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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Geschichte der Entdeckung von Trypanosomen

Die ersten historischen Berichte tGber das Auftreten der Schlafkrankheit
gehen auf den arabischen Historiker Ibn Khaldun im 14. Jahrhundert
zuriick [1]. Weitere symptomatische Beschreibungen traten erst wieder
zu den Zeiten des Sklavenhandels im Jahr 1734 durch den Englander
John Atkins auf [2]. Thomas Winterbottom beschrieb 1803 erstmals die
Lymphknotenschwellung im Halsbereich, genannt Winterbottom sign,
die bis heute als charakteristisches Merkmal der frihen
Krankheitsphase gilt [2]. Gruby entdeckte 1843 Parasiten der Unterart
Trypanosoma sanguinis im Blut von infizierten Froschen [3]. Der
Gattungsname Trypanosoma setzt sich aus dem Griechischen Wort
ytrypanon” (= Bohrer) und ,soma (= Korper) zusammen. Der Schotte
David Livingston beschrieb 1852 das erste Mal die Tsetse-Fliege als
moglichen Ubertriager der Schlafkrankheit in Rindern (Nagana) [4] und
1895 identifizierte David Bruce Trypanosoma brucei als Erreger der
Seuche [5] (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Photographische Darstellung von Sir David Bruce (1855-1931) [6].

Entdecker von T. brucei brucei als Erreger der afrikanischen Schlafkrankheit in Tieren (Nagana).

Die ersten Parasiten in menschlichem Blut wurden 1901 von Robert
Michael Forde am Fluss Gambia entdeckt [7]. Im Jahr 1902 erkannte
Joseph Everett Dutton, dass es sich dabei um Trypanosomen handelte
und benannte sie, nach dem Ort der Entdeckung, als Trypanosoma
gambiense [8]. Im selben Jahr fand Castellani die gleichen Parasiten in
der Cerebrospinalflissigkeit (CSF) eines erkrankten Patienten [9]. 1903
bewies Bruce dann eindeutig, dass die Schlafkrankheit durch die Tsetse-
Fliege Ubertragen wird [10]. Es war zunachst noch unklar, ob es sich um
eine mechanische [2] oder aktive Ubertragung handelte [11]. Letztere
konnte bestdtigt werden und Bruce beschrieb den komplexen
Lebenszyklus mit Wirtswechsel [2]. John William Watson Stephens und
Harold Benjamin Fantham entdeckten und isolierten 1910 den Erreger
der ostafrikanischen Schlafkrankheit und klassifizierten ihn als
Trypanosoma rhodesiense [12]. In der Folge kam es zur Entdeckung der
drei Unterarten Trypanosoma brucei brucei (T.b.b.), Trypanosoma
brucei gambiense (T.b.g.) und Trypanosoma brucei rhodesiense (T.b.r.).



Einleitung

1.2 Epidemiologie und Krankheitsbild

Die afrikanische Schlafkrankheit (Human African Trypanosomiasis, HAT)
zahlt wie die Leishmaniose, Schistosomiasis und Chagas Krankheit zu
den sogenannten ,neglected diseases” [13]. Sie kommt in 36 Landern
sudlich der Sahara vor und betrifft meistens die arme Landbevolkerung
in abgelegenen Gebieten [14]. Hervorgerufen wird die HAT durch
einzellige eukaryontische Parasiten der Art Trypanosoma brucei, die
durch Tsetsefliegen der Gattung Glossina libertragen werden [15]. Die
Verbreitung beschrankt sich durch das ausschlieRliche Auftreten der
Fliege in Afrika auf ein Gebiet slidlich der Sahara bis zum Norden der
Kalahari Wiste zwischen dem 14. nordlichen und 29. sidlichen
Breitengrad des Aquators [16, 17]. Das Auftreten einer Infektion ist
dabei stark von der Wechselwirkung zwischen den Parasiten, dem Wirt
und dem Vektor abhangig [18]. Trypanosoma brucei gambiense
verursacht die chronische Form der Schlafkrankheit in West- und
Zentralafrika und wird durch Glossinen der Palpalis-Gruppe Ubertragen,
die eine wasserreiche Vegetation bevorzugen. Die akute ostafrikanische
Form wird durch eine Infektion mit Trypanosoma brucei rhodesiense
hervorgerufen und von Glossinen der Morsitans-Gruppe Ubertragen, die
in der trockenen Savanne beheimatet sind [18] (Abbildung 2).


https://dict.leo.org/ende/index_de.html#/search=Schistosomiasis&searchLoc=0&resultOrder=basic&multiwordShowSingle=on
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Abbildung 2: Verbreitung der afrikanischen Schlafkrankheit mit der Angabe von Inzidenzen und der
Gefahrdung von Reisenden [19].

