ligase eingesetzt und der
Ligationsansatz fur 1h bei 22°C, 1h bei 16°C und 1h bei 4°C alterierend Uber Nacht inkubiert.

2.4.7.9 Transformation

Es wurden TOP10 One Shot®, NEB Turbo, BL21(DE3) und Rosetta2(DE3)pLysS E. coli
Zellen (Invitrogen, NEB und Novagen) verwendet. Die Transformation wurde entsprechend
dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt.
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Dazu wurden die kompetenten Zellen 10min auf Eis aufgetaut. Danach wurden 5pl des
Ligationsansatzes zu den Zellen gegeben und 30min auf Eis inkubiert. Anschlielend folgte
ein Hitze-Schock bei 42°C fir 45sek. Der Ansatz wurde sofort wieder fur 2min auf Eis
gegeben. Nach Zugabe von 250ul SOC-Medium wurde der Transformationsansatz bei 37°C
und 225rpm fiir 1h geschittelt. Zuletzt wurden 50ul und 200pl des Ansatzes auf LB-Platten
(mit Ampicillin) ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.4.8 Extraktion und Dunnschichtchromatographie von Prostaglandinen

Zur  Aktivitatsbestimmung der Cyclooxygenase (COX) wurde die Dunnschicht-
Chromatographie (DC) angewendet. Dazu wurde das Laufmittel (s. 2.3.8) ca. 2h vor der DC
angesetzt und in einer geschlossenen Chromatographiekammer bei -20°C stehen gelassen um
eine Laufmittelatmosphére herzustellen. Danach wurden 100ul Trypanosomenlysat mit
2,5uCi [*C]-Arachidonsdure in 400ul COX-Aktivitatspuffer (s. 2.3.9) bei 37°C fiir 1h
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100ul 1M HCI gestoppt. Fir die
Prostaglandin-Extraktion wurden die angeséuerten Proben mit Ethylacetat im Verhéltnis 3:1
gemischt und in einen Scheidetrichter berfiihrt und geschittelt. Danach wurde gewartet bis
die wassrige Phase und die Ethylacetat-Phase deutlich voneinander getrennt waren. Die
Ethylacetat-Phase wurde in ein Eppendorfgefal tberfiihrt und die wassrige Phase noch
einmal mit Ethylacetat extrahiert. Die gesammelten extrahierten Proben wurden anschlieRend
in einer SpeedVac-Zentrifuge getrocknet. Die Pellets wurden dann in 50ul eiskaltem Ethanol
aufgenommen und fiir 30min auf Eis gestellt. Unter einem Luftstrom wurden 10ul Probe auf
die DC-Platte (Kieselgel 60F Platten; 20 x 20cm) aufgetragen und direkt in die
Chromatographie-Kammer bei -20°C gestellt. Nach 45min wurde die Platte getrocknet und
mit einem Kodak MR Film funf Tage lang entwickelt.

2.4.9 Bestimmung der halbinhibitorischen Konzentration (1Cx)

Die ICsp von Staurosporin (STS) wurde mittels eines Zytotoxizitats-Test durchgefihrt
[Bodley et al., 1995]. Dazu wurde eine Standardreihe mit einer Konzentrationsspanne des
STS, bei der zwischen 0 und 100% der Zellen (berleben, angesetzt. Eine Hauptkultur wurde
auf 2,5 x 10° Zellen/ml mit frischem Blutformmedium ohne Phenolrot angesetzt und

199ml/well dieser Suspension in eine 96-well-Platte pipettiert. Dazu wurde 1ml/well der
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entsprechenden Konzentration zugegeben und 24h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach der
Inkubation wurden zu jedem well 20ml Lysepuffer (s. 2.3.13) mit p-Nitrophenyl-Phosphat
gegeben, um die Phosphatase-Aktivitat der Uberlebenden Zellen zu messen. AnschlieRend
wurden die Zellen weitere 6h bei 37°C inkubiert, und die Extinktion des Nitrophenols bei
405nm im Elisa-Reader gemessen. Neben den acht inkubierten Zellkulturen wurden ein
Medium-Leerwert sowie Medium + STS ohne Zellen in jeweils acht wells gemessen. Die

Extinktionswerte sind direkt proportional zur Zelldichte.

2.4.10 Untersuchung der Wirkung von Prostaglandin D, und Staurosporin

auf das Wachstum von T. brucei unter in vitro Kultivierung

Trypanosomen-Vorkulturen wurden auf 2 x 10° Zellen/ml verdiinnt und die zu
untersuchenden Substanzen zum Zeitpunkt t = 0 zugegeben. Zur Kontrolle wurde das
jeweilige Losungsmittel in gleichen Volumina zu den Kontrollkulturen gegeben. Die

Kulturen wurden zweimal taglich ausgezahlt bis alle Zellen abgestorben waren.

Zusétzlich wurden Experimente mit Zellen aus der stationaren Phase durchgefiihrt. Dazu
wurden die Zellen bis zum Erreichen der stationdren Phase kultiviert, die Zelldichte auf 1 x

10° Zellen/ml eingestellt und dann mit den jeweiligen Substanzen behandelt.

2.4.11 Bestimmung der Proteinbiosyntheserate mit [**S]-Methionin

Eine Vorkultur aus BF221-Trypanosomen wurde in BF-Kulturmedium auf eine Zelldichte
von 2 x 10° Zellen/ml angesetzt. Am nachsten Tag wurden die Zellen gezahlt und auf eine
Zelldichte von 5 x 10° Zellen/ml verdiinnt und fiir 2h bei 37°C und 5% CO, mit 10nM STS
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in EppendorfgefalRe tberfiinrt und zu jeweils
1,5ml Zellsuspension 7,5ul (entsprechend 7,5uCi) [*°S]-Methionin (Hartmann Analytic)
zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 15 und 30min bei 37°C erfolgte die Messung als
Triplikate. Zur Probenentnahme wurden 20ul BSA-L6sung in einem Eppendorfgefal
vorgelegt, 200ul Zellsuspension zum jeweiligen Zeitpunkt entnommen und die Proteine mit
600ul Aceton gefdllt. Die prédparierten Proben wurden fiir mindestens 20min bei -20°C
aufbewahrt. Die Proben wurden dann 15min bei 4°C und 13.000rpm zentrifugiert und der
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Uberstand abgenommen und verworfen. Die Pellets wurden in 1ml 5% TCA mit 2mM
Methionin resuspendiert und auf vorbereitete Filtereinheiten gegeben. Das auf dem
Filterpapier verbliebene Prazipitat wurde dreimal mit je 5ml TCA/Methionin und einmal mit
eisgekihlter 1% Essigsaure gewaschen. Danach wurden die Filterpapiere getrocknet und in
SzintillatorgefaRe mit 5ml Ultima Gold uberfiihrt. Die Proben wurden tber Nacht stehen

gelassen und am n&chsten Tag in einem Flussigszintillationsz&hler gemessen.

2.4.12 Transmissions- und Raster-Elektronenmikroskopie

Zur Untersuchung der Zellmorphologie durch Transmissions- (TEM) und Raster- (REM)
Elektronenmikroskopie wurden die Trypanosomen bis zur Entwésserung mit 50% Ethanol
nach demselben Protokoll prépariert. Die Zellen fir die REM wurden in 70% Ethanol an Herr
Karl-Heinz Hellmer bzw. Frau Meinert im Arbeitskreis von Prof. Dr. Oliver Betz (Abteilung
fur Evolutionsbiologie der Invertebraten, Universitat Tiibingen) weitergegeben. Fir die TEM

wurden die Zellen in Eponharz eingebettet.

Fiir die Einbettung wurden 1 x 10® Trypanosomen bei 1.500g und 4°C fiir 5min zentrifugiert
und zweimal in TDB (s. 2.3.6) gewaschen. Die Zellen wurden in 2% (vol/vol) Glutaraldehyd
in Cacodylatpuffer fixiert und viermal in Cacodylatpuffer (jeweils 10min) gewaschen.
Danach wurden die Zellen 1h bei 4°C in 1,5% (wt/vol) Osmiumtetroxid inkubiert und erneut
fur jeweils 10min einmal in Cacodylatpuffer und dreimal mit H,Oq4q gewaschen. Anschlie3end
erfolgte die Kontrastierung mit 0,5% Uranylacetat fur 1h bei RT.

Nach einem Waschschritt mit H,O4g wurden die Zellen zur Entwasserung einer aufsteigenden
Konzentrationsreihe von Ethanol-Ldsungen ausgesetzt.

Die Zellen wurden jeweils 5min in jeder Losung (50%, 70%, 95% Ethanol) gewaschen. Die
Entwésserungsschritte in 100% Ethanol sowie die darauf folgende Inkubation in Propylenoxid
wurde dreimal wiederholt.

Danach folgte die Einbettung in Eponharz (s. 2.3.14). Zuerst 1h in 50% Eponharz in
Propylenoxid danach eine weitere Stunde in reinem Eponharz in Beem-Cups. Die Proben
wurden dann Uber Nacht bei 45°C und dann noch einmal 24h bei 60°C polymerisiert. Alle
Schritte wurden mit 1ml Flussigkeit in Eppendorfgefalen durchgefiuhrt. Zum Wechseln der
Losungen wurden die Zellen jeweils 30sek in einer Beckman Microfuge B zentrifugiert
(13.000g, RT).
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Die eingebetteten Zellen wurden mit einem LKB 11800 Pyramitone® zu Trapezen (ca. 0,5mm
Basislange) getrimmt und mit einem Ultramikrotom OM U3 (Reichert) geschnitten. Die
Ultradinnschnitte wurden mit Kupfernetzchen gefischt. Zum Kontrastieren der Schnitte
wurden die Netzchen (Schnitte nach unten) auf einen Tropfen 5% Uranylacetat 1h bei RT
gegeben und mit H,Oq4y gewaschen [Lewis und Knight, 1977]. AnschlieBend wurden sie

45sek in eine Bleicitratlosung gedipt, mit H,Oq4q gewaschen und getrocknet.

Elektronenmikroskopische  Untersuchungen fanden an einem Zeiss EM 109
Transmissionselektronenmikroskop mit TFP-GroR3bildkamera statt. Fur die Aufnahmen wurde
der Negativfilm Kodak Plus-X-Plan 120 (125 ASA, 60 x 70mm) verwendet.

2.4.13 Rasterelektronenmikroskopie

Nach dem Aufbringen der Probe auf einen mit poly-L-Lysin beschichteten Trager, folgte eine
jeweils 8h-Inkubation in 96% und 100% Ethanol. Nach einer Kritische-Punkt-Trocknung,
wurde die Probe mit einer Palladium-Gold-Mischung (Schichtdicke 20nm) metallisiert. Die
Rasterelektronenmikroskopie wurde mit einem Cambridge Stereo Scan 250 Mk2

durchgefihrt und Bilder digital aufgenommen.

2.4.14 Durchflusszytometrie

Zur quantitativen Analyse von intrazellulédren Veranderungen in den Trypanosomen wéhrend
der Apoptose wurde die Durchflusszytometrie, wenn nach Fluoreszenz sortiert wird auch
FACS (fluorescence activated cell sorting) genannt, eingesetzt. Hierbei werden die Zellen
unter hohem Druck in einer Tréagerflussigkeit an verschiedenen Lasern vorbeigefuhrt. Der
Strahl ist so fein, dass er in Tropfchen aufgetrennt, die jeweils nur eine Zelle enthalten
nacheinander die Laser passieren kann. Das von den Zellen emittierte Streulicht wird dann
von verschiedenen Detektoren ausgewertet. Somit kénnen in kilrzester Zeit verschiedene
Parameter einer Zelle wie GroRe, Granularitat und mehrere Fluoreszenzfarbstoffe gemessen
werden. In dieser Arbeit wurde ein FACSCantoll Durchflusszytometer der Firma BD
Biosciences verwendet. Die Auswertung erfolgte mit der FACSDiva Software von BD

Biosciences und der Cyflogic Software.
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2.4.14.1 Bestimmung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) mit 2',7'-
dichlorodihydrofluoresceindiacetat (H,DCFDA)

Die Bildung intrazelluldrer reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) wurde
mit dem relativ unspezifischen Farbstoff, 2',7'-dichlorodihydrofluoresceindiacetat (H,DCFDA)
nachgewiesen. H,DCFDA ist zellmembranpermeabel und besitzt zwei Acetat-Gruppen.
Werden die Acetat-Gruppen intrazellular durch Esterasen gespaltet wird das Molekdl
unpermeabel (H,DCF). Durch Oxidation intrazellulér vorhandener reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) wird das nicht-fluoreszierende H,DCF zum fluoreszierenden Farbstoff DCF. Dazu
wurde je 1ml Zellkultur (~ 2 x 10° Zellen/ml) 1h bei 37°C mit 10uM H,DCFDA inkubiert.
Anschlieend wurde die Kultur mit Ringerlésung gewaschen und in FACS-R06hrchen zur
Messung Uberfuhrt. Die Fluoreszenz der Zellen wurde im grinen Kanal des

Durchflusszytometers bestimmt.

2.4.14.2 Bestimmung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) mit 3'-(p-Aminophenyl)-
fluorescein (APF)

Das unter 2.4.14.1 beschriebene H,DCFDA wird durch ein breites Spektrum an ROS oxidiert,
darunter auch die ROS Peroxyl- (ROOe), Hydroxylradikale («OH) und Peroxynitritanionen
(ONOO-). APF besitzt eine hoher Spezifitat und Stabilitdt als H,DCFDA und wird
ausschlieflich durch diese drei ROS oxidiert. Zusatzlich besitzt APF eine weit hohere
Resistenz gegendber lichtinduzierter Oxidation als H,DCFDA. APF ist wie H,DCFDA nicht
fluoreszierend bis es durch Hydroxylradikale, Peroxynitritanionen oder Hypochloritanionen
(—OCIl) zu fluoreszierndem APF oxidiert wird. Wie bei der Bestimmung mit H,DCFDA
wurde je 1ml Zellkultur (~ 2 x 10° Zellen/ml) fiir 30min bei 37°C mit 10uM APF inkubiert.
AnschlieBend wurde die Kultur mit Ringerlésung gewaschen und in FACS-Ro6hrchen zur

Messung Uberfuhrt. Die Fluoreszenz der Zellen wurde im griinen Kanal bestimmit.

2.4.14.3 Bestimmung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) mit Dihydroethidium (DHE)

DHE ist ein zellpermeabler Farbstoff der in den Mitochondrien lebender Zellen durch
Superoxid-Anionen (O;") zu Ethidium oxidiert wird. Das Ethidium kann dann zwischen die

Basen der DNA interkalieren. Im Zytosol erscheint die Fluoreszenz von DHE blau,
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interkaliert in DNA fluoresziert Ethidium rot. Die Behandlung der Zellen erfolgte wie bei den
oben genannten ROS-Markern mit 10uM DHE fiir 30min bei 37°C. Die Zellen wurden dann

im roten Kanal des Durchflusszytometers gemessen.

2.4.14.4 Farbung des Mitochondriums mittels Tetramethylrhodaminester (TMRE)

Zur Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials (¥,) wurde der Farbstoff
Tetramethylrhodaminester (TMRE) verwendet. TMRE ist ein Kationischer, rot
fluoreszierender Farbstoff, der in die Mitochondrien vitaler Zellen gelangt. Durch Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials nimmt auch die messbare Fluoreszenz in den Zellen ab.
Dazu wurde 1ul der TMRE-Stammldsung (s. 2.3.15) zu 1ml Kultur (~2 x 10° Zellen/ml)
zugegeben und fur 15min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Zellen auf

Eis gelagert und im Durchflusszytometer im roten Kanal gemessen.

2.4.14.5 Annexin-V-Farbung von Phosphatidylserin-externalisierenden Trypanosomen

Zur Detektion der Phosphatidylserin (PS)-Exposition im duf3eren leaflet der Zellmembran
wurde Annexin-V-Fluos verwendet. Annexin-V bindet Ca?*-abhangig an negativ geladene
Phospholipide und sehr spezifisch an PS. Dazu wurde 1ml Zellkultur (~ 2 x 10° Zellen/ml)
einmal mit PBS gewaschen und in 1ml Ringerlésung aufgenommen. Zu der Zellsuspension
wurden 50ul Farbelésung (s. 2.3.15) gegeben und 15min auf Eis inkubiert. Vor der Messung
am Durchflusszytometer wurden die Zellen noch einmal mit Ringerldsung gewaschen.

Um eindeutig nekrotische von apoptotischen Zellen zu trennen wurde eine Doppelfarbung mit
Propidiumiodid (P1) durchgefiihrt, da PI nur Zellen mit permeabilisierten Zellmembranen
durchdringen kann. Die Annexin-V/PI Fluoreszenz wurde im griinen Kanal (Annexin-V) und
im roten Kanal (PI) des Durchflusszytometers gemessen. Um die Uberlappung der roten PI-
Fluoreszenz in den griinen Bereich zu vermeiden musste eine elektronische Kompensation

des Gerétes erfolgen.
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2.4.14.6 Messung des DNA-Gehaltes mit Propidiumiodid

Degradationsprozesse und Veranderungen des Zellzyklus wurden mit Propidiumiodid (PI)
gemessen. Dazu wurde je 1ml Zellkultur (~ 2 x 10° Zellen/ml) einmal mit PBS gewaschen
und das Zellpellet in 100ul Lysepuffer und Iul Digitonin-Stammlésung (s. 2.3.15)
aufgenommen und 30min auf Eis gestellt. AnschlieBend wurden 100ul Farbelosung (20pg/ml
Propidiumiodid, in PBS) zugegeben. Die Proben wurden in FACS-R&hrchen tberfiihrt und im

roten Kanal des Durchflusszytometers gemessen.

2.4.14.7 TUNEL-Test

Die Detektion von DNA-Strangbriichen wurde mit dem ,DNA Fragmentation Imaging
Kit*“ der Firma Roche durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen mit 3,5% Paraformaldehyd und
0,1% Triton X-100 fiir 10min bei RT fixiert und mit PBS gewaschen. Danach wurden 5 x 10°
Zellen pro Feld auf einen Immunobjekttrager aufgetragen und mit PBS gewaschen.
Anschliel3end folgte eine 60minutige Inkubation mit reaction solution bei 37°C. Nach Zugabe
der nuclei dye solution und weiteren 5min bei RT wurden die Zellen erneut mit PBS

gewaschen.

2.4.15 Fluoreszenz-Mikroskopie

2.4.15.1 Farbung des Mitochondriums mit Mitotracker Red CMXRos

Zur Farbung der Mitochondrien von Trypanosomen wurde Mitotracker Red CMXRos der
Firma Invitrogen verwendet. Mitotracker enthalt einen leicht thiol-reaktiven Chloromethyl-
Rest und verbleibt auch nach Fixierung noch im Mitochondrium. Dazu wurden
Trypanosomen-Kulturen vor der Fixierung mit 3,5% Paraformaldehyd mit 50nM Mitotracker
Red CMXRos fir 20min bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Nach der Fixierung und weiteren
Farbungen, z.B. mit DAPI, wurden die Zellen auf einen poly-L-Lysin-beschichteten
Objekttriger gegeben und mit ,,ProLong® Gold Antifade* eingebettet. AnschlieRend erfolgte

die Auswertung an einem Fluoreszenzmikroskop.
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2.4.15.2 Farbung des Zellkern und des Kinetoplasten mit DAPI

4°,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) ist ein fluoreszierender Farbstoff mit hoher
Bindungsaffinitat zu AT-reichen DNA Regionen. Nach dem Waschen der Zellen mit PBS
wurden sie auf einem Objekttrager mit eiskaltem Methanol fixiert und getrocknet. Danach
wurde die DAPI-Férbelosung (1pg/ml in Hy0qest) aufgetropft und 5Smin bei RT im Dunkeln
inkubiert. AnschlieRend wurde der Objekttrager mit H,0q4est gewaschen und getrocknet, bevor
am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet wurde. Die Auswertung erfolgte an einem Zeiss
CellObserver Mikroskop und der AxioVision Software.

2.4.16 Allgemeine proteinchemische Methoden

2.4.16.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur quantitativen Bestimmung von Proteinen wurde der Assay nach Bradford verwendet
[Bradford, 1976]. Mit Hilfe einer 0,2ug/ml BSA-Stammldsung wurde zunéchst eine

Verdlnnungsreihe flr die Standard-Kurve erstellt.

Proteinmenge (ug) Stammlésung (ul) H20gest (1)

2 10 790
4 20 780
6 30 770
8 40 760
10 50 750

Tab. 2-1: Zusammensetzung der BSA-Standards

Die Standardproben wurden als Duplikate angesetzt, mit 200ul Bradford-Reagenz versetzt,
gemischt und 5min bei RT stehen gelassen. Als Referenz wurden 800ul Hy0gest und 200ul
Bradford-Reagenz gemischt. Anschlielfend wurden die Proben in einem GeneQuant 1300
Spektrophotometer bei einer Wellenldnge von 595nm gemessen und eine Standardkurve

erstellt.
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Folgend wurde nun immer zur Bestimmung der Proteinkonzentration ein definiertes Volumen
der zu bestimmenden Probe zu 800ul H204es: und 200pl Bradford-Reagenz gegeben. Nach
5min wurde die Absorption bei 595nm gemessen und anhand der entsprechenden Standard-

Kurve die Protein-Konzentration bestimmit.

2.4.16.2 SDS-PAGE

Zur Analyse von Proteinproben wurde die Methode nach Laemmli (1970) verwendet. Nach
der Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford wurden die Proben mit reduziertem
Probenpuffer (RotiLoad 1, Roth) fir 5min bei 100°C erhitzt. Das gewiinschte Probenvolumen
wurde in die Taschen des Gels gegeben als Standard wurden je 2,5ul Proteinmarker der
Firma Fermentas verwendet. Die Gele wurden in einer ,, mighty small* Gelapparatur der
Firma Hoefer unter Wasserkihlung bei einer maximalen Spannung von 160V und einer
konstanten Stromstarke von 10mA pro Gel etwa 2h laufen gelassen. Die Zusammensetzung
der Gele ist am Beispiel eines 5% Sammelgels und eines 10% Trenngels unter 2.3.11
aufgefiihrt. AnschlieBend erfolgte entweder eine Silberfarbung zur Detektion der

Proteinbanden oder die Gele wurden fir einen Western Blot vorbereitet.

2.4.16.3 Silberfarbung

Zur Detektion geringerer Proteinmengen wurde die Silberfarbung nach folgendem Schema

durchgefunhrt:
Fixieren: 10min in Fixierlésung
Waschen: 3 x 10min in 50% Ethanol
Impréagnieren: 1min mit Imprégnierlésung
Waschen: 2 X 2min in HoOgest
Silberinkubation: 20min mit AgNOs;-Ldsung
Waschen: 2min in HyOyest
Entwickeln: unter Sichtkontrolle mit Entwicklungsldsung
Waschen: 2 X 2min in HyOgest
Stoppen: 10min in Stopplésung
Waschen: 20min in 50% Ethanol
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Alle Schritte wurden in einem Plastikbehalter auf einem Schittler bei Raumtemperatur

durchgefihrt.

2.4.16.4 \Western Blot

Im Anschluss an die SDS-PAGE wurde das Gel in Transferpuffer (s. 2.3.12) gegeben. Das
Blotten des Gels wurde mit einer Semi-Dry Apparatur durchgefuhrt. Dazu wurde auf der
Anodenplatte der Apparatur ein sogenanntes Sandwich aus 3 Lagen feuchtem Whatman
Blotting Papier, einer Nitrozellulose-Membran (Hybond-ECL), dem zu blottenden Gel und
erneut 3 Lagen feuchtem Whatman Blotting Papier gebildet. Hierbei wurde darauf geachtet,
dass sich keine Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten befanden. Zum Schluss wurde
die Kathodenplatte aufgelegt und eine Spannung von maximal 20V und ein konstanter Strom
von 400mA fur 40min angelegt. Danach wurde die Nitrozellulose-Membran 2h in
Blockierlosung (s. 2.3.12) blockiert und 5 x 5min in Waschpuffer (s. 2.3.12) unter leichtem
Schitteln gewaschen. Anschlielend wurde die Membran mit dem Primarantikorper in TBS (s.
2.3.12) bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Am néachsten Tag wurde die Membran wieder 5 x 5min
gewaschen und fir eine Stunde bei RT mit dem verdinnten SekundérantikOrper unter
leichtem Schiitteln inkubiert. Nach erneutem 5 x 5min Waschen wurde der Blot schliellich
mit Entwicklungslosung (s. 2.3.12) unter visueller Kontrolle inkubiert bis gefarbte Banden
erschienen. Sofort nach Erscheinen der Banden wurde die Reaktion mit PBS gestoppt und der

Blot zur weiteren Analyse eingescannt und auf Whatman Blotting Papier luftgetrocknet.

2.4.17 Isolierung eines Cyclooxygenase-ahnlichen Enzyms (TbCOX) aus T.
brucei

2.4.17.1 Lyse von Trypanosomen

Eine Ratte wurde mit BF221-Trypanosomen infiziert und die Parasitdmie regelméafig tber
Blutentnahme aus der Schwanzvene bestimmt. Bei einer Zelldichte von 1 x 10° Zellen/ml
wurde die Ratte mittels CO, getdtet und die Trypanosomen wie unter 2.4.1 isoliert. Die Lyse

der Trypanosomen erfolgte mit Lysepuffer (s. 2.3.7). Nach der hypotonen Lyse wurden die
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Zellen 10min bei 10.000g zentrifugiert und der Uberstand fiir die anschlieBende

Ammoniumsulfatfallung verwendet.

2.4.17.2 Ammoniumsulfatfallung

Zur Reinigung und Konzentrierung von Proteinldsungen wurde die fraktionierte
Ammoniumsulfatfallung (AS-Fallung) eingesetzt. Alle Schritte der AS-Fallung wurden auf
Eis durchgefuhrt. Dazu wurde unter standigem Rihren zu dem trypanosomalen Zelllysat
tropfenweise eiskalte, gesattigte AS-Losung gegeben. Die Losung wurde dann 30min geriihrt
und die prazipitierten Proteine durch Zentrifugation bei 10.000g und 4°C pelletiert. Die
Fallung erfolgte in 20%-Schritten. Nach jeder Zugabe von Ammoniumsulfat wurde die
Losung geriihrt, zentrifugiert und die Pellets in 20mM Tris-HCI, pH 7,5 aufgenommen und

flr weitere Experimente bei 4°C gelagert.

2.4.17.3 Amplex Red assay

Zur Detektion der Cyclooxygenaseaktivitat wurde der Peroxid-sensitive Farbstoff Amplex®
Red (10-Acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazin) verwendet. Durch Oxidation von Arachidonsaure
mittels COX-1 oder COX-2 reagiert das nicht-fluoreszierende Amplex Red zu stark
fluoreszierendem Resorufin (7-Hydroxyphenoxazon). Die COX-Proben wurden zu COX-
Aktivitatspuffer (s. 2.3.9) mit 100uM Arachidonséaure und 50uM Amplex Red gegeben und
15min im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Proben bei 565nm im Spektrophotometer
gemessen. Die Reaktion von Amplex Red zu Resorufin findet im Verhéltnis 1:1 zu der
Oxidation von Arachidonséure statt.

2.4.17.4 lonenaustausch-Chromatographie (IEX)

Zur Trennung der mit Ammoniumsulfat prézipitierten Proteine wurde die lonenaustausch-
Chromatographie an einer Akta FPLC der Firma GE Healthcare verwendet. Hierfiir wurden
die Proteinlésungen gegen MES-Puffer (s. 2.3.4.2) dialysiert und auf eine 1ml HiTrap SP

Séule der Firma GE Healthcare gegeben und nach Herstellerangaben eluiert. Die Elution
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erfolgte gegen MES-Puffer mit 1M NaCl. Die eluierten Fraktionen wurden gesammelt und

mittels Amplex Red assay oder Western Blot analysiert.

2.4.17.5 Gelfiltration

Nach der IEX-Chromatographie folgte eine Gelfiltration um das Proteingemisch nach Grofie
aufzutrennen. Dazu wurde die IEX-Fraktion auf eine Superdex G-200 HR 10/30 Saule der
Firma GE Healthcare mit einem Bett-VVolumen von 24ml gegeben und mit einer Flussrate von
0,2ml/min mit Gelfiltrationspuffer (s. 2.3.4.3) eluiert. Die erhaltenen Peakfraktionen wurden

gesammelt und mittels Amplex Red assay oder Western Blot analysiert.

2.4.17.6 Immunprazipitation mittels MagBeads

Zur Immunprazipitation des COX-ahnlichen Enzyms aus T. brucei wurden Roti®-MagBeads
mit Protein A beladen der Firma Roth verwendet. Dazu wurden 250ug MagBeads dreimal mit
Waschpuffer (s. 2.3.9) und anschlieBend dreimal mit Bindepuffer (s. 2.3.9) gewaschen. Zu
25ul MagBeads wurde dann 2ug anti-COX-1 Antikdrper gegeben und (ber Nacht bei 4°C
unter leichtem Schitteln inkubiert. Die Beads wurden wieder dreimal mit Bindepuffer
gewaschen und zu 500ul Proteinlésung gegeben. Nach Inkubation von 1h bei RT wurden die
Beads wieder dreimal mit Bindepuffer gewaschen und anschliefend das gebundene Protein
eluiert. Dazu wurden 50ul Elutionspuffer (s. 2.3.9) zu den Beads gegeben und 5min bei RT
geschittelt. Der Uberstand wurde abgenommen und mit 2,5ul/50pul 1M NaOH neutralisiert.
Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt. Anschliefend wurde eine SDS-PAGE mit dem

eluierten Protein durchgefihrt.

2.4.17.7 ldentifizierung mittels Massenspektrometrie (MS)

Das immunprazipitierte Protein wurde zur weiteren Analyse an das Proteomcenter der
Universitat Tubingen gegeben. Hier wurde es verdaut und eine massenspektrometrische
Analyse der ausgeschnittenen Gelbande mit einem LTQ-Orbitrap XL Massenspektrometer

durchgefihrt.
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2.4.18 rTbCOX in E. coli

2.4.18.1 Expression von rTbCOX

Mit Zellen eines BL21(DE3)-TbCOX Klons aus Kulturstabilaten wurden 50ml einer E. coli-
Flussigkultur (mit Ampicillin) angeimpft und Gber Nacht als Vorkultur bei 37°C inkubiert.
Am né&chsten Tag wurden 10ml Vorkultur zu 500ml LB-Medium gegeben und bei 37°C
angezogen, bis die logarithmische Wachstumsphase erreicht war. Dazu wurde die optische
Dichte bei 600nm (ODgo) gemessen. Bei einer ODgyp von 0,8 wurden 0,5mM
Isopropylthiogalactosid (IPTG) zur Induktion der Expression zugegeben und fur 5h bei 37°C
auf einem Schiittler inkubiert. Danach wurden die Zellen bei 3.000g fiir 10min zentrifugiert
und das erhaltene Zellpellet bei -20°C gelagert.

2.4.18.2 Isolierung von inclusion bodies

Das wie oben beschrieben hergestellte Zellpellet wurde in 20ml 1B-Waschpuffer (s. 2.3.3)
resuspendiert und mit 100pg/ml Lysozym fir 15min bei 30°C lysiert. Danach erfolgten 3
Ultraschallaufschliisse mit einem Cell Disruptor B-30 der Firma Heinemann (10min, duty
cycle 50%, output level 5) mit anschlieBender Zentrifugation zur Fraktionierung der léslichen
und unldslichen Komponenten bei 10.000g fur 10min bei 4°C. Nach diesen Waschschritten
wurde das Pellet in 10ml IB-Solubilisierungspuffer (s. 2.3.3) aufgenommen und 1h bei RT
und Uber Nacht bei 4°C unter leichtem Schitteln gel6st. Am nachsten Tag wurde das Lysat
bei 10.000g fiir 10min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand mit den gelGsten inclusion

bodies fur die Affinitdtschromatographie verwendet.

2.4.18.3 Affinitatschromatographie

Der vorab beschriebene IB-Uberstand wurde auf eine 1ml Ni-NTA Saule (Qiagen) gegeben,
welche zuvor mit 20ml Bindepuffer (s. 2.3.4.1) equilibriert worden war. Das fehlgefaltete
Protein wurde nun Uber einen Gradienten gegen Bindepuffer mit einer Flussrate von
0,2ml/min tber Nacht auf der S&ule zurlickgefaltet. Das nun korrekt gefaltete Protein wurde
dann mit Waschpuffer (s. 2.3.4.1) gewaschen und mittels eines 10ml Gradienten mit
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Elutionspuffer (s. 2.3.4.1) von der Sdule eluiert. Das Eluat wurde zu 1ml Fraktionen
gesammelt. Die eluierten Peakfraktionen wurden vereinigt und mittels SDS-PAGE analysiert.

2.4.18.4 Abspaltung des His-Tags

Die Proteinproben wurden in einen Dialyseschlauch mit einem MWCO von 14kDa tberfihrt
und Uber Nacht gegen ein 1.000faches Volumen AcTEV-Protease-Puffer (s. 2.3.9) dialysiert.
Am néchsten Tag wurde der Puffer ausgetauscht und fiir weitere 2h dialysiert. AnschlieRend
wurde der His-Tag durch Inkubation von 200U AcTEV-Protease fur 4h bei RT und dann bei
4°C Uber Nacht abgespalten. Der Ansatz wurde dann 1:1 mit Waschpuffer versetzt und wieder
auf eine Iml Ni-NTA S&ule, welche mit Waschpuffer equilibriert worden war, gegeben.
Dabei blieben His-Tag, Reste von His-rTbCOX und die ebenfalls His-getaggte Protease auf
der Séule zuriick, wéhrend sich das ungetaggte Protein in der Durchflussfraktion befand. Die
rThCOX-Fraktion wurde gesammelt und Uber Zentrikons mit einem GrdRenausschluss
(NMWL) von 30kDa gegen COX-Aktivitatspuffer (s. 2.3.9) getauscht.

2.4.18.5 rThCOX Aktivitatstest

Die Cyclooxygenaseaktivitit von rTbCOX wurde mit [**C]-Arachidonsaure als Substrat und
Aliquots der entsprechenden ThCOX Proben getestet. Dazu wurde je [**C]-Arachidonsaure
und 200ng rekombinantes TbCOX zu COX-Aktivitatspuffer (s. 2.3.9) gegeben. Die Ansatze
wurden fir 1h bei 37°C inkubiert und anschliefend mit Ethylacetat entsprechend 2.4.15

extrahiert und analysiert.

2.4.19 rTbENdoG in E. coli

2.4.19.1 Expression von rTbEndoG

Mit Zellen eines BL21(DE3)-TbEndoG Klon aus Kulturstabilaten wurden 50ml einer E. coli-
Flussigkultur angeimpft und tber Nacht als Vorkultur bei 37°C inkubiert. Am néachsten Tag
wurden 10ml Vorkultur zu 500ml LB-Medium gegeben und bei 37°C herangezogen, bis die
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logarithmische Wachstumsphase erreicht war. Dazu wurde die optische Dichte bei 600nm
(ODgoo) gemessen. Bei einer ODggo von 0,8 wurden 0,5mM Isopropylthiogalactosid (IPTG)
zur Induktion der Expression zugegeben und flr 5h bei 37°C auf einem Schittler inkubiert.
Danach wurden die Zellen bei 3.000g fur 10min zentrifugiert und das erhaltene Zellpellet bei

-20°C gelagert.

2.4.19.2 Isolierung von inclusion bodies

Das nach der Expression gelagerte Zellpellet wurde in 20ml IB-Waschpuffer (s. 2.3.3)
resuspendiert und die Zellen mit 100pg/ml Lysozym fur 15min bei 30°C lysiert. Danach
erfolgten 3 Ultraschallaufschlisse mit einem Cell Disruptor B-30 der Firma Heinemann
(10min, duty cycle 50%, output level 5) mit anschlieBender Zentrifugation zur Fraktionierung
der loslichen und unléslichen Komponenten bei 10.000g fur 10min bei 4°C. Nach diesen
Waschschritten wurde das Pellet in 10ml I1B-Solubilisierungspuffer (s. 2.3.3) aufgenommen
und 1h bei RT und anschliefend tber Nacht bei 4°C unter leichtem Schiitteln gelost. Am
nachsten Tag wurde das Lysat bei 10.000g fiir 10min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand

mit den gel6sten inclusion bodies flr die Affinitdtschromatographie verwendet.

2.4.19.3 Affinitatschromatographie

Der vorab beschriebene IB-Uberstand wurde auf eine 1ml Ni-NTA Saule (Qiagen) gegeben,
welche zuvor mit 20ml Bindepuffer (s. 2.3.4.1) equilibriert worden war. Das fehlgefaltete
Protein wurde nun Uber einen Gradienten gegen Bindepuffer mit einer Flussrate von
0,2ml/min langsam auf der Sédule zurtickgefaltet. Das nun korrekt gefaltete Protein wurde
dann mit Waschpuffer (s. 2.3.4.1) gewaschen und mittels eines 10ml Gradienten auf den
Elutionspuffer (s. 2.3.4.1) von der S&ule eluiert. Das Eluat wurde zu 1ml-Fraktionen

gesammelt. Die eluierten Peakfraktionen wurden vereinigt und mittels SDS-PAGE analysiert.

2.4.19.4 Abspaltung des His-Tags

Die Proteinproben wurden in einen Dialyseschlauch tberfiihrt und tGber Nacht gegen ACTEV-
Protease-Puffer (s. 2.3.9) dialysiert. Am nachsten Tag wurde der Puffer ausgetauscht und fir
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weitere 2h dialysiert. Anschlielend wurde der His-Tag durch Inkubation von 200U AcTEV-
Protease fir 4h bei RT und dann bei 4°C Uber Nacht abgespalten. Der Ansatz wurde dann 1:1
mit Waschpuffer versetzt und wieder auf eine 1ml Ni-NTA Saule, welche mit Waschpuffer
equilibriert worden war, gegeben. Dabei blieben His-Tag, Reste von His-rTbEndoG und die
ebenfalls His-getaggte Protease auf der Sdule zurilick, wéhrend sich das ungetaggte Protein in
der Durchflussfraktion befand. Die rTbEndoG-Fraktion wurde gesammelt und ber 30kDa
NMWL Zentrikons gegen EndoG-Aktivitatspuffer (s. 2.3.9) getauscht.

2.4.19.5 rTbEndoG Nukleaseaktivitatstest

Die Nukleaseaktivitat von rTbEndoG wurde mit Plasmid-DNA als Substrat und Aliquots der
entsprechenden TbEndoG Proben getestet. Dazu wurde je 1pg Plasmid-DNA und 200ng
rekombinantes TbEndoG zu EndoG-Aktivitatspuffer (s. 2.3.9) gegeben. Die Ansétze wurden
fir 1h und Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Dabei wurde ein Puffer (EndoG-Aktivitatspuffer)
verwendet, der fur die in vitro Spaltung von DNA durch EndoG schon beschrieben wurde
[Gannavaram et al., 2007].

Die Ansatze wurden anschlieBend gelelektrophoretisch mittels 1% Agarosegele (s. 2.3.1)

analysiert.

2.4.20 TbEndoG in T. brucei

2.4.20.1 Herstellung von Trypanosomen mit EndoG-knock down, EndoG-
Uberexpression und EndoG-eGFP

T. brucei besitzt zwei Kopien von EndoG (Th427.9.4040 und Tbh427.9.4080) mit 99%iger
Identitdt auf DNA- und Proteinebene.

Zur Transfektion von TbEndoG in SMB-Trypanosomen wurde jeweils das Th427.9.4040 in
verschiedenen Vektoren fiir den TbEndoG-knock down, die Uberexpression von ThEndoG
und die Expression von TbEndoG-eGFP verwendet. Fur den ThEndoG-knock down wurde der
RNAI Vektor p2T7, fir die Uberexpression von ThEndoG der Vektor pLew100v5Hyg und
flr die Expression von TbhEndoG-eGFP der Vektor pCO57 verwendet. Alle drei Vektoren
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konnten mit Tetracyclin induziert werden. In dieser Arbeit wurde Doxycyclin, ein
Tetracyclin-Derivat, anstelle von Tetracyclin verwendet. Nach der Plasmidherstellung wurden
die Plasmide mittels Minipréaparation (s. 2.4.7.7) gereinigt und mit dem Restriktionsenzym

Notl linearisiert.

2.4.20.2 Transfektion und Selektion

Zur Transfektion von T. brucei wurden SMB-Zellen verwendet um einen Selektionsdruck
durch Zugabe von Geniticin (G418) auslben zu kénnen. HMI-9 Medium wurde verwendet da
hier die klonale Vermehrung einzelner Zellen ermdglicht wird. Die Generationszeit von
SMB-Zellen in HMI-9 Medium liegt bei ca. 6h im Vergleich zu 8h in BF-Kulturmedium.