Die Pravalenz der Tsetsefliegen fir T. brucei spp. ist mit nur 0,1% sehr
gering [19] und die Inzidenz liegt bei etwa 1% [20]. Beide Unterarten
sind humanpathogen und der afrikanische Grabenbruch fiihrt zu der
geographische Trennung und nur in Uganda kénnte es in Zukunft zu
einer Koexistenz beider Formen kommen [18, 19, 21]. Eine
morphologische Unterscheidung dieser beiden Unterarten ist nicht
moglich [22]. Die Klassifizierung erfolgt deshalb durch den Nachweis von
artspezifischen molekularen Markern. Das Serum Resistenz-assoziierte
(SRA) Gen ist charakteristisch fiir T.b. rhodesiense Stamme [23] und das
TgsGP Gen, ein Rezeptor-dhnliches Glykoprotein in der Flagellumtasche,
flir T.b. gambiense Stamme [24]. Trypanosoma brucei brucei ist der
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Erreger der Schlafkrankheit in Tieren, auch genannt Nagana, und befallt
domestizierte Tiere (z.B. Horntrager, Schweine, Hunde) aber auch
Wildtiere [25]. Er ist nicht humanpathogen, da er durch den im
menschlichen Plasma vorkommenden trypanolytischen Faktor,
bestehend aus Apolipoprotein L1 und dem Heptaglobin-related protein
(Hpr), lysiert wird [26-28]. Kommt es wahrend der Blutmahlzeit zu einer
Ubertragung von Parasiten auf den Wirt (Siugetier), so bildet sich in
einigen Fallen zunachst ein sogenannter Trypanosomenschanker, eine
Rotung oder Schwellung, an der Einstichstelle. In der ersten Phase der
Krankheit verbleiben die Erreger im Blut und in der Lymphflissigkeit
(hamolymphatische Phase) und dringen erst in der spaten Phase in das
zentrale Nervensystem (ZNS) ein (meningoenzephalitische Phase) [19].
Neuste Studien in Ratten zeigen, dass die Parasiten bereits kurz nach
dem ersten Peak im Blut auch in der Cerebrospinalflissigkeit
detektierbar  sind [29]. Des Weiteren konnte  mittels
elektronenmikroskopischer  Aufnahmen gezeigt werden, dass
Trypanosomen 20 Tage nach der Infektion nicht im Gehirn selbst,
sondern im Plexus choroideus, CSF, Subarachnoidalraum und der Pia
mater zu finden waren [30]. Bei der chronischen T.b. gambiense
Infektion kommt es erst nach Jahren zum Eindringen der Erreger in das
ZNS [31]. Hier zeigt eine neue Studie aus dem Jahr 2014, dass ein
infizierter Patient Jahrzehnte lang asymptomatischer Trager einer
Infektion war und erst dann Symptome der meningoenzephalitischen
Phase entwickelte [32]. Bei der akuten T.b. rhodesiense Infektion tritt
dieses Stadium schon nach einigen Wochen oder Monaten ein [33].
Unbehandelt ist die Krankheit immer todlich [19]. Die
hdamolymphatische Phase &duflert sich symptomatisch durch
Lymphknotenschwellung, Fieber, Kopfschmerzen und Juckreiz [19]. Die
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meningoenzephalitische Phase zeigt sich klinisch durch neurologische
Symptome wie Koordinationsschwierigkeiten, Sinnesstérungen,
Verwirrungszustande, Apathie, Abmagerung und Koma [19]. Es kommt
zu einer Regulationsstérung im Schlaf- Wach- Rhythmus, was zur
Namensgebung der Krankheit fiihrte [19]. Zwischen 1896 und 1906 gab
es in Uganda und im Kongobecken eine groRe Epidemie, weitere folgten
ab 1920 in unterschiedlichen afrikanischen Landern und ab 1970 bis in
die spaten 90er-Jahre [14]. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO)
schatzte die Anzahl der Erkrankten auf 300 000 zu dieser Zeit, wobei die
Dunkelziffer recht hoch war [34]. Seitdem wurden fortlaufend
Kontrollen durchgefiihrt und so sank im Jahr 2009 die Anzahl der
Neuinfektionen zum ersten Mal seit 50 Jahren auf 10 000 und im Jahr
2013 wurden sogar nur rund 6300 Falle gemeldet [14].

1.3 Diagnose

Das klinische Bild der afrikanischen Schlafkrankheit ist sowohl in der
frihen als auch in der spaten Phase relativ unspezifisch, deshalb sind
weitere Laboruntersuchungen nétig, um eine eindeutige Diagnose zu
geben und um das vorliegende Krankheitsstadium zu bestimmen [35,
36]. Fur T. b. gambiense Infektionen eignet sich der card agglutination
test for trypanosomiasis (CATT), der aus dem Serum oder Blut von
Patienten bestimmt werden kann [37-39]. Er beruht auf dem Nachweis
von Trypanosomen-spezifischen Antikorpern gegen das LiTatl.3
Antigen [40]. Die Sensitivitat des Tests liegt nach Berichten bei 87-98%
und seine Spezifitat bei 93-95% [19, 35]. Er kommt vor allem in
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endemischen Gebieten zum Einsatz, da er einfach in der Handhabung ist
und sich sehr gut zum screening grofier Menschenmengen eignet [41,
42]. In nicht-endemischen Gebieten werden Trypanosomen
normalerweise mit Hilfe von Immunfluoreszenz oder enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) nachgewiesen [43, 44]. Der
mikroskopische Nachweis von Parasiten aus einer Lymphknotenbiopsie
oder aus dem Blut muss unbedingt zur endgiiltigen Diagnose
durchgefiihrt werden, jedoch sollte die Untersuchung wegen einer
moglichen Lyse der Trypanosomen kurz nach der Probenentnahme
erfolgen [19]. Die Sensitivitdit der Lymphknotenuntersuchung liegt
zwischen 40% und 80% und variiert abhangig vom Parasitenstamm und
Krankheitsstadium [45, 46]. Aufgrund der geringen Sensitivitdt von
Blutausstrichen sollten weitere Methoden wie die Anreicherung durch
Mikrohamatokrit-Zentrifugation [47], die Entnahme des buffy coats [48]
und Anionenaustauscherchromatographie [49] herangezogen werden.
Zur genauen Bestimmung, ob die meningoenzephalitische oder die
hdamolymphatische Phase vorliegt, ist eine CSF-Untersuchung unbedingt
notig, da sich die Therapie deutlich unterscheidet [50]. Es werden
verschiedene Parameter herangezogen, um das Vorliegen des
Gehirnstadiums zu bestatigen. Findet man mehr als 5 weille Blutzellen
pro ul, Trypanosomen oder einen gesteigerten Proteingehalt
(>370 mg/ml) so liegt laut WHO das spate Stadium vor [19]. Die
Diagnose fiir die ost- und westafrikanische Form der HAT unterscheidet
sich zum einen darin, dass es flir T.b. rhodesiense Infektionen keinen
serologischen Nachweis gibt und zum anderen der mikroskopische
Nachweis von Trypanosomen in Blutausstrichen aufgrund einer
hoheren Parasitendichte wesentlich einfacher ist [19].
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1.4 Bisherige Behandlungs- und
Praventionsmoglichkeiten