Alle Schritte der Transfektion mittels Elektroporation erfolgten auf Eis.

2,5 x 10" Zellen einer SMB-Hauptkultur wurden bei 1.000g, 10min zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 25ml Cytomix (s. 2.3.10) aufgenommen und bei 1.000g fur 10min
zentrifugiert. Anschlielend wurde das Pellet in ca. 200ul Cytomix resuspendiert, um auf ein
Endvolumen von 440ul zu kommen. Zur Uberpriifung der Zellzahl wurde 1pl der
Zellsuspension in ein vorbereitetes Eppendorfgefald dberfuhrt und die Zellen in einer
Neubauer-Zahlkammer gezahilt.

Zu den SMB-Zellen wurden 10ul DNA (10ug Notl linearisierter VVektor) zugegeben und die
nun 450ul Zellsuspension in eine kalte Elektroporationskiivette (2mm) tberfuhrt.

Darauf folgte ein Puls von 1,4kV, 25uF und ooQ mit einem GenePulser XCell der Firma Bio-
Rad. Die Kivette wurde anschlieBend wieder auf Eis gelagert und die Zellzahl bestimmt. Zu
diesem Zeitpunkt sind 10-50% uberlebende Zellen vorhanden. Der elektroporierte Ansatz
wurde dann in 36ml HMI-9 Medium uberfuhrt und 6h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach
Zugabe von 2ug/ml G418 und 2,5ug/ml Hygromycin B wurden jeweils 1ml der Kultur auf
24-well Platten verteilt und fir 5 Tage bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Unter taglicher
lichtmikroskopischer Kontrolle wurden die klonal wachsenden Zellen fir weitere

Experimente geerntet.
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2.4.20.3 Induzierung

Die Kulturen wurden mit 10ug/ml Doxycyclin fur 3 Tage (knock down) und 24h (ThEndoG-
over bzw. TbEndoG-eGFP) induziert bevor sie fur weitere Experimente eingesetzt wurden.
Die Halbwertzeit von Doxycyclin betrdgt in Kulturmedium nur 48h, deshalb wurde den

Kulturen alle 24h 5pg/ml Doxycyclin zugegeben.

2.4.20.4 RNA-Isolierung und RT-gPCR

Kulturen von SMB- und ThEndoG-over-Zellen wurden in HMI-9 Medium herangezogen und
mit 10pg/ml Doxycyclin die TbEndoG Expression induziert. Nach 24h wurden 10puM
Prostaglandin D, (PGD;) den Kulturen zugegeben und weitere 24h bei 37°C und 5% CO;
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellkulturen bei 1.500g fur 5min bei 4°C zentrifugiert
und das Zellpellet gewaschen. Die RNA-Isolierung erfolgte nach den Herstellerangaben des
,»RNeasy Mini Kit*“ der Firma Qiagen. Die RNA-Konzentration der gereinigten RNA wurde
photometrisch bestimmt und jeweils 100ng zu den RT-qPCR Ansétzen zugegeben.

Die Quantifizierung der in vivo synthetisierten mRNA erfolgte mit dem ,,Power SYBR®
Green RNA-to-CT™ [-Step Kit* (Invitrogen).
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3 Ergebnisse
3.1 Isolierung eines COX-ahnlichen Enzyms aus T. brucei

Die Inkubation von [**C]-markierter Arachidonsaure mit Zelllysat aus BF221-Trypanosomen
lieR bei der Dunnschicht-Chromatographie ein &hnliches Muster erkennen, wie die Inkubation
mit Schaf-COX-1 (s. Abb. 3-1). Diese Beobachtung lieR darauf schlieBen, dass es in
Trypanosomen ein Enzym geben muss, das dieselben oder @hnliche Eigenschaften wie die
Cyclooxygenasen hoherer Organismen besitzt.

Zur ldentifizierung dieses COX-ahnlichen Enzyms in T. brucei wurden zwei
Nachweismethoden verwendet. Zum einen wurde nach jedem Aufreinigungsschritt ein
Western Blot mit Antikorper gegen COX-1 aus dem Schaf (ovin) durchgefiihrt. Zum anderen
wurden die Proteinproben mit Amplex Red, wie unter 2.4.17.3 beschrieben, inkubiert.
Amplex Red ist ein farbloses Substrat, welches mit Wasserstoffperoxid (H.O,) oder
Arachidonséure zu stark fluoreszierendem Resorufin reagiert. Mit dieser Eigenschaft sollte
die Peroxidaseaktivitat der COX nachgewiesen werden. Fraktionen, die mit beiden Methoden

positiv getestet wurden, sind flir weitere Aufreinigungsschritte verwendet worden.
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Abb. 3-1: Dinnschichtchromatographie von [14C]-markierter Arachidonséaure
Trypanosomenlysat wurde mit [**C]-Arachidonsaure in COX-Aktivitatspuffer (s. 2.3.9) bei 37°C fiir 1h
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1M HCI gestoppt. Die angesauerten Proben wurden
mit Ethylacetat im Verhaltnis 3:1 gemischt und die wassrige Phase und die Ethylacetat-Phase in
einem Scheidetrichter voneinander getrennt. Die Ethylacetat-Phase wurde in einer SpeedVac-
Zentrifuge getrocknet und die Pellets in 50yl eiskaltem Ethanol aufgenommen und fir 30min auf Eis
gestellt. 10ul der Proben wurden auf die DC-Platte (Kieselgel 60F Platten; 20 x 20cm) aufgetragen
und direkt in die Chromatographie-Kammer bei -20°C gestellt. Nach 45min wurde die Platte
getrocknet und mit einem Kodak MR Film finf Tage lang entwickelt.

1) Startpunkt; 2) PGE, und PGF,,; 3) PGD, und andere PG Metabolite; 4) PGH,;

5) HETE (Hydroxyeikosatetraenoat); 6) Arachidonsaure;

A) hitzeinaktivierter Uberstand; B) Uberstand; C) hitzeinaktiviertes Pellet; D) Pellet: E) COX-1.
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3.1.1 Zelllyse

Wie unter 2.4.1 beschrieben, wurden 1 x 10° BF221-Trypanosomen aus Rattenblut isoliert
und hypoton lysiert. Nach Zentrifugation bei 10.000g fiir 10min bei 4°C wurde der Uberstand
abgenommen, auf Eis gelagert und fur die AS-Fallung verwendet. Zur Kontrolle wurde ein
Western Blot mit oviner COX-1 und trypanosomalen Zellysat durchgefiihrt. Dazu wurden
1ug COX-1 und 20ug Proteinlésung Uber ein 10% SDS-Gel getrennt und anschlieRend
geblottet. Die Nitrozellulosemembran wurde dann mit anti-COX-1 Antikorper der Firma
Cayman Chemical und anti-Kaninchen 1gG AP-konjugierten Antikorper wie unter 2.4.16.4
beschrieben inkubiert.

Die zur Kontrolle aufgetragene COX-1 ist in Abb. 3-2 als intensive Bande bei 72kDa zu
erkennen. In der Lysatfraktion von T. brucei ist eine Bande mit etwas gréRerem
Molekulargewicht als die ovine COX-1 zu erkennen. Das gesuchte trypanosomale Enzym ist
daher entweder etwas grofer als seine orthologe Enzyme in héheren Organismen oder das

Laufverhalten im SDS-Gel ist wie bei der EndoG verandert.

kDa M 1 2

100 — -

<+«—ThCOX

55 — e
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Abb. 3-2: Western Blot mit anti-COX-1 (ovine) Antikdrper

BF221-Trypanosomen wurden aus Rattenblut isoliert und hypoton lysiert. Nach Zentrifugation bei
10.000g fur 10min bei 4°C wurde der Uberstand auf Eis gelagert und iiber ein 10% SDS-Gel
aufgetrennt. Zur Kontrolle wurde ovine COX-1 verwendet. Anschlie3end wurde das Gel geblottet. Der
Blot wurde mit anti-COX-1 Primarantikdrper (1:1.000) und anti-Kaninchen IgG AP-konjugiertem
Sekundarantikorper (1:15.000) inkubiert. Der Blot wurde anschlieend mit BCIP/NBT gefarbt.

M) Fermentas PageRuler #SM1811; 1) ovine COX-1; 2) Trypanosomen-Lysat

3.1.2 Ammoniumsulfat-Fallung

Das Trypanosomenlysat wurde zur Ammoniumsulfat (AS)-Fallung unter Eiskihlung gerihrt
und AS in 20%-Schritten tropfenweise zur Proteinlésung gegeben. Nach jeder AS-Zugabe
wurde die Losung wie unter 2.4.17.2 beschrieben 30min geruhrt und anschlielend
zentrifugiert. Die erhaltenen Fraktionen wurden dann (ber Zentrikons mit einer
Ausschlussgrofle von 30kDa mit einem 20mM Tris-HCI Puffer, pH 7,5 entsalzt und fur die
SDS-PAGE und Western Blot Analyse verwendet (s. Abb. 3-3). Nach einer
Proteinbestimmung nach Bradford wurden jeweils 20ug Protein in die Taschen eines 10%
SDS-Gels gegeben und wie unter 2.4.16.2 elektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieRend folgte
die Silberfarbung des SDS-Gels wie unter 2.4.16.3 beschrieben. Zur Detektion der
Proteinbanden mittels Western Blot wurde ein identisches SDS-Gel wie unter 2.4.16.4
beschrieben geblottet und mit anti-COX-1 Primérantikérper (1:1.000) und anti-Kaninchen
IgG-AP Sekundarantikdrper (1:15.000) inkubiert und die Aktivitat der alkalischen
Phosphatase mit Entwicklungslésung (s. 2.3.12) detektiert. In den Fraktionen, die mit 80%
bzw. 100% AS versetzt wurden war eine starke Bande bei ca. 50kDa zu erkennen, die dem
VSG zuzuordnen war. In diesen beiden Fraktionen wurde allerdings auch die gesuchte
ThCOX prézipitiert. VSG, welches ca. 50% des gesamten Proteinanteils in Trypanosomen
ausmacht storte durch Uberlagerung der Peaks bei den folgenden Aufreinigungsschritten.
Daher wurde zur weiteren Isolierung der TbhCOX eine 70% AS-Féllung verwendet, bei der
das VSG noch nicht prézipitierte und noch ausreichend ThCOX in der Probe vorhanden war.
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A)

+—VSG

B) 1 2 3 4 5 M kDa

100

Abb. 3-3: SDS-Gel und Western Blot von AS-Fraktionen

Zur Fallung der Proteine wurde in 20% Schritten AS tropfenweise zu trypanosomalen Zelllysat
gegeben und 30min auf Eis geriihrt. Danach wurden die geféllten Proteine 10min bei 10.000g
zentrifugiert und das Pellet in 20mM Tris-HCI, pH 7,5 aufgenommen. AnschlieBend wurden die
Proteinlésungen durch SDS-PAGE (A) und Western Blot (B) analysiert.

A) SDS Gel: M) PageRuler #SM1811 (Fermentas); 1) 20% AS-Fraktion; 2) 40% AS-Fraktion; 3) 60%
AS-Fraktion; 4) 80% AS-Fraktion; 5) 100% AS-Fraktion

B) Western Blot: M) PageRuler #5SM1811 (Fermentas); 1) 20% AS-Fraktion; 2) 40% AS-Fraktion; 3)
60% AS-Fraktion; 4) 80% AS-Fraktion; 5) 100% AS-Fraktion.
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3.1.3 Amplex Red assay

Die Peroxidaseaktivitdt der Cyclooxygenase wurde mit Amplex Red (s. 2.4.17.3) gemessen.
Dazu wurden die Fraktionen der AS-Fallung wie im letzten Abschnitt beschrieben entsalzt,
mit 100uM Arachidonsaure und 50uM Amplex Red versetzt und 15min bei RT im Dunkeln
inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben im Spektrophotometer bei 565nm gemessen. Wie
in Abb. 3-4 zu sehen ist, sind die Absorptionswerte in den Fraktionen mit 80% und 100% AS,
in denen die ThCOX auch mit anti-COX-1 Antikorper detektiert wurde, stark erhoht.

1,0 5

0,8

0,6

U [565nm]

< 0.4

0,2 1

I w EOW

40% AS 60% AS 80% AS 100% AS US 100% AS

Abb. 3-4: Peroxidaseaktivitat der AS-Fraktionen gemessen mit Amplex Red
Je 500ug Protein wurden zu COX-Aktivitatspuffer mit 100uM Arachidonsdure und 50uM Amplex Red
gegeben und 15min im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Proben bei 565nm im

Spektrophotometer gemessen.
Die 40%-AS-Fraktion; 60%-AS-Fraktion; 80%-AS-Fraktion; 100%-AS-Fraktion und der Uberstand der

100%-AS-Fraktion wurden gemessen.
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3.1.4 Chromatographie

lonenaustausch-Chromatograpie

Fir die lonenaustausch-Chromatograpie (IEX) tiber eine AKTA FPLC wurde eine HiTrap SP
Kationenaustauschersdule der Firma GE Healthcare verwendet. Dazu wurde die 70% AS-
Fraktion gegen MES-Bindepuffer (s. 2.3.4.2) dialysiert und auf die HiTrap SP Sdule gegeben.
AnschlieBend wurde die Probe mit Elutionspuffer (s. 2.3.4.2) eluiert und gegen Tris-Puffer (s.
2.3.4.3) dialysiert. Die erhaltenen Fraktionen wurden anschlieBend mit Amplex Red gemessen
und die Fraktionen mit Peroxidaseaktivitat fur die darauf folgende Gelfiltration vorbereitet.
Die Peroxidaseaktivitat wurde im Durchlauf der HiTrap SP S&ule gemessen.

mal LN

10003
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8003
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400
300
200
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03

1003 j

-200 B A2 m3 a4 a5 ns A7 AS A3 A1D A1 A12 B12 B11 BI0 BY Wasle
-3003

Abb. 3-5: Chromatogramm der lonenaustausch-Chromatograpie mit HiTrap SP

Lysat einer BF221-Kultur wurde mit 70% AS geféllt und gegen MES-Puffer dialysiert. Die
Proteinlésung wurde in einer AKTA FPLC auf eine HiTrap SP Saule gegeben und mit einem Step-
Gradient mit 50mM MES, 1M NaCl, pH 6,0 eluiert.
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Gelfiltration

Die Gelfiltration erfolgte mit einer Superdex G-200 HR 10/30 S&ule der Firma GE Healthcare

mit einem Bett-Volumen von 24ml. Nach der Equilibrierung der Saule mit Tris-Puffer (s.

2.3.4.3) wurde der Durchlauf der IEX-Chromatograpie auf die Gelfiltrationssdule gegeben.

AnschlieBend wurden die erhaltenen Fraktionen wieder mit Amplex Red gemessen. Die mit

Amplex Red nachweisbare Peroxidaseaktivitit der ThCOX fand sich in der ersten

Peakfraktion wieder. Diese wurde fur die darauffolgende Immunprézipitation verwendet.
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Abb. 3-6: Chromatogramm der Gelfiltration mit Superdex G-200 HR
Der Durchlauf der IEX-Fraktion wurde auf eine Superdex G-200 HR 10/30 Saule der Firma GE

Healthcare gegeben und mit einer Flussrate von 0,2ml/min mit Gelfiltrationspuffer (s. 2.3.4.3) eluiert.
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3.1.5 Immunprazipitation mit Protein A gekoppelten MagBeads

Die Immunprézipitation (IP) wurde wie unter 2.4.17.6 beschrieben durchgefihrt. Dafur wurde
die Peakfraktion der Gelfiltration Gber Nacht mit den an anti-COX-1 Antikérper gekoppelten
MagBeads inkubiert und anschliellend eluiert. Abb. 3-7 zeigt das eluierte Protein nach
Bindung an anti-COX-1 Antikérper an MagBeads (1) und den Uberstand nach der Bindung
an die MagBeads (2).
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Abb. 3-7: SDS-Gel von ThCOX nach anti-COX-1 MagBeads-Protein A Immunprézipitation

250ug MagBeads wurden mit Wasch- und Bindepuffer (s. 2.3.9) gewaschen. Zu den MagBeads
wurden 2pg anti-COX-1 Antikérper gegeben und Uber Nacht bei 4°C unter leichtem Schiitteln inkubiert.
Am néchsten Tag wurden die Beads wieder mit Bindepuffer gewaschen und zu 500ul Proteinlésung
gegeben. Nach Inkubation von 1h bei RT wurden die Beads wieder mit Bindepuffer gewaschen und
das gebundene Protein mit 50ul Elutionspuffer (s. 2.3.9) eluiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und mit 2,5ul 1M NaOH neutralisiert. AnschlieBend wurde eine SDS-PAGE mit dem eluierten Protein
und dem Uberstand nach der Bindung durchgefthrt.

M) PageRuler #SM1811 (Fermentas); 1) Eluiertes Protein aus der 70% AS-Fraktion; 2) Uberstand
nach der Bindung an anti-COX-1 MagBeads-Protein A.
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3.1.6 Massenspektrometrische Analyse

Die Proteinbande der eluierten Proteine aus der Immunprazipitation wurde aus einem 10%
SDS-Gel ausgeschnitten und an das Proteomcenter Tiibingen gegeben. Hier wurde es verdaut
durch durch LTQ-Orbitrap XL
Massenspektrometer die Proteinbande analysiert. Tabelle 3-1 zeigt, dass acht der zehn
intensivsten Peptide aus dem hypothetischen Protein Th.427.10.13790 (TriTrypDB ID) hier

und massenspektrometrische  Verfahren ein

als TbCOX beschrieben, stammen. Zusétzlich wurden Peptide des heat shock protein 83
(TriTrypDB ID: Th427.10.10980) detektiert, das hier nicht weiter verfolgt wurde, da es kaum
als COX-like Enzym in Frage kommt.

In Abb. 3-8 ist die Sequenz der TbCOX angegeben. Die durch die Massenspektrometrie
detektierten Peptide sind rot eingefarbt.

Mascot

id | MS/MS IDs Sequence Length Mass Proteins PEP Score | Intensity
614 878 TTDVVVISR 91988,55531 | trDOA034 9,26E-08| 63,25| 3007500
581 827,828 TGVIDHLASPR 11|1164,6251 | trDOA034 5,86E-09| 60,03 | 1221800
377 534;535 LPSSLR 6|671,39662 | trDOA034 0,17064 | 30,43 | 1134100
23 27,28 AILFLPK 71800,51601 | trDOA4NS 6,16E-05| 39,57 | 981920
61 87 AVDALVR 71742,43374 | trDOAO34 6,16E-05| 53,73 | 934060
546 774;775 SLSLCFR 71881,44292 | trDOA034 0,4952| 19,83| 822990
242 | 335;336;337 | IGACAPVVDIPR 12|1266,6754 | rDOA034| 4,78E-15| 87,98| 783610
520 738 SAFNIAK 7|749,40719| trDOA034| 0,0076257| 40,84 | 625090

4 5;6 | ADLVNNLGTIAR 12| 1255,6884 | trDOA4N5 | 0,0020344 | 43,74| 580570
121 170 | EGEDAVNVVLER 12|1328,6572 | trDOA034 |0,00014838 | 71,94| 426980

Tabelle 3-1: Identifizierung der Proteine in der IP-Bande
Die Proteinbande bei ca. 75kDa wurde aus dem SDS-Gel herausgeschnitten und in 50% Ethanol dem
Proteomcenter der Universitat Tubingen tGbergeben. Dort wurden die Proteine verdaut und durch ein

LTQ-Orbitrap XL Massenspektrometer analysiert. Nach Intensitat geordnet konnten acht der zehn

haufigsten Peptide der TbCOX zugeordnet werden.
trDOA034: Th.427.10.13790 (ThCOX); trDOA4NS5: Th427.10.10980 (Heat shock protein 83)
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Abb. 3-8: Sequenz-Coverage der Peptide fur Tb.427.10.13790 (ThCOX)

3.2 Expression von rTbCOX in E. coli

3.2.1 Klonierung von rTbCOX

Die

massenspektrometrische  Analyse

des

Proteomcenters

Tubingen

SLASVVAEQQ
AEIDTGCKAYV
QAVVPGGDKK
VKKHCKKCTA
NLRCIPGKNF
QSGEQITNPR
CEDGEDGOQKF
SNHVPMKINYV
LIKPAIKRIA
HFFEPTSPVK
RIELECAVPD
DVAVSLTDPA
SSLRTGVIDH
GMMTVEEKHK
KDMQQELLKR
LKEMQDLRLE
YARVEGVRNA

ergab, dass

Th427.10.13790, im weiteren TbCOX genannt, das prominenteste Protein in der eluierten
Fraktion ist. Daher wurde dieses Protein in Rosetta2(DE3)pLysS E.coli Zellen rekombinant
exprimiert.

Dazu wurden eine PCR mit den unter 2.2.3 genannten Primern und gDNA aus BF221-
Trypanosomen mit dem ,,AccuPrime Taq DNA Polymerase High Fidelity Kit“ der Firma
Invitrogen durchgefiihrt. Die PCR wurde nach dem Herstellerprotokoll mit einer Annealing-
Temperatur von 56°C durchgefuhrt und das PCR-Produkt mit einer Lange von 2125bp Uber
ein 1% Agarosegel analysiert (Abb. 3-9). Nach Subklonierung in den, im ,,TOPO TA Cloning
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Kit* enthaltenen, pCR2.1 Vektor der Firma Invitrogen, wurde das TbCOX-Fragment mit den
beiden Restriktionsenzymen BamHI und Hindlll ausgeschnitten und tber ein 1% Agarosegel
gereinigt. Derselbe Verdau wurde mit dem Expressionsvektor pProEx HTa durchgefiihrt.
Dieser enthalt am 5'-Ende der multiple cloning site (MCS) (s. Abb. 3-10) die Sequenz fur
einen, dem exprimierten Protein N-terminal vorgeschalteten, His-Tag und eine
Erkennungssequenz fiir die tobacco etch virus-Protease (TEV-Protease), um den His-Tag
vom exprimierten Protein zu spalten. AnschlieBend wurden die beiden DNA-Fragmente
mittels T4 DNA Ligase (Fermentas) ligiert und 5ul des Ligationsansatzes zur Transformation
in TOP10 E. coli Zellen eingesetzt. Zur Kontrolle wurde von den gepickten Kolonien eine
Restriktionsanalyse durchgefihrt und korrekt ligierte Plasmide zur Expression in
Rosetta2(DE3)pLysS E. coli Zellen verwendet.

bp M 1 2

6000
3000

1000

Abb. 3-9: 1% Agarosegel von pProEx HTa und ThCOX

Die PCR wurde mit dem ,AccuPrime Tag DNA Polymerase High Fidelity Kit* der Firma Invitrogen nach
dem Herstellerprotokoll mit einer Annealing-Temperatur von 56°C durchgefiihrt. Nach Subklonierung
in den, im ,TOPO TA Cloning Kit* enthaltenen, pCR2.1 Vektor der Firma Invitrogen, wurde das
TbCOX-Fragment mit den beiden Restriktionsenzymen BamHI und Hindlll ausgeschnitten und tber
ein 1% Agarosegel gereinigt. Derselbe Verdau wurde mit dem Expressionsvektor pProEx HTa
durchgefuhrt.

M) GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas); 1) pProEx HTa (4,8kb) nach BamHI und HindllI-Verdau;
2) TbCOX (2,1kb) nach BamHI und Hindlll-Verdau
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3.2.2 Expression von rTbCOX in E. coli

Die Expression von His-rTbCOX fand in Rosetta2(DE3)pLysS E.coli Zellen wie unter
2.4.18.1 beschrieben statt. Die Expression des Proteins flhrte, wie die Expression von
rTbEndoG zum Einschluss in inclusion bodies. Nach Reinigung der inclusion bodies (s.
2.4.18.2) wurde die Proteinsuspension auf eine Ni-NTA-Sdule zur Rickfaltung und
anschlieBender Affinitatschromatographie gegeben. Die Peak-Fraktionen der Elution wurden
vereinigt und Uber ein 10% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (Abb. 3-11). Das isolierte His-

rThCOX ist bei ca. 78 kDa als singuldre Bande zu erkennen.

kDa M
100 —
<«—I1ThCOX
70 — Qv i l
55 —
e

Abb. 3-11: SDS-Gel von His-rTbCOX

Bei einer ODgyo von 0,8 wurden 0,5mM IPTG zur Induktion der Expression zu BL21(DE3) E. coli
Zellen gegeben und fir 5h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen bei 3.000g fur 10min
zentrifugiert und das erhaltene Zellpellet bei -20°C gelagert. Nach der Isolierung der inclusion bodies
wurde die Proteinsuspension tber eine Ni-NTA Saule gegeben um reines His-rTbCOX zu erhalten.

M) PageRuler #SM1811 (Fermentas); 1) Ni-NTA Elution; 2) Zelllysat nach inclusion bodies Isolierung

98



Ergebnisse

3.2.3 Aktivitatstest von rTbCOX mittels Dinnschicht-Chromatographie

A B
6
NI
5
4

Abb. 3-12: Diinnschicht-Chromatographie von [**C]-markierter Arachidonsaure

2,5uCi [“C]-Arachidonséure und 200ng rekombinantes rTbCOX wurden zu COX-Aktivitatspuffer (s.
2.3.9) gegeben und fir 1h bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1M HCI gestoppt.
Anschlieend wurden die Arachidonsaure-Metabolite mit Ethylacetat entsprechend 2.4.8 extrahiert
und mittels Dinnschicht-Chromatographie analysiert.

1) Startpunkt, 2) PGE, und PGF,,, 3) PGD, und andere PG Metabolite; 4) PGH,,

5) HETE (Hydroxyeikosatetraenoat), 6) Arachidonsaure;

A) Zelllysat nach inclusion bodies Isolierung; B) Ni-NTA Elution
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3.3 Rekombinante Endonuklease G

3.3.1 Klonierung von rTbEndoG in E. coli

Zur Klonierung von rTbEndoG wurde Th427.8.4040 als DNA-Template verwendet. Fir die
PCR wurde gDNA, die zuvor aus BF221 isoliert worden war und die unter (s. 2.2.3)
aufgelisteten Primer mit dem ,,AccuPrime Taq DNA Polymerase High Fidelity Kit“ der Firma
Invitrogen verwendet. Die PCR wurde nach dem Herstellerprotokoll mit einer Annealing-
Temperatur von 56°C durchgefuhrt und das PCR-Produkt mit einer Lange von 1551bp Uber
ein 1% Agarosegel analysiert (Abb. 3-13). Nach Subklonierung in den im ,TOPO TA
Cloning Kit*“ enthaltenen pCR2.1 Vektor der Firma Invitrogen, wurde das ThEndoG-
Fragment mit den beiden Restriktionsenzymen EcoRI und Notl ausgeschnitten und ber ein
1% Agarosegel gereinigt. Derselbe Verdau wurde mit dem Expressionsvektor pProEx HTa
durchgefuhrt. Anschliefend wurden die beiden DNA-Fragmente mittels T4 DNA Ligase
(Fermentas) ligiert (s. 2.4.7.8) und 5ul des Ligationsansatzes zur Transformation in ,,TOP10
competent E. coli* Zellen eingesetzt. Zur Kontrolle wurde von den gepickten Kolonien eine
Restriktionsanalyse durchgefuhrt und korrekt ligierte Plasmide zur Expression in BL21(DE3)-

Zellen verwendet.

bp bp M 1

6000
3000

6000
3000

1 pCR2.1

= 8 TbEndoG

1000 1000

Abb. 3-13: 1% Agarosegele gefarbt mit Midori Green DNA stain

A) PCR von TbhEndoG: M) GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas); 1) PCR-Produkt von ThEndoG.
B) Restriktionsverdau von pCR2.1-TbEndoG mit EcoRI und Notl: M) GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(Fermentas); 1) erhaltene Fragmente: pCR2.1 (3,9kb) und TbEndoG (1,6kb)
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3.3.2 Expression und Aufreinigung von rTbEndoG in E. coli

His-rTbEndoG wurde wie unter (s. 2.4.19.1) beschrieben exprimiert. Die Expression des
Proteins fiihrte stets, auch mit unterschiedlichen Expressionsstrategien, wie dem Wechsel der
Temperatur oder der IPTG-Konzentration sowie der Expression in anderen Vektoren (z.B.
PET43 unter Fusion mit NusA (N utilization substance A)) zum Einschluss in inclusion bodies.
Abb. 3-14 zeigt den Verlauf der Expression in BL21(DE3) E.coli Zellen nach Zugabe von
0,5mM IPTG. Nach Reinigung der inclusion bodies (s. 2.4.19.2) wurde die Proteinsuspension
auf eine Ni-NTA-Sdule zur Rickfaltung und Affinitatschromatographie gegeben. Die Peak-
Fraktionen der Elution wurden vereinigt und uber ein 10% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt
(Abb. 3-15). Das isolierte His-rTbEndoG ist bei ca. 66 kDa als singulare Bande zu erkennen.

kDa 1 ' 2 -3

100

70
His-rTbEndoG

55

Abb.3-14: Uberexpression von His-rTbEndoG in E. coli

Gezeigt ist ein 10% SDS-Trenngel, nach elektrophoretischer Trennung und Silberfarbung. BL21(DE3)
E.coli Zellen mit dem Expressionsvektor pProEx HTa-rTbEndoG wurden bei 37°C in LB-Medium
inkubiert. Die Expression wurde durch Zugabe von 0,5mM IPTG induziert und die Kultur weitere 5h
inkubiert. Nach 2h (1), 3h (2) und 4h (3) wurden Aliquots fir die SDS-PAGE entnommen. Die His-
rTbEndoG Bande ist bei ca. 66 kDa zu erkennen.
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Abb. 3-15: Affinitdtschromatographie und SDS-PAGE von rTbEndoG

A) Isolierung von His-rTbEndoG durch Ni-NTA. Die in IB-Solubilisierungspuffer geléste
Proteinsuspension wurde mit IB-Waschpuffer im Verhaltnis 1:1 gemischt und auf eine Ni-NTA Saule
aufgetragen. Nach der Elution gegen Elutionspuffer wurden die Peakfraktionen gesammelt. B) SDS-
PAGE der His-rTbEndoG Fraktionen: M) PageRuler #SM0671 (Fermentas); 1) nach inclusion bodies

Isolierung; 2) vereinte Peakfraktionen der Ni-NTA Elution.
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3.3.3 Nukleaseaktivitat von rTbEndoG

Das isolierte His-rTbEndoG wurde zur Aktivitatsbestimmung mit Plasmid-DNA wie unter (s.
2.4.19.5) beschrieben eingesetzt. Die Spaltprodukte wurden auf ein 1% Agarosegel
aufgetragen und mit Ethidiumbromid unter UV-Licht analysiert (Abb. 3-16). Nach der
Affinitatschromatographie lag das Protein wieder in seiner nativen Konformation vor. Der
Nukleaseaktivitatstest konnte zeigen, dass die verwendete Plasmid-DNA nach Inkubation mit

His-rTbEndoG Uber Nacht komplett fragmentiert wurde.

bp M 1 2 3

6000
3000

1000

Abb 3-16: Nukleaseaktivitat von rTbEndoG

1pg Plasmid-DNA wurde mit 200ng rTbEndoG bei 37°C in HEPES-Puffer inkubiert. Aliquots wurden
nach 4h und 16h abgenommen und uber ein 1% Agarosegel detektiert. M) 1 kb DNA Ladder (NEB); 1)
Plasmid-DNA ohne rTbEndoG; 2) Fragmentierte Plasmid-DNA nach 4h; 3) Fragmentierte Plasmid-
DNA nach 16h.

103



Ergebnisse

3.4 Endonuklease G in T. brucei

Um die Rolle der Endonuklease G bei der Apoptose in T. brucei zu untersuchen wurde
Th427.8.4040 in SMB-Zellen lberexprimiert.

Es wurde auch ein polyklonaler Antikorper gegen rTbEndoG aus Ratte produziert. Dieser
detektierte jedoch keine Proteinbande in trypanosomalen Lysaten. Auch ein Antikérper gegen
LiEndoG aus Leishmania infantum (Arbeitsgruppe Jimenez-Ruiz, Madrid) konnte aufgrund
zu niedriger Homologie (40%) nicht verwendet werden. Daher wurde zusétzlich ein eGFP
exprimierendes Fusionsprotein in SMB-Zellen exprimiert. Dies sollte die Lokalisation sowie
die Translokation von TbEndoG wahrend der Apoptose in T. brucei mittels

Fluoreszenzmikroskopie zeigen.

3.4.1 Klonierung von TbEndoG in T. brucei

Zur Klonierung von TbEndoG und TbEndoG-eGFP wurde wie bei der Klonierung des
rekombinanten TbEndoG, Th427.8.4040 verwendet.

Mit der aus BF221-Trypanosomen isolierten gDNA wurde unter Verwendung der in 2.2.3
aufgelisteten Primern eine PCR mit dem ,,AccuPrime Taqg DNA Polymerase High Fidelity
Kit“ (Invitrogen) durchgefiihrt. Auch hier wurde die PCR nach dem Herstellerprotokoll mit
einer Annealing-Temperatur von 56°C durchgefiihrt und das PCR-Produkt Uber ein 1%
Agarosegel analysiert (Abb. 3-17). Das PCR-Produkt wurde zur Subklonierung mit dem
»TOPO TA Cloning Kit“ der Firma Invitrogen verwendet. Mit den Restriktionsenzymen
Hindlll und BamHI (TbEndoG-over) bzw. Hindlll und Pvull (TbEndoG-eGFP) wurde ein
Restriktionsverdau der pCR2.1 Plasmide sowie der jeweiligen Vektoren pLew100v5-Hyg
(TbEndoG-over) und pCO57 (ThEndoG-eGFP) durchgefiihrt. Die DNA-Fragmente wurden
uber ein 1% Agarosegel gereinigt, ausgeschnitten und ligiert. Danach wurden die beiden
Vektoren mit dem Restriktionsenzym Notl linearisiert und fur die Transformation in SMB-
Zellen bei -20°C gelagert. Die beiden verwendeten Vektoren sind unter Abb. 3-18 dargestellt.
Der Expressionsvektor pLew100v5-Hyg basiert auf der pLew100-Vektor-Reihe aus dem
Labor von C. Clayton und liefert eine hohe Expressionsrate des gewinschten Proteins. Der
Expressionsvektor pCO57 basiert auf dem Vektor pLew82 und exprimiert ein C-terminales
eGFP-Fusionsprotein.
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Abb. 3-17: 1% Agarosegele geféarbt mit Midori Green DNA stain

Restriktionsverdau von pLew100v5-Hyg mit Hindlll und BamHI (A) und Testverdau von ThEndoG-
eGFP in pCO57 (B). A: M) GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas); 1) erhaltenes Fragment:
pLew100v5-Hyg (8,3kb); B: M) GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas); 1) Testverdau von
TbENndoG-eGFP Klon 1 in pCO57; 2) Testverdau von TbEndoG-eGFP Klon 2 in pCO57.
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Abb. 3-18: Verwendete Vektoren fur die Expression von TbEndoG und TbhEndoG-eGFP in T.
brucei

A) Der Vektor pLew100v5-Hyg wurde fiir die Uberexpression von TbEndoG (TbEndoG-over) in T.

brucei verwendet; B) Der Vektor pCO57 wurde fiir die Expression von TbEndoG-eGFP (TbEndoG-
eGFP) in T. brucei verwendet. Quelle: [www.addgene.org]
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3.4.2 Herstellung von TbEndoG-Uberexpressions-Trypanosomen

Die Notl-linearisierten Plasmide, pLEW100v5-Hyg-TbEndoG und pCO57-TbEndoG-eGFP,
wurden zur Transformation mittels Elektroporation in SMB-Zellen eingesetzt. Dazu wurden
2,5 x 10" Zellen 10min bei 1.500g und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit 10ml
eisgekiihltem Cytomix gewaschen, in 440ul Cytomix resuspendiert und in eine eisgekiihlte
Elektroporationskiivette (2mm) tiberfiihrt. Darauthin wurden 10ul (10pg) Notl-linearisierter
Vektor steril zugegeben, durchmischt und mit einem GenePulser XCell der Firma Bio-Rad
ein Puls von 1,4kV mit 25uF und «Q gesetzt. Die elektroporierten Zellen wurden in 36ml
vorgewarmtes HMI-9 Kulturmedium Uberfuhrt, die Zellzahl bestimmt und dann 6h bei 37°C
und 5% CO, inkubiert. Nach erneuter Zellzahlbestimmung wurden die Selektionsantibiotika
zugegeben, die Kultur auf 24-well-Platten verteilt (Iml/well) und fir mehrere Tage ungestort
inkubiert.

Nachdem in einigen wells eine klonale Zelllinie gewachsen war, wurden 3 wells ausgewahilt,
die durch schrittweise Verdinnung mit HMI-9 Kulturmedium inklusive der
Selektionantibiotika in groRere Volumina wberfuhrt wurden. Die Generationszeit der
TbhEndoG-over- und TbEndoG-eGFP-Zellen wurde tber drei Tage hinweg bestimmt. Sie
betrug 24h (TbEndoG-over) bzw. 10h (ThEndoG-eGFP). Zusétzlich wurden Stabilate fir

weitere Experimente angelegt.

3.4.3 Verifizierung der Expression von TbEndoG mittels Western Blot

Der Nachweis der Expression des ThEndoG-eGFP Fusionsproteins und des eGFP wurden
anhand einer SDS-PAGE (s. 2.4.16.2) und anschlieRender Western Blot Analyse (s. 2.4.16.4)
durchgefuhrt. Zur Detektion der eGFP-Proteine wurden ein Maus-Anti-GFP Antikorper der
Firma Boehringer in einer Verdinnung von 1:1.000 eingesetzt. Die Detektion des
Primérantikorpers erfolgte mit Anti-Maus IgG HC+LC AP konjugierten Sekundérantikdrper
mit einer Verdunnung von 1:15.000 in TBS. Durch die Umsetzung des BCIP durch die AP
wurden die eGFP-Proteine auf der Nitrozellulosemembran sichtbar gemacht. Wie in Abb. 3-
19 gezeigt werden sowohl die ThEndoG-eGFP Bande bei ca. 80kDa als auch die eGFP Bande
bei 26,9kDa detektiert. Zusatzlich zu der erwarteten Bande bei ca. 80kDa trat eine weitere
Bande bei ca. 27kDa in der TbEndoG-eGFP Probe auf.
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Abb. 3-19: Western Blot von E. coli Lysat mit anti-GFP- und anti-Maus IgG-Antikdrpern
Rosetta2(DE3)pLysS E.coli Zellen mit den Expressionsvektoren pCO57-TbEndoG und pCO57 wurden
bei 37°C in LB-Medium inkubiert. Die Expression wurde durch Zugabe von 0,5mM IPTG induziert und
die Kulturen weitere 5h inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen lysiert und fir die SDS-PAGE
vorbereitet. Das ThEndoG-eGFP und das eGFP sind bei ca. 80 kDa und 27kDa zu erkennen.
M) PageRuler #SM0671 (Fermentas); 1) TbEndoG-eGFP; 2) eGFP; 3) Rosetta2(DE3)pLysS E.coli

Kontrolle.

3.4.4 Fluoreszenz-Mikroskopie

ThEndoG-eGFP sowie eGFP exprimierende Trypanosomen wurden in HMI-9 Kulturmedium
mit Hygromycin B und Phleomycin bei 37°C und 5% CO; kultiviert und durch Zugabe von
10pg/ml Doxycyclin fir 24h induziert. Die Fluoreszenz des eGFP konnte dann bei lebenden
als auch bei fixierten Zellen unter einem Fluoreszenzmikroskop mit grinem Filter beobachtet
werden. Abb. 3-20 zeigt eGFP- und TbEndoG-eGFP-exprimierende Trypanosomen. Das
eGFP ist Uber das gesamte Zytosol verteilt wéhrend TbEndoG-eGFP nur im Mitochondrium

lokalisiert vorliegt.
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Abb. 3-20: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von eGFP exprimierenden Trypanosomen.

A) SMB-Zellen wurden in HMI-9 Medium 24h mit 10pg/ml Doxycyclin induziert und mit 3,5%
Paraformaldehyd fixiert. Das eGFP liegt im gesamten Zytosol vor. B) TbEndoG-eGFP exprimierende
SMB-Zellen wurden in HMI-9 Medium 24h mit 10pg/ml Doxycyclin induziert und mit 3,5%

Paraformaldehyd fixiert. TbEndoG-eGFP liegt nur im Mitochondrium vor.