Zur Behandlung der afrikanischen Schlafkrankheit stehen bis heute nur
wenige Medikamente zur Verfliigung (Tabelle 1). Da das Interesse der
Industrielander und der pharmazeutischen Industrie an der Entwicklung
neuer Medikamente gegen tropische Krankheiten im allgemeinen sehr
gering ist, liegt die Entdeckung von drei der bis heute verwendeten
Arzneimittel Gber 50 Jahre zurlick [51]. Einen wichtigen Beitrag zur
Medikamentenentwicklung leistete der deutsche Wissenschaftler Paul
Ehrlich. Die Entdeckung von Suramin geht auf seine Arbeiten im Jahr
1901 zurlick, als er iber 100 verschiedene Farbstoffe zur Bekampfung
von Trypanosomen testete [52]. Von all den getesteten Farbstoffen
zeigte nur ein symmetrischer polysulfonierter Naphtylamin-
Azofarbstoff, genannt Nagana Rot, eine anti-trypanosomale Aktivitat
[53]. Um die Wirksamkeit und Loslichkeit zu erhohen, entwickelte
Ludwig Benda fiir die Cassella Farbwerke Trypan Rot, ein Derivat von
Nagana Rot [54]. Ab 1906 arbeitete der Pharmakonzern Bayer an der
Weiterentwicklung der Farbstoffe. Trypan Blau erwies sich als
potentieller Kandidat, war jedoch aufgrund der Blaufarbung der Haut
nicht einsetzbar und auch die Wirkung von Afridol Violett, einem
Naphthalin-Harnstoff Derivat, war nicht zufriedenstellend [52, 54, 55].
Der Durchbruch gelang im Jahr 1917 mit der Entdeckung von Bayer 205,
spater auch Suramin genannt [55, 56]. Es wird zur Behandlung der
frihen Phase der ostafrikanischen Schlafkrankheit verabreicht [51].
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die Medikamente zur Behandlung der Schlafkrankheit
und die Angabe des Krankheitsstadiums,
Nebenwirkungen [19, 51].

Wirkungsmechanismus und den

Substanz Stadium Wirkungs- Nebenwirkungen
mechanismus

frihe Phase Inhibitor zahlreicher Uberempfindlichkeits-

von T.b. Enzyme und reaktionen, Albuminurie,

rhodesiense Rezeptoren Hamaturie, periphere

Infektionen Neuropathie
Suramin

Na*'03S 5 5 SOy Na*
oane BYb-is
H H
Na*0,8 SOy Na* CH, CH3 Na™038 SOgNa*
o NH o NH
-

friihe Phase Bindung an negativ Hypoglykdmie,

von T.b. geladene zelluldre Schmerzen an der

gambiense Komponenten z.B. Einstichstelle, Durchfall,

Infektionen Phospholipide, DNA, Ubelkeit, Erbrechen
Pentamidin RNA, kDNA

NH NH
H,NJ\©\ /@AJ\NHY
o N0
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Substanz Stadium Wirkungs- Nebenwirkungen
mechanismus
spate Phase Inhibitor der Enzephalopathie,
von T.b. Trypanthion- Hautreaktionen,
rhodesiense reduktase periphere motorische
und T.b. und sensorische
Melarsoprol | gambiense Neuropathie,
Infektionen Thrombophlebitis
H
HN_ N N
0L
Z As OH
T e
spate Phase irreversibler Inhibitor | Durchfall, Ubelkeit,
von T.b. der Ornithin Erbrechen, Krampfe,
gambiense Decarboxylase Andmie, Leuko- und
Infektionen Thrombozytopenie
Eflornithin
(DFMO)

HoOC
H,N

NH>

CHF,
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Substanz Stadium Wirkungsmechanismus | Nebenwirkungen
spate Phase von CNS Dysfunktion,
T.b. gambiense Bildung von ROS periphere
Infektionen Neuropathie
gastrointestinale
Nifurtimox Stérungen [57]
/—\ O
0N O _—N-—N s”
N
\ / >_/ (e}
H3C