3.4.5 Wachstumskurven von ThEndoG-over, TbEndoG knock down und
TbEndoG-eGFP Trypanosomen

Die Uberexpression von ThEndoG in Trypanosomen fiihrte zu keinem lichtmikroskopisch
sichtbaren Phanotyp. Um die Generationszeit und Effekte der Uberexpression zu untersuchen
wurden Wachstumskurven der transfizierten Zellen aufgenommen. Dazu wurden die Zellen
in HMI-9 Kulturmedium mit den jeweiligen Selektionsantibiotika gegeben und mit einer
Zelldichte von 1 x 10° Zellen/ml angesetzt. Durch Zugabe von 10pg/ml Doxycyclin wurde
zum Zeitpunkt t = 0 die Expression des TbEndoG induziert. Die Zellen wurden dann zweimal
taglich gezahlt. Nach je 24h wurde den Zellkulturen 5ug/ml Doxycyclin zugegeben um eine
Hemmung der Induktion zu vermeiden. Als Kontrolle wurden SMB-Trypanosomen
verwendet. Auch hier wurde der Zellkultur 10pg/ml Doxycyclin zum Zeitpunkt t = 0 und alle
weiteren 24h 5ug/ml Doxycyclin zugegeben. Fur die Wachstumskurven mit TbEndoG-eGFP-
Zellen wurde ebenso verfahren. Die Uberexpression von TbEndoG fiihrte in SMB-Zellen zu
einer signifikanten Hemmung des Wachstums. Nach der Induktion der Expression mit
Doxycyclin fand praktisch kein Wachstum der Zellkultur mehr statt. Da jedoch schon die
nicht-induzierte Expression von TbEndoG mit dem Vektor pLewl100v5Hyg ,, leaky* war,
wurden auch Wachstumskurven mit nicht-induzierten ThEndoG-over-Zellen aufgenommen.
Abb. 3-21 zeigt die nicht-induzierten und induzierten ThEndoG-over-Zellen im Vergleich zu

109



Ergebnisse

ThEndoG knock down- und SMB-Zellen als Kontrolle. Die Generationszeit der SMB-Zellen
betragt 6-7h, die der nicht-induzierten TbEndoG-over-Zellen 22-24h. Bei induzierten
ThEndoG-over-Zellen konnte keine Generationszeit mehr bestimmt werden, da sie innerhalb
der ersten 48h starben. Auch die Expression des TbEndoG-eGFP fiihrte zu einem gehemmten

Wachstum gegenlber SMB-Zellen. Hier betragt die Generationszeit 10-11h. Der knock down

von TbENndoG fuhrte zu keiner nennenswerten Verénderung des SMB-Zellen Wachstums.

Zellen/ml
Zellen/ml

T — T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

5

20 40 60 80 100 120
t [h] t[h]
—=—SMB —=—SMB
—e— TbEndoG knock down — e TbEndoG-eGFP
—4&— TbEndoG-over
—vw— TbEndoG-over induziert

Abb. 3-21: Wachstumskurven von TbEndoG exprimierenden Trypanosomen

A) Trypanosomenkulturen wurden bei einer Zelldichte von 1 x 10° Zellen/ml mit 10pg/ml Doxycyclin
induziert und zweimal taglich gezahlt. TbEndoG knock down-Zellen (®) zeigen ein &hnliches
Wachstumsverhalten wie SMB-Zellen (B). TbEndoG-over-Zellen (4A) sind auch ohne Zugabe von
10pg/ml Doxycyclin stark im Wachstum gehemmt. Nach Induktion mit 10pg/ml Doxycyclin starben die
TbEndoG-over-Zellen innerhalb von 48h ab (v).

B) ThEndoG-eGFP-Zellen (®) zeigen nach Zugabe von 10ug/ml Doxycyclin eine Hemmung des

Wachstum, die aber nicht so stark ausgepragt ist, wie die Hemmung der TbEndoG-over-Zellen.
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3.4.6 Verifizierung der Uberexpression von ThEndoG mittels esiRNA

Ein weiterer knock down Ansatz fur TbEndoG wurde mittels esiRNA durchgefiihrt. Hierbei
werden durch den Einsatz von Endoribonuklease-behandelter siRNAs die mRNA von
TbEndoG abgebaut. Auch diese Methode der RNA-Interferenz fuhrte zu Kkeiner
nennenswerten Veranderung des Wachstums. Durch den Einsatz der Mission® esiRNA der
Firma Sigma-Aldrich konnte jedoch der wachstumshemmende Effekt der ThEndoG-over-
Zellen riickgéngig gemacht werden. Dazu wurden 5ul (1pg) esiRNA mit der Targetsequenz
CTCATGCCCACTGATACGTGCACTGTCATCCCACTTACTCCTTCTATTACACTTTG
TGG der Zellkultur zugegeben, unter normalen Wachstumsbedingungen inkubiert und einmal
taglich gezahlt. Abb. 3-22 zeigt deutlich wie der Effekt der Uberexpression durch den Einsatz
von esiRNA gegen TbhEndoG aufgehoben werden konnte.

Zellen/ml

10’ — T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

t [h]

—s=— SMB
—e— TbEndoG-over
—a&— TbEndoG-over + esiRNA

Abb. 3-22: Wachstumskurve von SMB-Zellen und TbEndoG-over-Zellen

Zu TbEndoG-over-Zellen wurden 5pl esiRNA gegeben und einmal taglich gezahlt. Der Effekt der
Wachstumshemmung in nicht-induzierten TbEndoG-over-Zellen (®) konnte durch die Zugabe von 5l
(1pg) esiRNA komplett aufgehoben werden (A). Die Zellen zeigten dasselbe Wachstumsverhalten wie
SMB-Zellen ().
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3.4.7 Induktion von Apoptose mit PGD, und Staurosporin in T. brucei

Auf der Suche nach weiteren Apoptose-Ausldsern neben PGD, wurden Wirkstoffe, die in
Leishmanien Apoptose auslosen getestet. Es wurden Camptothecin, Miltefosin und
Staurosporin in unterschiedlichen Konzentrationen mit BF-221 Trypanosomen aus der
logarithmischen und stationaren Wachstumsphase inkubiert. \Von den drei Wirkstoffen konnte
nur Staurosporin (STS) einen fruhzeitigen Zelltod der Trypanosomenkulturen induzieren.

Auch morphologische Veranderungen traten nur in den STS-behandelten Zellen auf.

3.4.7.1 Bestimmung der halbinhibitorischen Konzentration (1Cs) von Staurosporin

Die ICso von STS wurde anhand des Zytotoxizitats-Tests nach Bodley durchgefiihrt [Bodley
et al., 1995]. Dieser Test ist eine etablierte Methode zur Erfassung der Uberlebensrate in
Abhéngigkeit von der Konzentration toxischer Verbindungen. Nach 24h Inkubation von 2,5 x
10° Trypanosomen/well in einer STS-Konzentrationsreihe wurde die Saure-Phosphatase-
Aktivitat spektrometrisch bei 405nm bestimmt. Abb. 3-23 zeigt, dass durch den zytotoxischen
Effekt von STS bei einer Konzentration von 7,6nM nach 24h 50% der maximalen

Trypanosomendichte erhalten bleibt.
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Abb. 3-23: IC5 von Staurosporin
Die ICsq wurde nach 24 h Inkubation mit STS durch die Saure-Phosphatase-Aktivitat bei 405nm in
einem ELISA-Reader bestimmt. Die Konzentration bei der 50% der Zellen tot waren lag bei 7,6nM.
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3.4.7.2 Proteinbiosyntheserate von STS-behandelten Trypanosomen

Um die in vivo Synthese von Proteinen zu untersuchen wurden SMB-Zellen aus der
logarithmischen Wachstumsphase fur 2h mit 20nM STS inkubiert. Danach wurde die
Zelldichte kontrolliert und die Zellen 15 und 30min mit [*S]-Methionin inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen und die Proteine mit Aceton geféllt. Danach
wurde die Radioaktivitdt der markierten Proteine im Flussigszintillationszahler bestimmt (s.
2.4.11). In Abb. 3-24 ist der Gehalt an eingebautem [*S]-Methionin gezeigt. Wie eindeutig zu
erkennen ist verlauft die Proteinbiosynthese bei SMB-Zellen in der logarithmischen
Wachstumsphase linear. Nach 15min wurden hier 898cpm nach 30min 2007cpm gemessen.
In Zellen, die mit STS behandelt wurden kommt die Synthese bereits in dieser friihen Phase
des Zelltods fast komplett zum Erliegen. Nach 15min wurden 298cpm und nach 30min

207cpm gemessen.
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Abb. 3-24: Bestimmung der Proteinbiosyntheserate mit [358]-Methionin

Nach 2h Inkubation mit 20nM STS wurden die Trypanosomen mit [*>S]-Methionin fiir 15 und 30min bei

37°C inkubiert. Zur Kontrolle wurden SMB-Zellen in gleicher Weise behandelt.
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3.4.8 Expression von TbEndoG nach Behandlung mit Prostaglandin D,

Durch seine Translokation vom Mitochondrium in den Zellkern spielt EndoG eine
entscheidende Rolle beim apoptotischen Zelltod hoherer Eukaryonten, da es zur
Fragmentierung von Chromatin-DNA fihrt. In T. brucei kann der Zelltod durch Prostaglandin
D, als auch mit Staurosporin induziert werden. Die in vivo Synthese von TbEndoG unter
PGD; Einwirkung wurde wie unter 2.4.20.4 mittels RT-gPCR analysiert. Der mRNA-Gehalt
der EndoG in SMB-Zellen wurde entsprechend dem Gehalt an Tubulin auf 100% gesetzt.
Nach Inkubation mit 10 uM PGD, flir 24h lag der Gehalt an EndoG-mRNA in SMB-Zellen
bei 298%. Im Vergleich dazu wurden TbEndoG-over-Zellen mit 10pg/ml Doxycyclin und 10
UM PGD, inkubiert. Der Gehalt an EndoG-mRNA fiel hier von 896% ohne PGD, auf 717%

mit PGD, da vermutlich bei einer Uberexpression keine weitere Steigerung mehr moglich ist.
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Abb. 3-25: RT-qPCR von EndoG in SMB und ThEndoG-over-Zellen

SMB- und TbEndoG-over-Zellen wurden in HMI-9 Medium kultiviert und mit 10pg/ml Doxycyclin
induziert. Zusatzlich wurden die Zellen fir 24h mit 10uM PGD, inkubiert. Nach der RNA-Isolierung
wurden jeweils 100ng RNA zu den RT-qPCR Anséatzen gegeben und in einem Lightcycler 480 der

Firma Roche analysiert.
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3.4.9 Wachstumskurve von SMB-Trypanosomen nach Behandlung mit
Prostaglandin D, und Staurosporin

Nicht nur die Uberexpression von ThEndoG, sondern auch die Induktion des Zelltodes mit
PGD; bzw. STS fihren zur Hemmung des Wachstums bei T. brucei. Abb. 3-26 zeigt die
Wachstumskurven von SMB-Zellen, die mit PGD, und STS behandelt wurden. Dazu wurde
eine SMB-Vorkultur auf 2 x 10° Zellen/ml verdiinnt und auf drei Kulturflaschen aufgeteilt. Zu
einer Kultur wurden dann 10puM PGD, zur anderen Kultur 10nM STS zugegeben.
AnschlieBend wurden die Zellkulturen zweimal taglich gezahit.

Unter normalen Kulivierungsbedingungen bei 37°C und 5% CO, wachsen SMB-Zellen ca.
40h logarithmisch bis auf eine Zelldichte von ca. 3 x 10° Zellen/ml. In dieser stationren
Phase verweilen sie weitere 24h bis sie rasch absterben. Nach ca. 96h sind keine lebenden
Zellen mehr in der Kultur zu beobachten. Bei Zugabe von 10uM PGD, zum Startpunkt einer
SMB-Kultur war eine leichte Hemmung des Wachstums zu beobachten. Die Zellen wuchsen
innerhalb 24h nur auf eine Zelldichte von 6-7 x 10° Zellen/ml und starben danach schnell ab.
Nach 48h enthielt die Kultur kaum noch lebende Zellen. Die Zugabe von 10nM STS fiihrte
bei SMB-Zellen zu einem frihzeitiger einsetzenden Tod als mit PGD,. Die Zellpopulation
durchlief héchstens eine Zellteilung bevor sie sehr schnell starb. Nach 24h waren hier noch
50% der Zellen am Leben. Nach 40h waren keine lebenden Zellen mehr zu beobachten.

PGD, hatte auf die Zellen der logarithmischen Wachstumsphase einen geringeren
wachstumshemmenden Effekt als STS. In STS-induzierten Kulturen waren bereits nach 32h
keine lebenden Zellen mehr zu finden, in PGD,-induzierten Kulturen waren nach 56h keine

lebenden Zellen mehr enthalten. Die Kontrollkulturen Gberlebten hingegen ca. 90-100h.
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Abb. 3-26: Wachstumskurve von SMB-Zellen nach Zugabe von PGD, und STS

2 x 10° Zellen/ml wurden mit 10puM PGD, und 10nM STS induziert. Die Kulturen wurden zweimal
taglich gezahlt. Der hemmende Effekt von PGD, auf das Wachstum der Zellen in der logarithmischen
Wachstumsphase ist geringer als der Effekt von STS. In STS-induzierten Kulturen (4A) sind nach 32h
keine lebenden Zellen mehr zu finden, in PGD,-induzierten Kulturen (®) sind nach 56h keine lebenden
Zellen mehr enthalten. SMB-Kontrollzellen (®) tGberleben ca. 90-100h.

3.4.10 Morphologische Untersuchungen nach Behandlung mit
Prostaglandin D, und Staurosporin

Zellen die sich einem apoptotischen Zelltod unterziehen weisen typische morphologische
Veranderungen auf [Figarella et al., 2005]. Um zu untersuchen, ob die Einwirkung von PGD,
oder STS diese Art von Veranderungen auch in Trypanosomen induzieren kann, wurden die
Zellen nach 24h Inkubation mit den jeweiligen Wirkstoffen fir die Lichtmikroskopie,

Transmissions- (TEM) und Raster- Elektronenmikroskopie (REM) prépariert.
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3.4.10.1 Morphologie von PGD,-behandelten Trypanosomen

Wie bei Figarella et al. bereits gezeigt wurde, treten nach der Induktion der Apoptose mit
PGD; unterschiedliche morphologische Veranderungen in Trypanosomen auf. Darunter ist
eine erhéhte Anzahl an Zellen mit zwei oder mehreren Flagellen bei nur einem Nukleus zu
beobachten oder auch Zellen mit mehr als einem Flagellum pro Flagellumtasche. Es treten
aber auch typische Apoptose-Merkmale wie DNA-Fragmentierung, Dilatation des
Mitochondriums, VergroBerung der Flagellumtasche und eine Zunahme von vakuoléren
Strukturen auf.

Diese Beobachtungen lassen darauf schlief3en, dass in Trypanosomen unter PGD,-Einwirkung
ein Auflaufen im Zellzyklus stattfindet, bei dem die Bildung eines neuen Flagellums ohne
Teilung des Zellkerns erfolgt [Ploubidou et al., 1999].

Abb. 3-27: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von mit PGD, behandelten Blutformen
REM-Aufnahmen der PGD,-behandelten BF221-Trypanosomen zeigen einen ungewohnlich hohen
Anteil an Zellen, die sich in einem Stadium der Zellteilung mit zwei oder mehrere Flagellen befinden

(b-d). Zum Vergleich eine unbehandelte Zelle (a). Mal3stab: S5um.
Quelle: [Figarella et al., 2005].
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Abb. 3-28: Transmissions-EM Aufnahmen von mit PGD, behandelten Trypanosomen

Kulturen von BF221-Trypanosomen wurden nach Inkubation mit 10uM PGD, (24 h) fur die TEM fixiert.
In den TEM-Aufnahmen ist eine Erhéhung der Lysosomenzahl (a), welche haufig elektronendichtes
Material enthalten und fragmentierte DNA der Zellkerne (b) zu erkennen. Auch die erhdhte Anzahl
(zwei oder mehr) an Flagellen pro Flagellumtasche (c und d) ist in diesen Zellen auffallig.

AC: Acidocalcisom; F: Flagellum; FP: Flagellumtasche; G: Glykosom; L: Lysosom; M: Mitochondrium;
N: Nukleus. MaR3stab: 0,5um.

Quelle: [Figarella et al., 2005]

3.4.10.2 Morphologie von STS-behandelten Trypanosomen mittels Lichtmikroskopie

BF221-Trypanosomen wurden in BF-Kulturmedium bei 37°C und 5% CO, kultiviert und
nach Zugabe von 10nM STS einige Stunden inkubiert. Nach verschiedenen Inkubationszeiten
wurde je ein Tropfen der Zellsuspension ohne Fixierung auf einen Objekttrager aufgetragen

und im Lichtmikroskop betrachtet.
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Abb. 3-29 zeigt die morphologische Verdnderung einer Zelle unter STS-Einwirkung.
Hauptmerkmal der STS-Wirkung ist die VergroRerung der Flagellumtasche und der damit
einhergehenden Abrundung des Zellkorpers.

Im Endstadium besteht die gesamte Zelle praktisch nur noch aus einer Flagellumtasche mit
einer dinnen Hiulle, dem Zytoplasma. Diese morphologischen Verdnderungen waren mit
einem signifikanten Verlust der Motilitat der Zellen verbunden. Zudem verlor das Flagellum

im Laufe dieses Prozesses seine Verbindung zur Plasmamembran.

Abb. 3-29: Lichtmikroskopische Aufnahmen von mit Staurosporin behandelten Trypanosomen
Im zeitlichen Verlauf des zytotoxischen Effekts von STS auf Trypanosomen ist die VergroRerung der
Flagellumtasche am besten zu erkennen. Weiterhin sind das Abrunden des Zellkdrpers und eine
Verminderung der Moatilitdt zu beobachten. VergroRerung: 400x

3.4.10.3 Morphologie von STS-behandelten Trypanosomen mittels REM

Die lichtmikroskopischen Beobachtungen wurden durch die Rasterelektronenmikroskopie
(REM) bestétigt. Abb. 3-30 zeigt Trypanosomen, die 24h mit 10nM STS inkubiert worden
waren. Nach anschlieender Fixierung wurden die Zellen fir die REM eingebettet (s. 2.4.12).
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Der abgerundete Zellkorper ist gut zu erkennen. Durch die Prozesse der Einbettung konnte
jedoch die plastische Form der Zellen, die unter dem Lichtmikroskop sehr gut zu erkennen

war, in der REM leider nicht so stark beibehalten werden.

Abb. 3-30: Raster-EM Aufnahmen von mit Staurosporin behandelten Trypanosomen
Im Vergleich zu unbehandelten SMB-Zellen (a) ist bei Zellen, die mit STS behandelt wurden ein stark
abgerundeter Zellkérper zu erkennen (b-d). Dies ist auf die massive Erweiterung der Flagellumtasche

zuruckzufuhren. Mal3stab: 2pum

3.4.10.4 Morphologie von STS-behandelten Trypanosomen mittels TEM

Um Veranderungen der Organellen in den Parasitenzellen zu erkennen, wurden mit STS
behandelte Zellen fir die TEM eingebettet und die Ultradlnnschnitte unter dem
Elektronenmikroskop betrachtet (s. 2.4.12). Bei der Induktion des Zelltodes mittels STS
konnten ahnliche morphologische Veranderungen in Trypanosomen beobachtet werden wie
bei der Induktion mit PGD,. Auch hier trat ein dilatiertes Mitochondrium auf, der Zellkern
wurde segmentiert und eine Zunahme von vakuoldren Strukturen wurde beobachtet. Bei STS-
Induktion war zusatzlich die Erweiterung der Flagellumtasche signifikant gesteigert. Bereits
nach 2-3h rundeten die Zellkdrper der Trypanosomen lichtmikroskopisch erkennbar ab. TEM-

Untersuchungen konnten belegen, dass der Zellkdrper in diesem Stadium von der gesamten
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Flagellumtasche ausgefillt ist und sich die Organellen im Zytosol in einer nur noch diinnen
,Hiille* um die Flagellumtasche, in der sich auch kleine Vesikel sowie weiteres Zellmaterial
ansammelte, befanden. Das Auftreten von Zellen mit mehreren Flagellen, wie nach PGD,-

Behandlung, konnte unter der Einwirkung von STS nicht beobachtet werden.
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Abb. 3-31: Transmissions-EM-Aufnahmen von mit Staurosporin behandelten Trypanosomen
(a-h) TEM-Aufnahmen von STS-induzierten Trypanosomen. Nach der Induktion des Zelltodes mit
10nM STS konnten stark vergrofRerte Flagellartaschen beobachtet werden (a-h), welche z. T. mit
Vesikeln angereichert sind (a-f). Es kommt auch zu ungewéhnlichen Abschnirungen ins Innere der
Flagellumtasche (a, c, €) und einer erhéhten Anzahl an Lysosomen.