Die Entwicklung von Pentamidin geht auf das Jahr 1937 zuriick, als
Lourie und Yorke herausfanden, dass Synthalin, ein synthetisches
Insulinanalogon, eine trypanozide Wirkung besitzt [58]. Ein paar Jahre
spater synthetisierte A.J. Erwin das aromatische Diamidin Pentamidin
fiir den Pharmakonzern May und Baker [59]. Pentamidin ist bis heute
das einzige wirksame Medikament, das bei der friihen Phase von
Trypanosoma brucei gambiense Infektionen eingesetzt wird [58]. Etwa
zur selben Zeit, im Jahr 1938, synthetisierte der Schweizer Chemiker
Ernst Friedheim ein Atoxyl-Derivat, genannt Melarsen [60]. Er wusste
bereits, dass dreiwertige arsenhaltige Verbindungen effektiver sind als
flinfwertige und entwickelte daraufhin das Melarsenoxid [55], was sich
aber als sehr toxisch erwies [61]. Zur Verringerung der Toxizitat
entwickelte er das Melarsenoxid weiter und synthetisierte das
wesentlich besser vertragliche Melarsoprol [62]. So kam im Jahr 1949
mit Melarsoprol das erste Medikament zur Behandlung der
meningoenzephalitischen Phase der west- und ostafrikanischen Form

11
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der Schlafkrankheit auf den Markt [51]. Urspriinglich als
Krebstherapeutikum gedacht [63] , wurde in den 1970er Jahren das
Eflornithin (DFMO, a-Difluormethylornithin) entwickelt [64]. Es wird
gegen die spate Phase von Trypanosoma brucei gambiense Infektionen
eingesetzt und ist ein irreversibler Inhibitor der Ornithin Decarboxylase
(ODC). Nifurtimox wurde eigentlich zur Behandlung der Chagas
Krankheit (verursacht durch Trypanosoma cruzi) zugelassen, es zeigte
sich jedoch, dass es auch gegen die spate Phase der afrikanischen
Schlafkrankheit wirksam ist, vermutlich durch die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies [51]. In der Anwendung wird es als
Kombinationstherapie mit Melarsoprol oder Eflornithin eingesetzt [65].
Die bis heute verwendeten Medikamente sind jedoch alle nicht
zufriedenstellend, da sie unerwiinschte Nebenwirkungen, eine hohe
Toxizitat, Verabreichungsschwierigkeiten, Resistenzen und zum Telil
sehr hohe Herstellungskosten aufweisen [51]. Bei der Bekampfung der
afrikanischen Schlafkrankheit sollte der Fokus jedoch nicht nur auf der
medikamentosen Beseitigung der Trypanosomen liegen, denn auch der
Ubertrager selbst, die Tsetse-Fliege, sollte bei der Bekdmpfung in
Betracht gezogen werden. Bei der Ausrottung der Tsetse-Fliege
kommen das Ausbringen von Insektiziden oder sterilisierten mannlichen
Fliegen sowie das Aufstellen spezieller Fallen mit Duftstoffen zum
Einsatz [19].

12
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1.5 Biologie der Kinetoplastiden

1.5.1 Systematische Einordnung von Trypanosoma brucei

Trypanosomen gehdren wie andere Protozoen zu den Kinetoplastiden.
Diese Gruppe besitzt ein einziges langgestrecktes Mitochondrium mit
einem charakteristischen Organell, Kinetoplast genannt [66], wobei es
sich um die mitochondriale DNA (kDNA) handelt, die aus mini- und
maxicircles aufgebaut ist [67]. Die taxonomische Einordnung der
Trypanosomen erfolgt nach der Morphologie und dem Lebenszyklus
[68]. Trypanosomen gehdren zum Reich Animalia und zum Unterreich
der Protozoa [69].

[ s ] Reich
Sarcomastigophaora Stamm
Mastigophora Unterstamm
Zoomastigophorea Klasse
Kinetoplastida Ordnung
Trypanosomatina Unterordnung
Trypanosomatidae Familie
I I I I I I I 1
Crithida | [Leptomnnas‘ [Herpetumonasl |Blastocrithidia| |Trvpanosoma| |F'hvtomonas| I Leishmanial Endotrypanum Gattung
I
[ 1
Stercoraria Salivaria
T. theileri T. cruzi T. rangeli T. suis
T. melophagium T. dionisii T. vivax T. equiperdum Art
T. lewisi T. microti T. uniforme T. evansi
T. musculi T. congolense T. brucei
T.simiae
* Tb. brucei
* Tb. rhodesiense
* T.b.gambiense Unterart

Abbildung 3: Phylogenetische Einordnung von Trypanosoma brucei [22, 69].
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Die Ordnung der Kinetoplastida teilt sich in zwei Unterordnungen auf
die Bodonina und die Trypanosomatina [66, 70]. Die Bodonina teilen
sich in zwei Familien auf, die Bodonidae und die Cryptobiidae, bei denen
alle Mitglieder einen relativ groBen Kinetoplasten und zwei Flagellen
besitzen. Die zweite Unterordnung, zu der auch die Trypanosomen
gehoren, bildet nur eine Familie, die Trypanosomatidae, bei der alle
Mitglieder einen kleinen Kinetoplasten und ein einziges Flagellum
haben [68]. Zur dieser Familie gehort auch die Gattung Trypanosoma.
Sie zahlen zu den Salivaria, die durch Bisse von Fliegen Ubertragen
werden, und unterscheiden sich daher von den Stercoraria, zu denen
z.B. T. cruzi der Erreger der Chagas-Krankheit gehort und die durch den
Kot ihres Vektors (ibertragen werden (Abbildung 3) [22]. Die Art
Trypanosoma brucei gliedert sich noch in die drei Unterarten T.b.
rhodesiense, T.b. gambiense und T.b. brucei.