AC: Acidocalcisom; F: Flagellum; FP: Flagellumtasche; G: Glykosom; L: Lysosom; M: Mitochondrium;
N: Nukleus; V: Vesikel. Mal3stab: 0,5um

3.4.10.5 Morphologie von TbEndoG-over Trypanosomen mittels TEM

Da die Uberexpression von TbEndoG in Trypanosomen zu einer starken Hemmung des
Wachstums fuhrte, wurden auch diese Zellen fir die TEM eingebettet. Dazu wurden
ThEndoG-over Kulturen mit 10pg/ml Doxycyclin fir 24h inkubiert um die Expression der
TbhEndoG zu induzieren. AnschlieBend wurden die Zellen fur die TEM-Einbettung wie unter
2.4.12 beschrieben vorbereitet. Abb. 3-32 zeigt, dass die Uberexpression der trypanosomalen
Endonuklease G zu einer signifikanten Zunahme von Glykosomen und Lysosomen in den
Zellen fiihrte. Zudem konnten auch vergroRerte Acidocalcisomen, die einen stark erhéhten
Anteil an Ca?*-Phosphaten enthielten sowie DNA-Fragmentierung im Zellkern beobachtet

werden.
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Abb. 3-32: TEM-Aufnahmen von ThEndoG-over Trypanosomen

(a-d) Transmissions-EM-Aufnahmen von TbEndoG Uberexprimierenden SMB-Zellen. Es kann eine
stark erhdhte Anzahl an Glykosomen und eine starke Erhdhung an, mit Phosphaten angereicherten
Acidocalcisomen, erkannt werde. Auch fragmentierte Zellkerne sind in den TbEndoG-over-Zellen
vermehrt zu beobachten.

AC: Acidocalcisom; F: Flagellum; G: Glykosom; M: Mitochondrium; N: Nukleus. MaR3stab: 0,5um

3.4.11 Durchflusszytometrie

3.4.11.1 Untersuchung des Zelltodes nach Behandlung mit PGD, und Staurosporin
mittels Durchflusszytometrie

Apoptose bei htheren Eukaryonten kann auf unterschiedlichen Wegen erfolgen. Der typische
intrinsische Apoptoseweg oder auch Apoptose Typ Il genannt, lauft Gber die Induktion von
Caspasen ab, einer Familie von Proteasen, die der Gruppe der Kinetoplastidae, bis auf

Caspase-ghnliche Enzyme, den sogenannten Metacaspasen, fehlen [Szallies et al., 2002]. Die
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Metacaspasen spielen jedoch keine Rolle bei der Apoptose. Bei T. brucei konnte dies durch
den Einsatz von Caspase-Inhibitoren gezeigt werden. Sie konnten die PGD,-induzierte
Apoptose nicht hemmen [Helms et al., 2006].

Ein frihes Merkmal dieses induzierten Apoptose-Mechanismus™ ist der flip-flop von
Phosphatidylserin von der Innen- auf die AuRenseite der Plasmamembran. Zeitgleich erfolgt
im Inneren der Zelle die Schadigung des Mitochondriums, z.B. durch ROS. Darauf folgt
typischerweise die Freisetzung mitochondrialer pro-apoptotischer Faktoren wie Cytochrom c,
Smac/DIABLO, AIF oder EndoG aus dem Intermembranraum. Der Aktivierung der Caspasen
und der darauf folgenden Caspase-Kaskade folgt auch die Aktivierung Caspase-aktivierender
DNasen (CAD), die den Abbau genomischer DNA zur Folge hat.

Diese Parameter werden meist durch Fluoreszenz-messende Methoden analysiert. In dieser
Arbeit wurde die Durchflusszytometrie verwendet, die am haufigsten angewandte Methode
zur Untersuchung von Apoptose. Zur Analyse der Verédnderungen von Apoptose-Merkmalen
in den Trypanosomen wurden verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe verwendet. Die
Quantifizierung wurde mit einem BD FACSCantoll Durchflusszytometer durchgefihrt. Zur

anschlieBenden Auswertung wurde die FACSDiva- bzw. Cyflogic-Software verwendet.

3.4.11.2 Nachweis des Zelltodes nach PGD,- bzw. STS-Behandlung

Um die zeitliche Abfolge der intrazellularen Prozesse wéhrend des induzierten Zelltodes in
Trypanosomen beobachten zu kénnen wurde eine Kinetik durchgefihrt. Dazu wurden SMB-
Zellkulturen mit 10uM PGD; bzw. 10nM STS fiir 6 oder 24h inkubiert. Zusétzlich wurden
ThEndoG-over-Zellen mit PGD, und STS inkubiert um den Effekt von EndoG auf den
Verlauf des induzierten Zelltodes zu untersuchen. Nach der Inkubation mit den beiden
Wirkstoffen wurden die Zellen gewaschen und wie unter 2.4.14 beschrieben mit den
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen gefarbt. Anschlieend folgte die Analyse im

Durchflusszytometer.

3.4.11.3 Nachweis von Nekrose durch Farbung mit Propidiumiodid (P1)

Um die Nekrose als Art des Zelltodes auszuschlieBen wurden die Zellen mit Propidiumiodid
gefarbt. Bei dieser Verbindung handelt es sich um ein interkalierendes Agens, das sich in

doppelstrangige DNA einlagert und aufgrund seiner fluoreszierenden Eigenschaft detektiert
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werden kann. Da Propidiumiodid nicht membrangangig ist, wird es nur von Zellen
aufgenommen, deren Plasmamembran geschadigt ist. Dieses Phanomen kann mit Nekrose
gleichgesetzt werden. Die angefarbten nekrotischen Zellen kénnen dann im roten Kanal des
Durchflusszytometers detektiert und quantifiziert werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass mit PGD, und STS behandelte Zellen selbst nach 24h Inkubation
keine signifikante Nekrose aufweisen.

SMB + PGD, SMB +STS TbEndoG-over + PGD, TbEndoG-over + STS
4 o e 3
: 0.9% 09% - 034% ° 0.34%
—_ —_ _ _
oh
PE-A PE-A PE-A PE-A
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—_ _ —_ —_
6h &
-
&
PE-A PE-A PE-R PE-R
: 0,16% 0,11% 0,18% - 0.40%
_ _ _ _
24h
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Abb. 3-33: Nekrosenachweis durch Farbung mit Propidiumiodid
Verteilung der Fluoreszenz von SMB- und TbEndoG-over-Zellen mit PGD,- bzw. STS-Behandlung zu
den Zeitpunkten 0, 6 und 24h. Zellen mit einer starkeren Fluoreszenz, als der Peak von SMB-Zellen

zum Zeitpunkt 0 wurden als Pl-positive Zellen mit permeabilisierten Membranen markiert.

3.4.11.4 Bildung intrazellularer reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

In der Literatur wurden Prostaglandine als starke Induktoren von intrazellularem oxidativen
Stress durch die Erhéhung der Konzentration von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

beschrieben [Kondo et al., 2001, Pignatelli et al., 2005]. Um zu untersuchen, ob dieses
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Phanomen auch bei dem durch STS induzierten Zelltod auftritt wurden Trypanosomen in
Kultur mit PGD, und STS inkubiert und mit unterschiedlichen kommerziell erwerbbaren
ROS-Markern versetzt.

3.4.11.5 Bestimmung intrazellularer ROS mittels 2',7'-dichlorodihydrofluorescein-
diacetat (H,DCFDA)

Zunachst wurde das Auftreten von intrazelluliren ROS mit dem wenig spezifischen
H.DCFDA untersucht. Das zellmembrangéngige nicht-fluoreszierende H,DCFDA wird durch
intrazelluldre Esterasen zu DCFH gespalten und durch die Anwesenheit von einem breiten
Spektrum an ROS zu dem stark fluoreszierenden Dichlorofluorescein (DCF) oxidiert. Zur
Bestimmung dieser ROS wurden Zellen jeweils nach 6 und 24h Induktion mit PGD, und STS
im Durchflusszytometer gemessen. Die Behandlung mit den beiden Zelltod-Auslésern fihrte
nach 6h zu einer signifikanten Erhohung der intrazellularen ROS. Bei PGD,-behandelten
Zellen waren zu diesem Zeitpunkt 77,88% der SMB-Zellen und 82,56% der TbEndoG-over-
Zellen DCF-positiv. Nach 24h nahm der Wert in der Gesamtpopulation ab. Er lag bei den
SMB-Zellen bei 33,93% und bei TbhEndoG-over-Zellen bei 32,79%. Dies zeigt, dass im
Verlauf der Apoptose die Produktion der intrazellularen ROS zu Beginn auftritt. Die Zahl der
gemessenen ROS-positiven Zellen nimmt aufgrund weiterer zellschaddigender Prozesse dann
wieder ab. Dies ist auch sehr gut innerhalb einer Population zu beobachten. Selektiert man im
FSC vs. SSC Dot plot (GroRe vs. Granularitat) die intakten Zellen einer Population, so ist im
dazugehdrigen FITC vs. PE Dot plot (griner vs. roter Kanal) zu erkennen, dass diese Zellen
eine sehr hohe Fluoreszenz emittieren. Granuldre und absterbende Zellen dagegen weisen
kaum noch Fluoreszenz auf (Abb. 3-35). Bei STS-behandelten Zellen verlduft die Produktion
der ROS é&hnlich und auch die Anzahl DCF-positiver Zellen ist mit PGD,-behandelten Zellen
gleichzusetzen. Nach 6h wurden bei den SMB-Zellen 79,54% DCF-positive Zellen gemessen,
bei TbhEndoG-over-Zellen 84,11%. Nach 24h waren 41,44% der SMB-Zellen und 37,26% der
ThEndoG-over-Zellen DCF-positiv gefarbt. Der Anfangswert der DCF-positiven Zellen zeigt
deutlich, dass die Uberexpression von ThEndoG in SMB-Trypanosomen auch ohne Zugabe
von einem der beiden Wirkstoffe zu einer gesteigerten Produktion intrazellularer ROS fuhrt.
Hier lag der Wert mit 16,66% DCF-positiver Zellen fast doppelt so hoch wie in Kontroll-
SMB-Zellen.
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Abb. 3-34: ROS-Detektion in Apoptose-induzierten Trypanosomen

A J

Verteilung der Fluoreszenz von SMB- und TbEndoG-over-Zellen mit PGD,- bzw. STS-Behandlung zu

den Zeitpunkten 0, 6 und 24h. Zellen mit einer starkeren Fluoreszenz, als der Peak von SMB-Zellen

zum Zeitpunkt O wurden als DCF-positive Zellen mit gesteigerter ROS-Produktion markiert.
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Abb. 3-35: ROS-Detektion in Apoptose-induzierten Trypanosomen
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Verteilung der Fluoreszenz von SMB-Zellen nach PGD,-Behandlung zum Zeitpunkten 6h. Im FSC-

SSC-Dot plot (A) sind die intakten Zellen grau selektiert (Gate 1). Dadurch ist die Verteilung der

Fluoreszenz im FITC-PE Dot plot (griiner vs. roter Kanal) (B) zu erkennen.
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3.4.11.6 Bestimmung intrazellularer ROS mittels 3'-(p-Aminophenyl)-fluorescein (APF)

Um nun die ROS zu identifizieren, die den Zelltod einleitet, wurden ROS-Marker eingesetzt,
die spezifischer mit einzelnen ROS reagieren als H,DCFDA. Dazu wurde APF verwendet,
welches durch Hydroxylradikale, Peroxynitritanionen oder Hypochloritanionen oxidiert wird
und eine weit héhere Resistenz gegentber lichtinduzierter Oxidation als H,DCFDA besitzt.
Sowohl Zellen, die mit PGD, behandelt wurden, als auch die mit STS-induzierten Zellen
zeigten keine gesteigerte Fluoreszenz nach APF-Farbung. Die Anzahl APF-positiver Zellen
lag bei PGD, behandelten Zellen bei 5,01% und bei STS behandelten Zellen bei 5,09%. Der
Marker wurde bei 2,59% der Kontrollzellen angelegt. Somit konnten die oben genannten ROS

bei der Einleitung der Apoptose in T. brucei ausgeschlossen werden.
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Abb. 3-36: ROS-Detektion in Apoptose-induzierten Trypanosomen

Verteilung der Fluoreszenz von SMB-Zellen mit PGD,- bzw. STS-Behandlung nach 24h. Zellen mit
einer starkeren Fluoreszenz, als der Peak von SMB-Kontroll-Zellen wurden als APF-positive Zellen mit
gesteigerter ROS-Produktion markiert.

3.4.11.7 Bestimmung intrazellularer ROS mittels Dihydroethidium (DHE)

Als weiterer spezifischer ROS-Marker wurde das DHE eingesetzt. DHE gilt als relativ
spezifischer Marker fir Superoxid-Anionen und wird in vielen Studien verwendet. Nach
Oxidation zu Ethidium kann es als rot-fluoreszierendes Agens detektiert werden. Die
Inkubation von PGD, und STS behandelten Zellen mit DHE flihrte zu einer Detektion von
signifikant gesteigerten DHE-positiven Zellen gegeniiber Kontroll-SMB-Zellen. Bei PGD,
behandelten Zellen konnten 41,26%, bei STS 54,49% Superoxid-positive Zellen gemessen

werden.
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Abb. 3-37: Superoxid-Detektion in Apoptose-induzierten Trypanosomen
Verteilung der Fluoreszenz von SMB-Zellen mit PGD,- bzw. STS-Behandlung nach 24h. Zellen mit
einer starkeren Fluoreszenz, als der Peak von SMB-Kontroll-Zellen wurden als DHE-positive Zellen

mit gesteigerten Superoxid-Anionen markiert.

3.4.11.8 Nachweis der Exposition von Phosphatidylserin (PS) mittels Annexin-V

Die Messung von Phosphatidylserin (PS), das auf dem &ul3eren leaflet der Zellmembran
wéhrend der Apoptose prasentiert wird, wurde mit FITC-gekoppeltem Annexin-V
durchgefiihrt. Dabei bindet das Annexin Ca**-abhangig an PS und die griine Fluoreszenz des
FITC kann im Durchflusszytometer detektiert werden. Aufgrund des sehr dicht gepackten
VSG-Mantels auf der Oberflache der Trypanosomen wird wahrscheinlich nur ein Teil der PS-
Molekiile an Annexin-V gebunden und die tatsdchlichen Werte der Annexin-positiven Zellen
liegt hoher als der gemessene. Nach 6h Inkubation mit PGD, waren bereits 28,05% der SMB-
Zellen und 30,44% der TbEndoG-over-Zellen gefarbt. Bei STS-behandelten Zellen waren
28,62% der SMB-Zellen und 63,04% der ThEndoG-over-Zellen Annexin-positiv.

Die Anzahl erhohte sich nach 24h nur noch wenig. Bei den PGD,-behandelten Zellen waren
34,09% und 26,12% positiv gemessen worden. Bei STS-behandelten Zellen waren es 34,64%
und 78,86%.
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Abb. 3-38: Annexin-V-Detektion in Apoptose-induzierten Trypanosomen
Verteilung der Fluoreszenz von SMB- und TbEndoG-over-Zellen mit PGD,- bzw. STS-Behandlung zu
den Zeitpunkten 0, 6 und 24h. Eine starkere Fluoreszenz, als der Peak von SMB-Zellen zum Zeitpunkt

0 wurde als Annexin-V-positive Zellen mit PS-Exposition markiert.

3.4.11.9 Bestimmung des mitochonrialen Membranpotentials (MMP) mittels TMRE

Vor der Messung des mitochonrialen Membranpotentials (MMP) wurden die Zellen 30min
mit Tetrametylrhodaminester (TMRE) bei 37°C inkubiert. Der Verlust des MMP konnte in
beiden Fallen bereits nach 6h gemessen werden. Dieser lag bei PGD,-induzierten SMB-
Zellen bei 20,44% und bei ThEndoG-over-Zellen bei 21,88%. Nach 24h war die Anzahl an
Zellen mit MMP-Verlust bei PGD,-induzierten SMB-Zellen auf 65,11% und bei ThEndoG-
over-Zellen auf 89,35% angestiegen. Mit STS induzierte SMB-Zellen waren nach 24h
84,63% TMRE-positiv und ThEndoG-over-Zellen 94,91%.
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Abb. 3-39: TMRE-Detektion in Apoptose-induzierten Trypanosomen
Verteilung der Fluoreszenz von SMB- und TbEndoG-over-Zellen mit PGD,- bzw. STS-Behandlung zu
den Zeitpunkten 0, 6 und 24h. Eine geringere Fluoreszenz, als der Peak von SMB-Zellen zum

Zeitpunkt O wurde als Zellen mit mitochondrialem Membranpotentialverlust markiert.

3.4.11.10 Bestimmung des DNA-Gehaltes mit Propidiumiodid (PI)

Zur Bestimmung des DNA-Gehaltes wurden die Zellen durch Zugabe von Digitonin lysiert.
Die freigesetzten Nuklei konnten anschliefend mit Propidiumiodid geféarbt werden und so die
Verteilung der DNA und somit die Phase des Zellzyklus, in der sich die Zellen befinden,
bestimmt werden. Bei intakten Zellen sind ca. 60% der Zellen in der G1-Phase und 30% in
der G2-Phase. Die restlichen 10% verteilen sich auf Zellen, die in der S-Phase sind sowie
Zellen mit degradierter DNA und polynukleare Zellen. Auf die Fragmentierung der DNA der
Zellkerne bei TbEndoG-over-Zellen wurde besonders geachtet. Schon in unbehandelten
Zellen wurde in  TbEndoG-over-Zellen eine erhohte DNA-Fragmentierung gemessen. Bel
SMB-Zellen lag eine Fragmentierung der Zellkerne bei 2-6% der Zellen vor, bei TbEndoG-

over-Zellen wurden 7-9% der Zellen mit fragmentierter DNA gemessen. Offenbar fuhrt die
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EndoG Uberexpression also nicht selbst schon zu einem massiven Eintransport in den Kern,
wenn nicht ein zuséatzliches Signal vorliegt.

Wie erwartet nahm die DNA-Fragmentierung der Zellkerne bei Behandlung der jeweiligen
Zellen mit PGD, oder STS im Laufe des Zelltodes zu. Nach 6h war dieser Anteil jeweils nur
leicht erhoht. Bei SMB-Zellen, die mit PGD; behandelt wurden stieg der Anteil auf 7,59%
bei STS-behandelten Zellen auf 9,68%. In TbEndoG-over-Zellen waren nach 6h bereits in
13,02% der Zellen, die mit PGD, behandelt wurden, DNA-Fragmentation zu messen, in
TbhEndoG-over-Zellen, die mit STS induziert wurden sogar 19,22%.

Nach 24h war der Effekt von PGD, in SMB-Zellen deutlich zu messen. Die DNA-
Fragmentierung der Zellkerne war zu diesem Zeitpunkt in 21,28% der Zellen zu messen, in
STS behandelten Zellen wurden 26,98% der Zellen positiv gemessen. In TbEndoG-over-
Zellen waren 30,52% der PGD; behandelten Zellen und 63,87% der STS behandelten Zellen
DNA-fragmentiert. Die Messungen sind in Abb. 3-40 zusammengefasst.