1.5.2 Zellmorphologie

Die Erreger der afrikanischen Schlafkrankheit sind einzellige
Hemoflagellaten mit einer spindelférmigen Korperform und einer
durchschnittlichen Lange zwischen 14 - 40um [71] und einer Dicke von
3um [72]. Das Cytoskelett ist aus a, B, und y Mikrotubuli aufgebaut [73,
74], die alle mit ihren positiven Enden zum posterioren Ende verlaufen
und der Zelle somit eine Polaritdt verleihen [75]. Es sorgt fiir die
Aufrechterhaltung der Zellform, auch wahrend den unterschiedlichen
Differenzierungsstadien des komplexen Lebenszyklus  von
Trypanosomen [76]. Die gesamte Oberfliche von Blutform-
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Trypanosomen ist von einer dichten Schicht aus einem
Glykosylphosphatidylinositol  (GPI) verankerten Variant Surface
Glycoprotein (VSG) umgeben, dieses wird bei den prozyklischen Formen
durch das Prozyklin ersetzt [77]. Es gibt 107 identische VSG-Molekiile pro
Zelle die den Oberflaichenmantel bilden und dafiir sorgen, dass der
Parasit der Immunantwort entkommt [78, 79]. Die Flagellumtasche,
eine Einstllpung der Zellmembran, befindet sich am posterioren Ende
der Zelle und ist der einzige Ort der Endo- und Exozytose [80], was eine
entscheidende Rolle bei der Antigenvariation in Blutform-
Trypanosomen spielt. Das Flagellum entspringt aus dem Basalkérper in
der Flagellumtasche und verlduft Gber die gesamte Flache des
Zellkorpers [76]. Es besitzt die typische 9x2+2 Struktur aus der GeilReln
aufgebaut sind [81].

Posterior Anterior

F N
N
-
—
—
o

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Zellarchitektur von Trypanosomen [76] .

1 = Nukleus, 2 = Kinetoplast, 3= Flagellumtasche, 4 = Basalkérper, 5 = Flagellum, 6 = Golgi-Apparat,

7 = Lysosom, 8 = Endosomen, 9 = Mitochondrium, 10 = Cytoskelett, 11 = Glykosomen .

Ein einzelnes langgestreckte Mitochondrium verldauft vom posterioren
zum anterioren Ende der Zelle und enthdlt den Kinetoplasten, die
mitochondriale DNA (kDNA), die sich immer in unmittelbarer Nahe zum
Flagellum befindet [76]. Der Zellkern hat eine durchschnittliche GroRRe

von 1,5um und liegt typischerweise in der Mitte der Zelle [72]. Je nach
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Differenzierungsstadium verandert sich die Lage von Kinetoplast und
Nukleus und man unterscheidet zwischen trypomastigoten und
epimastigoten Trypanosomen [76]. Neben den fir eukaryontische
Zellen charakteristischen Organellen wie Golgi-Apparat (G),
endoplasmatisches Retikulum (ER), raues ER (rER), Lysosomen (L),
Nukleus (N) und Mitochondrium (M) besitzen die Trypanosomen noch
spezialisierte Organellen (Abbildung 4). Die Glykosomen sind
abgewandelte Peroxisomen, in denen ein GroRteil der Glykolyse ablauft
[82]. Dies ist der Hauptstoffwechselweg zur Energiegewinnung in
Blutform-Trypanosomen, deren Mitochondrien kaum Cristae und keine
Cytochrome besitzen und somit keine Atmungskette betreiben konnen
[83]. Bei den Acidocalcisomen handelt es sich um einen Ca?*, Mg?*, Na*,
Zn%* und Phosphorspeicher. lhre physiologische Funktion ist noch nicht
vollstandig geklart. Sie kénnten als Ca?* Speicher fir intrazelluldre
Signalprozesse, zur pH Homoostase oder Osmoregulation dienen [84].

1.5.3 Lebenszyklus

Trypanosomen durchlaufen einen sehr komplexen Lebenszyklus mit
vielen unterschiedlichen Differenzierungsstadien, sowohl im
Saugetierwirt als auch im Vektor (Abbildung 5). Mit einer Blutmahlzeit
der Tsetse-Fliege gelangen die infektiosen metazyklischen
Trypanosomen aus der Speicheldriise in das Gewebe und flihren haufig
zu einer Entzliindungsreaktion, auch Trypanosomenschanker genannt
[85]. Im Wirt differenziert die metazyklische Form zu der
proliferierenden slender Form. Sie vermehrt sich durch binare Teilung
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mit einer Verdopplungszeit von ungefdhr 6h [86]. Es kommt zu einer
zyklisch verlaufenden Parasitamie im Blut durch die Antigenvariation
von VSG und der damit einhergehenden Umgehung der Immunantwort
[87]. Die slender Form besitzt ein riickgebildetes Mitochondrium und
bezieht ihre Energie allein Uber die Glykolyse durch den Verbrauch von
Glukose aus dem Wirt [83, 87].

Tsetse fly

—)‘ ? AL g\

Abbildung 5: Lebenszyklus von Trypanosoma brucei [88].

Im Wirt differenzieren die Blutform-Trypanosomen von a) der proliferierenden slender Form Uber b) die
intermediate Form zu c) der nicht mehr teilungsfahigen stumpy Form. Im Vektor, der Tsetse-Fliege
differenziert die stumpy Form im Mitteldarm der Fliege zu der d) prozyklischen Form und Uber e) die
epimastigote Form in der Speicheldrise zu f) der metazyklischen Form. Die letztere ist wieder infektios fir
den Wirt.

Um eine persistierende Parasitdmie und damit eine frihzeitige Tétung
des Wirts zu verhindern, differenziert die slender Form Uiber eine
intermediate Form in die nicht mehr teilungsfahige stumpy Form, was
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quorum sensing genannt wird [88, 89]. Hierfiir wird von der slender
Form der stumpy induction factor (SIF) sezerniert und die
Differenzierung in die stumpy Form induziert [89]. Diese stumpy Form
reguliert ihre Zelldichte wiederum Uber die Produktion von
Prostanglandin D2 (PGD2) [90], was zum programmierten Zelltod (PCD)
flihrt [91]. Die stumpy Form ist bereits an ein Leben in der Fliege
prdaadaptiert. Wahrend der nachsten 48-72h differenziert die stumpy
Form im Mitteldarm der Fliege zu der prozyklischen Form [87]. Es
kommt dabei zu einer Verlangerung der Zelle, der Ausbildung
zahlreicher Cristae [87] und zum Austausch von VSG gegen das weniger
dicht gepackte Prozyklin [77]. Ihre Energie bezieht die prozyklische Form
durch den Verbrauch von Prolin. Im Mitteldarm der Fliege vermehren
sich die prozyklischen Trypanosomen und wandern nach einigen Tagen
in den ektoperitrophen Raum ein [87]. Dort entsteht die mesozyklische
Form, die die Speicheldrise der Fliege befdllt und zu der
proliferierenden epimastigoten Form differenziert. Diese ist Uber ihr
Flagellum an die Mikrovilli der Epithelzellen angeheftet und
differenziert in die nicht mehr teilungsfahige metazyklische Form [87].
Letztere ist an das Leben im Sdugetier angepasst und besitzt bereits
wieder ein begrenztes Repertoire von einem VSG-Mantel [87].
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1.6 Biochemische Besonderheiten von Trypanosomen

1.6.1 Glykosomen und Energiestoffwechsel

Glykosomen wurden in Trypanosoma brucei entdeckt [92]. Man findet
sie aber auch in anderen Unterarten der Trypanosomatina
(Trypanosoma, Leishmania, Crithidia, Phytomonas) [93] und Bodonina
(Trypanoplasma, Cryptobia) [94, 95]. Es handelt sich dabei um
abgewandelte Peroxisomen hdherer Eukaryonten oder Glyoxysomen
von Pflanzen [96], die von einer Membran umgeben sind und keine
eigene DNA besitzen [97]. Die Katalase, ein charakteristisches
peroxisomales Enzym, fehlt in Trypanosomen und Leishmanien [93].
Ansonsten enthalten diese Organellen die enzymatische Ausstattung fiir
den Pentosephosphatweg, die B-Oxidation von Fettsauren, die Purin-
Wiederverwertung, sowie die Pyrimidin- und Etherlipid-Biosynthese
[97]. Da Trypanosomen einen sehr komplexen Lebenszyklus
durchlaufen und beim Wechsel zwischen Sdugetier und Insektenvektor
unterschiedliche Lebensrdume vorfinden, missen sie sich an die
unterschiedlichen Lebensbedingungen anpassen. Blutform-
Trypanosomen besitzen ein riickgebildetes Mitochondrium und kénnen
somit ihre Energie nicht Uber die Atmungskette und die oxidative
Phosphorylierung gewinnen. Im Wirt herrscht aber ein standiges
Uberangebot an Glukose, deshalb ist ihr Energiestoffwechsel zu diesem
Zeitpunkt vollstdndig von der Glykolyse abhdngig. Diese lduft im
Gegensatz zu anderen Eukaryonten nicht im Cytosol sondern in den
Glykosomen ab, deren Proteingehalt in diesem Stadium zu 90% aus
glykolytischen Enzymen besteht [97]. Unter aeroben Bedingungen wird
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Pyruvat gebildet und pro Molekil Glukose werden 2 Molekiile ATP
generiert [93]. Die ersten Schritte der Glykolyse bis 3-Phosphoglycerat
laufen in den Glykosomen ab, die letzten Schritte bis zur Pyruvatbildung
im Cytosol [92]. Das gebildete Pyruvat wird in das Blut des Wirts
ausgeschieden zur Leber transportiert und u.a. zur Glukoneogenese
verwendet [98].
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Abbildung 6: Energiestoffwechsel in Blutform-Trypanosomen [98].

(1,3) BPGA = 1,3-Bisphosphoglycerat, DHAP = Dihydroxyacetonphosphat, F-6-P = Fruktose-6-Phosphat,
F(1,6)P2= Fructose-1,6-bisphosphat, G-6-P = Glukose-6-Phosphat, , G-3-P = Glycerin-3-Phosphat,
G-3-P DH = Glycerin-3-Phosphat Dehydrogenase, PEP = Phosphoenolpyruvat, PGA = Phosphoglycerat,
TAO = trypanosomale alternative Oxidase.