Desweiteren konnte mit der PI-Farbung gemessen werden, in welcher Phase des Zellzyklus
sich die Zellen befinden. Dass die Behandlung mit PGD; zu einem Zellzyklusarrest in der G1-
Phase fuhrt wurde schon von Figarella et al. beschrieben. Die Messungen der Trypanosomen,
die mit STS behandelt wurden, zeigten allerdings verstarkt Zellen, die sich in der G2-Phase
des Zellzyklus befanden. Hier ist also ein deutlicher Unterschied der Wirkung von PGD; und
STS bei dem Zelltod in Trypanosomen zu erkennen. Wahrend sich wie 0. g. ca. 60% der
Kontroll-Zellen in der G1-Phase und 30% in der G2-Phase befindet, waren nach 24h 38% der
PGD,-behandelten Zellen in der G1-Phase und 27% in der G2-Phase. Bei SMB-Zellen, die
mit STS behandelt wurden befanden sich hingegen nur noch 27% der Zellen in der G1-Phase
und 44% in der G2-Phase.
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Abb. 3-40: DNA-Gehalt in den Zellkernen apoptose-induzierter Trypanosomen

Verteilung der Fluoreszenz von SMB- und TbEndoG-over-Zellkernen mit PGD,- bzw. STS-
Behandlung zu den Zeitpunkten 0, 6 und 24h. Kerne, die eine geringere Fluoreszenz als die des G1-
Peaks aufweisen, wurden als fragmentiert definiert. Der G2-Peak besitzt eine doppelte Fluoreszenz
(log. Mal3stab). Von sogenannten giants hervorgerufene Fluoreszenz ist hinter dem G2-Peak zu

erkennen.
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Abb. 3-41: Zellzyklus-Verteilung von mit PGD, bzw. STS behandelten Trypanosomen
Verteilung des DNA-Gehaltes in SMB-Zellkernen nach Behandlung mit 10uM PGD, bzw. 10nM STS
nach 6 (A) und 24h (B). Die normale Verteilung von ca. 60% der Zellen, die sich in der G1-Phase und
ca. 30%, die sich in der G2-Phase befinden, verschiebt sich durch die Behandlung mit STS nach 24h
zu 27% der Zellen, die sich in der G1-Phase und 44%, die sich in der G2-Phase befinden.
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3.4.12 Nachweis von DNA-Strangbrtchen mittels TUNEL-Test

Ein weiterer Nachweis der DNA-Fragmentierung wurde durch die Detektion von DNA
Strangbruchen mit dem ,,DNA Fragmentation Imaging Kit“ der Firma Roche durchgefiihrt.
Wahrend der Apoptose entstehen Doppel- und Einzelstrangbriche, die durch Markierung der
freien 3'-OH Enden mit modifizierten Nukleotiden durch den enzymatischen TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling) -Test nachgewiesen
werden. Hierzu wird die terminale Deoxynukleotidyl-Transferase (TdT) verwendet, welche
die Reaktion von Fluorescein-gekoppelten dUTPs an die freien 3°-OH Enden katalysiert.
SMB-Zellen wurden 24h mit 10uM PGD; bzw. 10nM STS inkubiert und anschlielend gemaf
dem Herstellerprotokoll mit dem ,,DNA Fragmentation Imaging Kit“ (s. 2.4.14.7) geférbt. Zur
Quantifizierung wurden in drei unabhdngig voneinander durchgefiihrten Experimenten
jeweils 100 Zellen gezahlt. Wie in Abb. 3-42 gezeigt ist, waren nach 24h 52,15% der mit
PGD; behandelten Zellen und 61,1% der mit STS behandelten Zellen TUNEL-positiv. Der
Anteil der positiven SMB-Zellen lag bei 2,75%.
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Abb. 3-42: TUNEL-Test von mit PGD, und STS behandelten Trypanosomen

SMB-Trypanosomen wurden fur 24h mit 10uM PGD, bzw. 10nM STS inkubiert. Danach wurden
Einzel- und Doppelstrangbriiche der DNA mit dem ,DNA Fragmentation Imaging Kit“ nachgewiesen.
TUNEL-Farbung bei SMB-Kontroll-Zellen: 2,75 + 0,49497; bei PGD, behandelten Zellen: 52,15 +
4,87904; bei STS behandelten Zellen: 61,1 + 3,9598.
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3.4.13 Fluoreszenz-Mikroskopie nach PGD, bzw. STS Behandlung

Zur Lokalisation von ThEndoG-eGFP wahrend des Zelltodes wurden die ThEndoG-eGFP-
Zellen mit 10uM PGD; bzw. 10nM STS induziert. Nach 24h wurden 50nM Mitotracker Red
CMXRos zu den Kulturen gegeben und fur weitere 20min bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und fur die Fluoreszenzmikroskopie vorbereitet. Die
Inkubation der Zellen mit Mitotracker Red CMXRos diente zur Lokalisation des
Mitochondriums (s. Abb. 3-43). Bei nicht-induzierten SMB-Zellen war ein intaktes rot-
fluoreszierendes Mitochondrium zu erkennen, das sich durch die ganze Zelle zieht und durch
die griine Fluoreszenz des ThEndoG-eGFP uberlagert wird. Dadurch konnte gezeigt werden,
dass das TbEndoG-eGFP nach der Expression vollstdndig in das Mitochondrium der
Trypanosomen transloziert wurde.

Bei Zellen, die mit PGD; bzw. STS induziert wurden, war nach 24h kein Mitotracker mehr zu
erkennen, was auf einen Verlust des Membranpotentials der Mitochondrien schliel3en I&sst.
Das TbhEndoG-eGFP war in diesen Zellen Uber das gesamte Zytosol verteilt und auch im
Zellkern zu erkennen. Die vorhergesagte Kernlokalisationssequenz der TbEndoG befindet
sich innerhalb der mitochondrialen Lokalisationssequenz (MLS). Eine Abspaltung der MLS
wahrend oder nach der Translokation ins Mitochondrium, wie es bei den Endonukleasen
héherer Organismen der Fall ist, konnte in T. brucei nicht beobachtet werden [Gannavaram et
al., 2002]. Somit muss davon ausgegangen werden, dass die TbEndoG aktiv in den Zellkern
transloziert wird. Nach 24h befand sich in PGD,-behandelten Zellen allerdings nur ein Teil
der exprimierten TbEndoG-eGFP im Kern. Der Hauptanteil befand sich im Zytosol, was
entweder damit zu erklaren ist, dass nur eine geringe Menge an EndoG in den Kern
aufgenommen werden konnte, bevor die Kernmembran selbst durch die Apoptoseprozesse in
der Zelle ihre Integritat verlor (und somit zu einer Verteilung iber das gesamte Zytosol fiihrt),
oder dass die Expression von TbEndoG-eGFP die physiologischen Werte von TbEndoG so
weit Uberstieg, dass nicht mehr davon in den Zellkern aufgenommen werden konnte. Dafur
sprechen die Ergebnisse der aufgenommenen Wachstumskurven mit TbEndoG-eGFP bei
denen eine Wachstumshemmung und ein frihzeitiges Absterben der Kulturen zu beobachten
war. Bei Zellen die mit STS behandelt wurden, war ein weitaus grofRerer Anteil des
TbEndoG-eGFP im Kern zu beobachten. Das kann aber auch an der morphologischen
Veranderung der Zellen liegen, da hier das geringe Volumen des Zytosols einfach kein Platz
mehr bietet. In Abb. 3-44 sind die mit PGD; bzw. STS behandelten Zellen dargestellt.
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Mitotracker TbEndoG-eGFP

Abb. 3-43: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von TbEndoG-eGFP-Zellen

uberlagert

Trypanosomen-Kulturen wurden vor der Fixierung mit 3,5% Paraformaldehyd mit 50nM Mitotracker
Red CMXRos flir 20min bei 37°C und 5% CO, inkubiert um die Mitochondrien der Zellen sichtbar zu
machen. Nach der Fixierung wurden die Zellen auf einen poly-L-Lysin-beschichteten Objektrager
gegeben und mit ,,ProLong® Gold Antifade“ eingebettet. AnschlieRend erfolgte die Auswertung an
einem Zeiss CellObserver Fluoreszenzmikroskop. Gezeigt sind TbEndoG-eGFP-Zellen, gefarbt mit
Mitotracker Red CMXRos (A und B).

DAPI TbEndoG-eGFP Uberlagert

)
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Abb. 3-44: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von TbEndoG-eGFP-Zellen

Trypanosomen-Kulturen wurden vor der Fixierung mit 3,5% Paraformaldehyd mit 50nM Mitotracker
Red CMXRos fiir 20min bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach der Fixierung wurden die Zellen mit
DAPI inkubiert um die Zellkerne und Kinetoplasten sichtbar zu machen. Danach wurden die Zellen auf
einen poly-L-Lysin-beschichteten Objektrager gegeben und mit ,,ProLong® Gold Antifade” eingebettet.
AnschlieRend erfolgte die Auswertung an einem Zeiss CellObserver Fluoreszenzmikroskop. Gezeigt
sind TbEndoG-eGFP-Zellen, die fur 24h mit 10uM PGD, (A, B) bzw. 10nM STS (C,D) inkubiert wurden.
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4 Diskussion

4.1 Isolierung eines Cyclooxygenase-ahnlichen Enzyms aus T.

brucei

Uber den Verlauf des apoptotischen Zelltodes bei Trypanosoma brucei ist noch immer sehr
wenig bekannt. Selbst (ber die beteiligten Enzyme bei der Produktion des Apoptose-
Auslosers PGD, das aus Arachidonsdure gebildet wird, ist bisher nichts bekannt.
Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass nach der Zugabe von
Arachidonsdure zu Trypansomenkulturen die Konzentration von Prostaglandinen in den
Zellen und im Medium erhéht sind [Kubata et al., 2000]. Allerdings konnte bisher nur eine
Prostaglandin F,, Synthase aus Trypanosomen isoliert und charakterisiert werden [Kubata et
al., 2000]. Ein Enzym, welches Arachidonsdure zu Prostaglandinen umwandelt wie die aus
hoheren Eukaryonten bekannten COX-1 und COX-2 Isoformen, ist in den Parasiten bisher
nicht bekannt. Sequenzvergleiche des trypanosomalen Genoms mit Enzymen der
Arachidonséure-Kaskade in hoheren Organismen flhrten zu keinem Ergebnis mit
ausreichender  Sequenzhomolgie. Auch die Zugabe verschiedener NSAIDs wie
Acetylsalicylsdure, Flubiprofen, Ibprofen, Indomethacin, Niflumséure und Piroxicam hatte
keinen wachstumshemmenden Effekt auf die Parasitenkulturen. Trotzdem zeigte die Zugabe
von ETYA (5,8,11,14-Eicosatetratraynoic acid), ein Arachidonsaurederivat das von der COX
erkannt aber nicht umgesetzt werden kann, bei einer Konzentration von 10uM eine

hemmende Wirkung auf das Wachstum von T. brucei [Rawer, 2004].

Die in vitro Umsetzung von Arachidonsdure zu Prostaglandinen durch Zelllysat aus BF221-
Trypanosomen, wie in dieser Arbeit durch die Dunnschicht-Chromatographie gezeigt, legt
allerdings die Vermutung nahe, dass in den Parasiten ein Enzym, &hnlich den
Cyclooxygenasen (COX) héherer Eukaryonten existiert. Durch einen Western Blot mit anti-
COX-1 Antikorpern konnte in Trypanosomenlysat eine Proteinbande mit einem &hnlichen
Molekulargewicht wie dem, der zur Kontrolle aufgetragenen COX-1 aus Schafen, detektiert
werden. Zur Isolierung dieses Enzyms aus BF221-Trypanosomen wurden Kklassische
Proteinreinigungsverfahren wie Ammoniumsulfatfallung, lonenaustausch-Chromatographie,
Gelfiltration und Immunprazipitation verwendet. Nach jedem Isolierungsschritt wurden die

erhaltenen Fraktionen durch unterschiedliche Nachweismethoden wie dem Amplex Red assay,
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Western Blot und Dunnschicht-Chromatographie auf die Anwesenheit des Enzyms
kontrolliert.

Nach der Lyse der Trypanosomen wurde die Proteinlésung mit Ammoniumsulfat gefallt und
mit Amplex Red, einem Farbstoff der durch die Peroxidaseaktivitat des Enzyms zu rot-
fluoreszierndem Resorufin umgewandelt wird, getestet. Auch die SDS-PAGE und Western
Blot wurden zur Analyse der Fraktionen verwendet. Nach der AS-Féllung konnten in den
Fraktionen, die mit 80% bzw. 100% AS versetzt worden waren Peroxidaseaktivitat sowie
positive Proteinbanden im Western Blot detektiert werden. AnschlieBend wurde das gesuchte
Protein in der 70% Fraktion, die noch eine ausreichende Konzentration an dem gesuchten
Protein allerdings kein VSG mehr enthielt, durch Kationenaustausch-Chromatographie tber
eine HiTrap SP Séule gereinigt. Danach wurde die Fraktion mit COX-Aktivitat mittels
Gelfiltration Uber eine Superdex G200 HR 10/30 Saule weiter getrennt und schlie3lich mit
Protein A-gekoppelten MagBeads, die an anti-COX-1 Antikorper gebunden waren isoliert.
Nach dieser Immunprézipitation konnte das eluierte Protein als singuldare Bande durch SDS-
PAGE aufgetrennt werden. Die Proteinbande wurde aus dem 10%igen SDS-Gel
ausgeschnitten und im Proteomcenter der Universitat Tubingen verdaut und analysiert. Durch
die massenspektrometrische Analyse durch ein LTQ-Orbitrap XL Massenspektrometer konnte
die Proteinbande dem Protein Tb427.10.13790 (TriTrypDB ID) zugeordnet werden. Dieses
Protein, ThCOX genannt, wurde dann in E. coli Zellen kloniert und exprimiert um weitere
Erkenntnisse Uber die Struktur und Aktivitat des Proteins zu erhalten.

Sequenzanalysen der ThCOX ergaben eine 13%ige Homologie zu boviner COX-1. Zu der, fir
die Western Blot Analyse eingesetzten, ovinen COX-1 besteht sogar nur eine 10%ige
Sequenzhomologie auf Proteinebene. Selbst zu dem COX-ahnlichen Enzym aus Endamoeba
histolytica, welches Arachidonsdure zu Prostaglandin E, umsetzt und bislang das einzige aus
Protozoen isolierte Protein mit COX-ahnlichen Eigenschaften ist, besitzt die ThCOX nur eine
Homologie von 3%. Da das Enzym aus E. histolytica kaum Homologie zu COX-1 Enzymen
aus anderen Organismen aufweist und auch keine konservierten COX-Motive in seiner
Sequenz auftreten, kann auch eine COX-ahnliche Aktivitdt in der TbCOX nicht

ausgeschlossen werden.
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4.1.1 Expression von rTbCOX in E. coli

Die Expression der rTbCOX mit 0,5mM IPTG in Rosetta2(DE3)pLysS E. coli Zellen flihrte
zum Einschluss in inclusion bodies. Dies konnte auch durch Anderung der Parameter Zeit,
Temperatur oder IPTG-Konzentration sowie dem Wechsel des Expressionsvektors nicht
geédndert werden. Nach Isolierung und Losung der inclusion bodies mit 1% Lauroylsarkosin
und anschlielender Dialyse gegen Bindepuffer (s. 2.3.4.1) war eine leichte und schwer zu
definierende Umsetzung von [**C]-Arachidonsaure durch die Diinnschicht-Chromatographie
zu detektieren. Die folgende Affinitatschromatographie mit Ni-NTA und Abspaltung des His-
Tags konnten diese Umsetzung nicht verbessern. Zwar wurde eine Umsetzung von Amplex
Red zu Resorufin gemessen, bei der darauf folgenden Diinnschicht-Chromatographie konnte
aber nur eine sehr schwache Arachidonsaure-Metabolisierung detektiert werden. Die in dieser
Arbeit verwendete Methode zur rekombinanten Expression und Isolierung des hypothetischen
Proteins aus T. brucei flhrte somit noch nicht zur eindeutigen Isolierung eines Enzyms mit
Cyclooxygenaseaktivitat. Eine Optimierung der Expression in E. coli Zellen durch den
Einsatz anderer Vektoren oder Expressionszellen sowie weitere Untersuchungen mit der
gereinigten rThCOX wie die Verwendung sensitiverer Nachweismethoden und eine
effizientere Ruckfaltung des denaturierten Proteins in seine native Konformation sind daher
erforderlich, um eine eindeutige Zuordnung des bislang hypothetischen Proteins aus T. brucei

zu erhalten.

4.2 Einfluss von PGD, und Staurosporin auf T. brucei

Das Fehlen von Caspasen oder pro-apoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie bei
Trypanosomen liel viele Jahre lang die Annahme eines apoptotischen Zelltodes in einzelligen
Parasiten erst gar nicht zu. Heute ist diese Art des Zelltodes in vielen Studien, auch bei
anderen einzelligen Organismen, untersucht und bestatigt worden. Uber den Mechanismus,
die Kinetik und die beteiligten Enzyme ist jedoch weiterhin sehr wenig bekannt. In dieser
Arbeit sollte mit der Untersuchung des bereits bekannten Apoptose-Auslosers Prostaglandin
D, und eines weiteren Auslosers der Apoptose in héheren Organismen und Leishmanien, dem
Staurosporin, zum einen die Art des Zelltodes, zum anderen der zeitliche Verlauf der

intrazelluléar auftretenden Effekte dieser beiden Wirkstoffe bestimmt werden.
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Die Zugabe von Prostaglandin D, (nicht aber von PGE; und PGF,,) zu Trypanosomen-
Zellkulturen flhrt bei Konzentrationen im niederen mikromolaren Bereich (ICsp: PGD,
3,7uM und PGJ; 2,7uM) zum Zelltod der Parasiten. Wie in friheren Arbeiten unserer
Arbeitsgruppe gezeigt wurde, ist dieser Effekt auf die Metabolisierung des PGD, zu seinen
Derivaten der J-Serie zurlckzufiihren und ist bei Zellen aus der stationdren Phase
ausgeprégter als bei Zellen der logarithmischen Wachstumsphase [Figarella et al., 2006].
Wahrend die Zellen aus der stationdren Phase direkt nach PGD,-Zugabe in ihrer
Differenzierung und somit auch in ihrem Wachstum gestort sind, hat die Zugabe dieses
Prostanoids zu logarithmisch wachsenden Zellen nur eine sehr geringe Wachstumshemmung
zur Folge. Dieser Effekt konnte bei der Zugabe von Staurosporin zu Trypanosomenkulturen
nicht beobachtet werden. Hier tritt die Wirkung in der logarithmischen ebenso wie in der
stationdren Wachstumsphase direkt nach Zugabe des STS ein. Uber die trypanozide Wirkung
von Staurosporin, einem unspezifischen Proteinkinaseinhibitor wurde schon mehrfach
berichtet; die Art des Zelltodes wurde allerdings noch nicht néher beschrieben [Gale, 1994;
Braga, 2005; Bruges et al., 2012]. In S&ugerzellen dient STS als Kontrollsubstanz bei
Apoptoseuntersuchungen und bei Leishmanien 16st STS einen Zelltod mit vielen der
typischen Merkmale der Apoptose aus, wenn man von den Caspasen absieht. So werden
Phosphatidylserin-Exposition, Verlust des mitochondrialen Membranpotentials, DNA-
Degradation und die Freisetzung von Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien beobachtet
[Arnoult et al., 2002]. Daher wird STS auch bei Leishmanien als typischer Apoptose-
Ausloser verwendet. Als Ausloser von Apoptose bei Trypanosomen wurde STS noch nicht
beschrieben.

Um die Art des Zelltodes bei Trypanosoma brucei zu untersuchen, wurden die Effekte von
STS mit denen von PGD; bei der induzierten Apoptose verglichen. Die erste Beobachtung
die dabei gemacht werden konnte war, dass die Wirkung von STS auf das Wachstum der
Trypanosomen direkt nach Zugabe zu den Zellkulturen einsetzte und somit, nicht wie bei
PGD,, eine der beiden Formen (LS oder SS) sensitiver reagierte. Dabei wirkte STS schon in
sehr geringen Konzentrationen. Die ICso von STS in T. brucei liegt bei 7,6nM. Im Vergleich
dazu liegt die ICso von PGD; bei 3,7uM, wobei allerdings zu beachten ist, dass PGD; in
erheblichem Malie an Albumin bindet [Figarella et al., 2005]. Dies spiegelt auch die
Erwartung wieder, da STS allgemein hemmend auf die Proteinkinasen wirkt, wohingegen
Prostaglandine tber ihre spezifischen Rezeptoren diverse Effekte, zumeist durch Modulation

der unterschiedlichen second messenger-Syteme, ausldsen.
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Die Proteinbiosynthese kommt bei Trypanosomen, die mit STS behandelt wurden, bereits
nach 2h fast vollstandig zum Erliegen. Dies steht im Widerspruch zu der allgemeinen
Annahme der Notwendigkeit einer de novo Proteinsynthese bei der Apoptose wie sie auch fur
PGD; belegt ist [Figarella et al., 2005]. Es gibt allerdings Studien, die belegen, dass durch
STS ausgeloste Apoptose in hoéheren Eukaryonten auch ohne de novo Proteinsynthese
stattfindet [Bertrand et al., 1994; Jacobson et al., 1996].