Im Glykosom bleibt das Verhéltnis zwischen ATP/ADP und NADH/NAD*
unverdandert. Der Verbrauch von ATP durch die Hexokinase und die

Phosphofruktokinase  wird  durch die ATP  Bildung der
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Phosphoglyceratkinase im Glykosom ausgeglichen [97], da mittels der
Triosephosphat-Isomerase 2 Mol Glyceral-3-Phosphat und damit 2 Mol
3-Phosphoglycerat entstehen. Um das Gleichgewicht zwischen den
Reduktionsdquivalenten (NAD*/NADH) aufrechtzuerhalten, wird das
durch die Glycerol-3-Phosphatdehydrogenase generierte NADH im
Glykosom reoxidiert. Hierzu wird das Dihydroxyaceton zu Glycerin-3-
Phosphat reduziert und NAD* gebildet. Das gebildete Glycerin-3-
Phosphat wird an der inneren Mitochondriummembran durch die
Glycerol- 3- Phosphatdehydrogenase unter Beteiligung von Ubiquinon
und der trypanosomalen alternativen Oxidase (TAO) zu
Dihydroxyacetonphosphat oxidiert und wieder zuriick ins Glykosom
transportiert [97]. Die Regeneration von Ubiquinon durch die TAO
erklart den Verbrauch von molekularem Sauerstoff bei den Blutform-
Trypanosomen, obwohl sie keine Atmungskette besitzen, da die
Elektronen auf molekularen Sauerstoff tibertragen werden (Abbildung
6). Da die TAO nicht im Menschen vorkommt, wurde sie lange Zeit als
potentielles drug target angesehen. Salicylhydroxamsdure (SHAM) [99]
und Ascofuranon [100] fihren zu einer Hemmung der TAO, jedoch
werden dann wie unter anaeroben Bedingungen Glycerol und Pyruvat
in dquimolaren Mengen gebildet [97]. Die stumpy Form ist an ein Leben
in der Fliege praadaptiert, und es konnte eine hohere Stabilitdat von
MRNA Transkripten fiir einige Enzyme der Atmungskette gezeigt
werden [101]. Zusatzlich kommt es zu einem Anstieg im
mitochondrialen Membranpotential und zur Succinatbildung [102].
Prozyklische Trypanosomen besitzen dagegen ein vollstandig
entwickeltes Mitochondrium und kdnnen ihre Energie daher liber den
Citratzyklus und die Atmungskette beziehen [83, 87]. Als
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Hauptenergiequelle dient ihnen das Prolin, welches in der Fliege
ausreichend vorhanden ist [87].

1.6.2 Antigenvariation

Schon relativ frith nach der Entdeckung der Trypanosomen als Erreger
der afrikanischen Schlafkrankheit beobachtete Sir David Bruce, dass die
Parasitamie im Blut schwankte [103]. Im Jahr 1905 beschrieben Franke
und Ehrlich zum ersten Mal, dass Trypanosomen Uber die Fahigkeit
verfligen missen, dem Immunsystem des Wirts zu entgehen [103]. Etwa
flinf Jahre spater zeigten Ross und Thomson den oszillierenden Verlauf
der Parasitamie im Blut eines erkrankten Patienten [104]. 1969 konnte
gezeigt werden, dass ein dichter Oberflaichenmantel zu diesem
oszillierenden Verlauf fiihrt [105]. In den 1970er-Jahren erfolgte
schlieBlich durch George Cross die Identifizierung und die Aufreinigung
der Mantelproteine [78]. Daraufhin folgte die Klonierung und die
anschlieRende Sequenzierung [103]. Es handelt sich dabei um variant
surface glycoproteins (VSGs), deren N-terminale Bereiche kaum eine
Sequenzhomologie in der Primarstruktur zeigen und die durch
Glykosylphosphatidylinositol (GPI) in der Membran verankert sind [79].
Etwa 10’ identische VSG-Molekile, mit jeweils einer GroéRe von
ca. 60kDA, bedecken die gesamte Oberflache des Parasiten und bilden
so einen 15nm dicken VSG-Mantel aus [78]. Sie bilden Homodimere und
zeichnen sich neben ihren Sequenzunterschieden durch eine
aullergewohnliche Strukturhomologie aus [106]. Die VSG-Molekiile
werden vom Immunsystem erkannt und es kommt zur Produktion von
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IgM und IgG Antikorpern [19]. Trypanosomen die diesen VSG-Typ
exprimieren werden dann abget6tet und die Parasitamie sinkt. Eine
kleine Subpopulation von Trypanosomen exprimiert jedoch schon
wieder einen anderen VSG-Typ und so kommt es zum typischen
oszillierenden Verlauf der Parasitdamie im Blut [103]. Dieser Wechsel des
VSG-Typs tritt mit einer Rate von 1072 bis 107 switches pro
Verdopplungszeit (5-10 h) auf [107-109]. Da keine Vorhersage dariber
moglich ist, welche VSG-Variante als nachstes exprimiert wird, ist eine
Impfung gegen die afrikanische Schlafkrankheit nicht moglich [110]. Es
gibt ungefahr 20 verschiedene VSG-Expressionsstellen, von denen jede
ein VSG-Gen enthidlt, aber nach Schatzungen gibt es noch mindestens
1000 stumme VSG Gene im trypanosomalen Genom [111]. Die VSG-
Expressionsstellen (ES) befinden sich in den Telomerregionen, aber nur
eine ES wird zu einem bestimmten Zeitpunkt durch die RNA Polymerase
| transkribiert [112]. Vor dem VSG-Gen liegt eine polycistronische
Region, bestehend aus bis zu 12 expression site-associated genes
(ESAGS), die am 5‘-Ende durch eine 50-bp Wiederholung und am 3’-Ende
durch eine 70-bp Wiederholung eingerahmt ist. Dem VSG-Gen folgt eine
telomerische Wiederholung [103, 111] (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung einer VSG-Expressionsstelle in Blutform-Trypanosomen [103].
Die VSG-Expressionsstelle befindet sich in der Telomerregion und enthdlt am 5 Ende ein 50-bp
Wiederholung. Sie besteht aus bis zu 12 polycistronischen Untereinheiten, genannt Expression
site- associated genes (ESAGs). Das VSG-Gen ist immer durch eine 70b-bp Wiederholung von den ESAGs
getrennt und endet mit den telomerischen Wiederholungen.