Wie die Licht- sowie TE- und RE-Mikroskopie zeigten, durchlaufen STS-behandelte Zellen
starke Veranderungen in ihrer Zellmorphologie sowie in der Motilitat. Die beobachtete
Hemmung des Zellwachstums geht damit einher. Zellen, die mit STS behandelt wurden
durchlaufen diese Veranderungen weitaus schneller als PGD,-behandelte Zellen. PGD, das zu
Kulturmedium gegeben wird muss entweder erst eine ausreichend hohe Konzentration in den
Zellen erreichen oder zu seinen Derivaten der J-Serie umgewandelt werden. Die Zellen der
stationdren Phase reagieren wahrscheinlich sehr viel empfindlicher auf PGD,, weil hier mehr
Zellen zu SS-Formen differenziert sind und schon eine hohere Konzentration PGD; in den
Zellen vorliegt. Zusétzlich leitet PGD, wohl einen spezifischeren Mechanismus ein als die
breite Hemmung der Proteinkinasen, die durch STS induziert wird. Bei Zellen, die in der
logarithmischen Wachstumsphase mit PGD, behandelt wurden, trat eine Hemmung des
Wachstums nach 8-12h auf. Bei PGD,-behandelten Zellen der stationdren Phase (nach ca. 40h)
trat eine hemmende Wirkung bereits nach ca. 2h auf.

Nach STS-Behandlung traten erste Veranderungen der Zellmorphologie, insbesondere die
Erweiterung der Flagellumtasche und das damit verbundene Abrunden des Zellkdrpers bereits
nach 2-3h auf. Zu dieser Zeit konnte auch die Hemmung des Wachstums in der

logarithmischen als auch der stationdren Wachstumsphase beobachtet werden.

4.2.1 Durchflusszytometrische Untersuchungen zum Zelltod von PGD, bzw.
STS behandelten Trypanosomen

Auch bei den durchflusszytometrischen Analysen wurden Unterschiede in der Wirkung von
PGD, und STS beobachtet. So flihrte die Zugabe von PGD, zum Zellzyklusarrest in der G1-
Phase, was zu der Beobachtung von neu gebildeten Flagellen in Zellen, die keine Zellteilung
mehr durchfuhrten, passt. Dagegen fiihrte die Zugabe von STS zu einem Arrest der Zellen in
der G2-Phase. Dies l&sst darauf schlief3en, dass die DNA oder andere Strukturen bei STS-
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behandelten Zellen derart geschédigt sind, dass die Reparaturmechanismen der Zellen nicht
mehr greifen kdnnen und die Zellen einen apoptose-&hnlichen Zelltod einleiten.

Einige der Apoptosemerkmale, die mittels Durchflusszytometrie gemessen wurden, traten
allerdings bei beiden Arten der Zelltod-Induktion ungefahr gleichzeitig auf. In den, durch
PGD, sowie STS induzierten Zellen, konnten nach wenigen Stunden erhohte Level an
intrazelluldaren ROS nachgewiesen werden. Im Verlauf des Zelltodes nahm die Produktion
der ROS wieder ab und aufgrund der Permeabilisierung der Mitochondrienmembran und dem
Abbau der ROS wurden im spéteren Stadium des Zelltodes kaum noch ROS-positive Zellen
detektiert. Auch innerhalb einer Population konnte diese Verteilung von ROS-positiven und
ROS-negativen Zellen beobachtet werden. Noch intakte Zellen, die sich durch ihre Gréize und
Granularitdt von geschadigten Zellen selektieren lieen, enthielten einen hohen Anteil an
ROS, wahrend in Zellen die zugrunde gingen kaum ROS nachzuweisen waren. Durch den
Ausschluss der ROS, die mit APF nachgewiesen werden konnten sowie der positiven
Detektion von Superoxid-Anionen mit dem ROS-Marker DHE, konnte zusatzlich eine
Aussage Uber die maligeblich an dem apoptotischen Zelltod beteiligte ROS gemacht werden.
Superoxid-Anionen wurden bereits bei anderen Organismen, aber auch in den verwandten
Parasiten T. cruzi als Apoptose-auslosende ROS beschrieben [Alzate et al., 2007; Piacenta et
al., 2007]. Diese ROS spielt also auch eine zentrale Rolle bei der Apoptoseinduktion in T.
brucei.

Im Laufe des Prozesses konnten bei beiden Arten der Induktion des Zelltodes eine
Verminderung des mitochondrialen Membranpotentials gemessen werden. Durch die
fluoreszenzmikroskopischen ~ Aufnahmen von TbEndoG-eGFP  Zellen konnte die
Translokation der Endonuklease aus dem mitochondrialen Intermembranraum in das Zytosol
und den Zellkern eindeutig gezeigt werden. Diese Translokation geht mit dem Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials einher, wie die Farbung des Mitochondriums durch den
Farbstoff Mitotracker gezeigt hat. In Zellen, bei denen ThEndoG-eGFP im Zytosol bzw. im
Zellkern lokalisiert vorlag, konnte kein Mitotracker mehr detektiert werden.

Das am starksten mit Apoptose assoziierten Merkmal ist wohl der flip-flop von
Phosphatidylserin vom inneren auf das dufRere leaflet der Plasmamembran. Dieser Nachweis
wurde mit der Farbungen der Zellen mit Annexin-V zum Nachweis Phosphatidylserin-
externalisierender Zellen und Propidiumiodid zum Nachweis nekrotischer Zellen
durchgefuhrt. PGD; wie auch STS flihrten zu einer Zunahme an Annexin-V-positiven Zellen
jedoch nicht zu einer Zunahme an Pl-positiven Zellen. Bei den mit STS behandelten Zellen ist

gegenliber PGD,-behandelten Zellen ein signifikanter Anstieg von Annexin-V-positiven
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Zellen beobachtet worden. Dies kdnnte mit einer Lockerung des VSG-Oberflachenmantels
durch die morphologische Verdnderung der Zellen zusammenhdngen. Annexin-V ist mit
36kDa relativ grol und sollte durch die dicht gepackten VSG-Molekile sterisch an der
Bindung an PS gehindert werden. Allerdings sind auch Verénderungen der VSG-Proteine
wéhrend des Zelltodes nicht auszuschlie(en. Die Farbung mit Pl und Annexin-V zeigt also,

dass PS nur an Membranen von intakten Zellen gemessen wurde.

Die Merkmale von Apoptose wie die Steigerung von intrazellularen ROS, Verlust des
mitochondriellen Membranpotentials, PS-Exposition und DNA-Fragmentierung konnten im
Durchflusszytometer bei PGD; sowie STS gemessen werden. Dadurch konnte die Nekrose als
mdogliche Art des Zelltodes ausgeschlossen werden. Typische Merkmale wie ein
Zellzyklusarrest in der G1-Phase, eine de novo Proteinbiosynthese oder blebbing konnten nur
in PGD; induzierten Trypanosomen nachgewiesen werden. Die Abwesenheit von Caspasen
lasst den PGD,-induzierten Zelltod bei T. brucei zwar nicht als Apoptose im klassischen
Sinne, wie vom Nomenclature Committee on Cell Death (NCCD) beschrieben [Kroemer et al.,
2009], bezeichnen. Da sich diese Nomenklatur aber auf Eukaryonten bezieht, sollte man diese
Art von Zelltod bei Protozoen durchaus als Apoptose oder caspase-unabhéngige Apoptose
bezeichnen.

Der induzierte Zelltod durch STS-Einwirkung erfullt allerdings nicht alle Kriterien, die fur die
Apoptose essentiell sind und ist auch kein physiologischer Mediator wie das PGD,, das von
den Trypanosomen selbst produziert wird. Somit sollten Bezeichnungen wie Apoptose oder
Apoptose-dhnlich im Zusammenhang mit STS vermieden werden. Hier trifft eher die
Bezeichnung eines induzierten Zelltodes mit den o.g. durchflusszytometrisch gemessenen

Parametern zu.

4.3 Einfluss von Endonuklease G auf T. brucei

Die Untersuchung der Endonuklease G in Trypanosomen sollte Aufschlisse Gber ein Enzym
geben, welches bei der Apoptose in hoheren Organismen eine zentrale Rolle einnimmt.

Die Endonuklease G aus Trypanosomen weist einige Merkmale auf, die in der

entsprechenden Endonuklease hoherer Organismen nicht auftreten. Signifikant ist der

Unterschied der GrofRe. Die Sequenz der TbEndoG besteht aus 506 Aminosduren. Zum
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Vergleich ist die humane EndoG aus 297 Aminosauren aufgebaut. Trotz ihres viel grélieren
Molekulargewichtes vermittelt die ThEndoG dieselben Effekte wie ihre bekannten orthologen
Endonukleasen in anderen Organismen. Zudem ist im aktiven Zentrum der Protozoen-EndoG
der Asparaginsaure-Rest durch einen Serin-Rest ersetzt. Auch diese Modifikation wirkt sich
nicht auf die Nukleaseaktivitat aus, was auch schon z.B. bei L. infantum und L. donovani
beschrieben wurde [Rico et al., 2009; Gannavaram et al., 2008].

4.3.1 Uberexpression von EndoG in T. brucei

Die Uberexpression von EndoG in T. brucei filhrte zu einer signifikanten Hemmung des
Zellwachstums. Die TbEndoG-over-Zellen exprimierten bereits ohne Induktion der
Expression durch Doxycyclin die EndoG in so groRer Menge, dass die Generationszeit in
HMI-9 Medium von 6h auf ca. 24h anstieg. Nach der Induktion der EndoG-Expression
konnte in ThEndoG-over-Zellkulturen kein Wachstum der Zellen mehr beobachtet werden
und die Zellen starben bereits nach wenigen Stunden. Dies lasst vermuten, dass EndoG in
hohen Konzentrationen toxisch wirkt, da eine unkontrollierte DNA-Fragmentierung aufgrund
von falsch lokalisierter EndoG durch die Beobachtungen der Expression von ThEndoG-eGFP
ausgeschlossen werden konnte. In fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass das TbEndoG-eGFP (zumindest im Rahmen der Messparameter) nur im
Mitochondrium der Trypanosomen lokalisiert vorlag. Die Expression des TbEndoG-eGFP
fuhrte ebenfalls zu einer Hemmung des Wachstums. Hier lag die Generationszeit bei ca. 11h
was aus einer geringeren Uberexpression von EndoG im Vergleich zu ThEndoG-over-Zellen
resultierte.

Erst nach der Induktion des Zelltodes entweder mit PGD, oder mit STS wurde ThEndoG-
eGFP aus dem Mitochondrium in das Zytosol und auch in den Zellkern transloziert. Diese
Beobachtung lasst darauf schlielen, dass TbEndoG iber seine Transmembrandomane an die
inneren Mitochondrienmembran assoziiert vorliegt, aber nicht in die Matrix des
Mitochondriums eindringt, um dort Einfluss auf die mtDNA zu nehmen. Vom
Intermembranraum aus kann die ThEndoG dann (wahrscheinlich nach der Abspaltung der
Transmembrandomane) in das Zytosol freigesetzt werden.

Wie die Beobachtungen im TEM gezeigt haben, hat die Uberexpression von EndoG auch
Auswirkungen auf die Morphologie der Zellen. So konnte ein gesteigertes Auftreten von

Glykosomen und ungewdhnlich hohe Konzentrationen an gespeicherten Ca?*-Phosphaten in

145



Diskussion

den Acidocalcisomen festgestellt werden. Zudem war auch eine erhohte Fragmentierung der
DNA der Zellkerne zu erkennen. TEM-Aufnahmen von ThEndoG-eGFP-Zellen bestatigten
die EndoG-Uberexpression als Ausloser der beobachteten Auswirkungen auf die Organellen,
da hier die Steigerung der Glykosomen bzw. Ca?*-Phosphaten in den Acidocalcisomen nicht
S0 ausgepragt war wie bei TbEndoG-over-Zellen.

Die Beobachtungen des trypanoziden Effekts der EndoG-Uberexpression in T. brucei in
ThEndoG-over-Zellen sind also mit den schon beschriebenen EndoG-Effekten bei
Leishmanien [Rico et al., 2009] oder Séugerzellen [Schéfer et al., 2004] vergleichbar.

Die durchflusszytometrischen Analysen zeigten, dass die TbEndoG-over-Zellen bei allen
gemessenen Merkmalen der Apoptose, bis auf die Produktion der ROS, ausgeprégter auf die
Wirkung von PGD, und STS reagierten als die SMB-Kontroll-Zellen.

4.3.2 Expression von rTbEndoG in E. coli

Die Expression der rekombinanten trypanosomalen EndoG in E. coli Zellen flihrte zum
Einschluss des Enzyms in inclusion bodies. Wie auch bei EndoG-Expressionen hoherer
Organismen beschrieben, ist die Endonuklease in hohen Konzentrationen wohl auch fir die
Bakterienzellen toxisch und wird somit in diesen Kompartimenten verpackt [Yoon et al.,
2009].

Nach der Isolierung der inclusion bodies konnte eine erfolgreiche Rickfaltung des Proteins in
seine aktive Konformation erreicht werden, was eindeutig durch den EndoG-Aktivitatstest
gezeigt werden konnte. Hierbei haben schon geringe Mengen des Enzyms, sowohl mit als
auch ohne den exprimierten His-Tag, die zugegebene Plasmid-DNA fragmentiert. Somit
sollte auch die Nukleaseaktivitét der in Trypanosomen exprimierten TbEndoG, derjenigen der
rTbEndoG entsprechen. In ThEndoG-over-Zellen weisen beispielsweise in den o.g.
durchflusszytometrischen Analysen 8% der Zellen DNA-Fragmentierung auf, in Kontroll-
Zellen sind dies nur ca. 3% der Zellen. Diese geringfiigige Steigerung kann auf die
Uberexpression der EndoG zuriickzufiihren sein, zeigt aber auch, dass ein aktiver Prozess
benétigt wird, um EndoG in den Zellkern zu translozieren. Nicht nur die DNA-
fragmentierende Aktivitdt von ThEndoG sondern auch der wachstumshemmende Effekt, des
in Trypanosomen Uberexprimierten Enzyms, lassen auf eine wichtige Rolle, vor allem beim

programmierten Zelltod der Parasiten, schlie3en.
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5 Zusammenfassung

Trypanosoma brucei, der Erreger der afrikanischen Schlafkrankheit bei Menschen und der
Tierseuche Nagana, durchlauft wahrend seines komplexen Lebenszyklus mehrere Stadien
sowohl im Insektenvektor, der Tsetse-Fliege als auch im S&ugerwirt. Im Blut des Wirtes wird
die Zelldichte der Parasiten zum einen durch das Immunsystem zum anderen aber auch durch
die Produktion von Prostaglandin D, durch die Parasiten selbst immer wieder herabgesetzt.
Dadurch kdnnen die Parasiten im letzten Stadium der Krankheit das Gehirn der betroffenen
Patienten befallen. Auch im Liquor von Schlafkrankheitspatienten konnten erhohte
Konzentrationen von Prostaglandin D, gemessen werden [Pentreath et al., 1990].

Der altruistische Zelltod einzelliger Parasiten wie Trypanosoma brucei ist der Fokus vieler
wissenschaftlicher Fragen. Die Existenz eines programmierten Zelltodes in T. brucei ist
weitlaufig anerkannt. Dessen Mechanismus und die beteiligten Enzyme sind allerdings langst
noch nicht aufgeklart. Mit der Entdeckung des Prostaglandins D als von den Parasiten selbst
produzierten Ausloser des Zelltodes wurde ein erster wichtiger Schritt flir die Entschlisselung
dieses Mechanismus gemacht [Kubata et al.,, 2000]. Schlusselenzyme wie die
Cyclooxygenase, der Differenzierungsfaktor (DIF) oder ein Apoptose induzierender Faktor
(AIF) wie sie in hoheren Organismen vorhanden sind, fehlen allerdings noch immer auf der
Karte der Trypanosomen. Das Vorhandensein eines COX-&hnlichen Enzyms steht auler
Frage, wie die Ergebnisse der Dunnschicht-Chromatographie mit trypanosomalem Zelllysat
und [**C]-Arachidonsaure gezeigt haben. Die schrittweise Isolierung des Proteins fiihrte zu
einem, durch die massenspektrometrische Analyse, eindeutig zugeordneten Protein, welches
als Th427.10.13790 identifiziert werden konnte. Nach der Expression dieses Proteins in E.
coli Zellen konnte allerdings aufgrund der Expression in inclusion bodies keine eindeutige
Cyclooxygenaseaktivitat durch die Diinnschicht-Chromatographie mit [**C]-Arachidonsaure
gezeigt werden. Die endgultige Verifizierung des in dieser Arbeit als ThCOX isolierten
Proteins steht also noch aus. Allerdings sind die vorhandenen Ergebnisse vielversprechend. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in der 16slichen Fraktion von T. brucei Zelllysat ein
Protein mit nachweisbarer Peroxidaseaktivitat und wohl auch Cyclooxgenaseaktivitét, das ein
ahnliches Molekulargewicht wie die Cyclooxygenasen hoherer Organismen besitzt und mit
anti COX-1 Antikorper detektiert werden kann, exisitiert.
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Im zweiten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Staurosporin, ein Alkaloid, das in
Séugerzellen aber auch Protozoen wie Leishmanien ein Ausloser der Apoptose ist, in T.
brucei eine andere Art von Zelltod induziert als PGD,. Die durchflusszytometrischen
Analysen von STS-induzierten Trypanosomen zeigten die gleichen apoptotischen
Charakteristika wie die Apoptose hoherer Organismen oder PGD;-induzierter Trypanosomen.
Allerdings wurden Merkmale wie der G1-Phasen-Arrest oder eine de novo Proteinbiosynthese
mit STS nicht erfullt, was aber auch bei Studien unterschiedlichster Zelllinien beobachtet
wurde [Bertrand et al., 1994; Jacobson et al., 1996]. Somit konnte in dieser Arbeit ein
weiterer Induktor eines programmierten Zelltodes in T. brucei gefunden werden, dessen
Wirkweise sich aber vom apoptotischen Zelltod, ausgeldst durch PGD; und dessen Metabolite
der J-Serie, unterscheidet.

Der zeitliche Verlauf der durch PGD, bzw. STS ausgeltsten Zelltodarten lasst sich mit der
Apoptose Typ Il vergleichen. Zu Beginn der Apoptose steigt die Produktion intrazellulérer
ROS, insbesondere der Superoxid-Anionen stark an, gefolgt von einem Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials (MMP) und Externalisierung von Phosphatidylserin. Der
Verlust des MMP fiihrt, wie in hoheren Eukaryonten, zur Freisetzung der Endonuklease G in
das Zytosol und den Zellkern. Die freigesetzte EndoG fiihrt dann, wahrscheinlich in einem
DNA-Degradasomen-Komplex mit weiteren Nukleasen, wie er z.B. bei L. donovani oder C.
elegans schon beschrieben wurde, zur Fragmentierung der DNA im Zellkern [Parrish und
Xue, 2006; BoseDasgupta et al., 2008; Gannavaram und Debrabant, 2012]. Die DNA-
Fragmentierung ist der letzte messbare VVorgang des Apoptoseprozesses in T. brucei. Somit
konnte hier das Superoxid-Anion als zentrale ROS bei der Induktion und die EndoG als
wichtige Nuklease bei der Apoptose in T. brucei identifiziert werden.

Die Uberexpression der EndoG in T. brucei fiihrte zum raschen Absterben der Zellpopulation
und molekularbiologischen Verénderungen in den Zellen. Dies und die Tatsache, dass die
Expression von trypanosomaler wie auch eukaryontischer EndoG in E. coli Zellen zum
Einschluss in inclusion bodies fiihrt, ist ein Indiz fur die Vorlauferstellung des viel groReren,
dennoch in seiner Aktivitdt gleichen Enzyms der Protozoen. Auch hier ist EndoG ein
wichtiger Bestandteil des programmierten Zelltodes. Diese Ergebnisse lassen hoffen, dass
noch weitere, am apoptotischen Zelltod beteiligte Enzyme, die in T. brucei bisher noch nicht
bekannt sind, folgen.
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