Die ESAGs spielen vermutlich eine Rolle in der Wirt-Parasit-Interaktion.
ESAG6 und ESAG7 kodieren z.B. fir einen Transferrinrezeptor (Tf-R) der
ausschlieBlich in der Flagellumtasche lokalisiert ist [113, 114]. Seine
Transferrin-Affinitat ist wirtsspezifisch [115]. Fur die VSG-Variation sind
zwei unterschiedliche Mechanismen verantwortlich. In der frihen
Phase der Infektion spielt vor allem das in situ switching eine Rolle, bei
dem eine gerade transkribierende VSG-ES zu Gunsten einer anderen ES
abgestellt werden kann. Zum anderen kann das aktive VSG-Gen aber
auch durch DNA-Rekombination ausgetauscht werden [111]. Letzteres
geschieht in den meisten Fallen durch Genkonversion, wobei die Anzahl
der VSG-Typen vor allem in der spaten Phase der Infektion durch ein
mosaikartiges Zusammenfiigen von mehreren stillen VSG Genen erhoht
wird [111]. Zusatzlich kann es an den Telomeren zu einem reziproken
Austausch eines stillen VSG-Gens in die aktive ES kommen [111].
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1.7 Endozytose in Trypanosomen

1.7.1 Die Architektur der Flagellumtasche

Die Flagellumtasche (FT) ist eine Einstllpung der Zellmembran, die sich
am posterioren Ende des Parasiten befindet und aus der das Flagellum
aus dem Zellkorper tritt (Abbildung 8). Sie ist der einzige Ort an dem die
Endozytose, die Proteinsekretion und der Einbau von Proteinen in die
Zelloberflache stattfinden kann [116-118]. Das Flagellum entspringt am
Basalkorper und dieser ist immer mit dem Kinetoplasten, der
mitochondrialen DNA, durch einen dreiteiligen Komplex verbunden
[119]. Es verlduft zum anterioren Zellende und wird durch die flagellum
attachment zone (FAZ), die aus punktuell auftretenden
Transmembranverbindungen besteht, an Ort und Stelle gehalten [120].
Ein Quartett aus 4 Mikrotubuli entspringt in der Nahe des Basalkorpers
und verlauft um die Flagellumtasche herum sowie das gesamte
Flagellum entlang der FAZ bis zum vorderen Zellende [121]. Das Axonem
besteht aus der typischen 9x2+2 Mikrotubuli Struktur und ist durch
einen Ubergangsbereich vom Basalkdrper getrennt. Der paraflagellar
rod (PFR) verlauft parallel zum Axonem, ausgehend vom Austrittspunkt
des Flagellums aus der Flagellumtasche bis zur Spitze [121].
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Flagellums und der Flagellumtasche [122].

A) Gezeichneter Querschnitt vom posterioren Teil des Zellkérpers von T. brucei. Flagellum das aus dem
Basalkorper in der Flagellumtasche entspringt. B) Querschnitt eines Zellkérpers mit Blick zum anterioren
Zellende. Gezeigt ist die Verteilung der subpellikularen Mikrotubuli, das Mikrotubuli Quartett, die
Mikrotubuli vom Axonem (9x2+2 Struktur), der PFR und die FAZ. FP = Flagellumtasche, FAZ = flagellar
attachment zone, PFR = parapflagellar rod.

Das PFR ist charakteristisch fiir die beiden Ordnungen Euglenida und
Trypanosoma und spielt eine wichtige Rolle fir die vollstandige
Zellmotilitat sowie vermutlich fir den Flagellumschlag [123]. Der
Flagellumkragen (Ort an dem das Flagellum die FT verldsst) bildet eine
wichtige Abgrenzung der verschiedenen Bereiche der FT. Er ist eine
elektronendichte ringférmige Offnung von der bis zum jetzigen
Zeitpunkt nur eine Komponente und zwar Bilbol identifiziert wurde
[121]. Durch RNA interference (RNAi) konnte gezeigt werden, das dieses
Protein fir die Ausbildung der Flagellumtasche unerldsslich ist, denn
durch das Ausschalten kam es zu einem Verlust der Flagellumtasche und
zu einer Zerstérung der Endo- und Exozytose [121, 124]. Das Lumen der
FT besteht groRtenteils aus einer kohlenhydratreichen Matrix, deren
genaue Zusammensetzung und Funktion noch nicht vollstandig bekannt
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ist [121]. Morphologisch lasst sich die Zellmembran der Trypanosomen
in drei unterschiedliche Bereiche einteilen: die Flagellummembran, die
Membran der Flagellumtasche und die pellikulare Membran [125].
Obwohl sich all diese Bereiche durch hoch spezialisierte Membranen mit
unterschiedlichen Funktionen, einzigartigen Proteinausstattungen und
vermutlich unterschiedlichen Lipidzusammensetzungen auszeichnen,
erscheinen sie als eine einzige zusammenhangende Membran [126]. Die
pellikulare Membran umgibt den gesamten Zellkorper und das darunter
liegende Cytoskelett aus vernetzen Mikrotubuli stabilisiert die Zellform.
In dieser Membran sind zahlreiche Transporter fir die Aufnahme von
Nahrstoffen aus der Umgebung lokalisiert [126]. Die Flagellumtasche
besitzt hingegen kein Cytoskelett, hier ist lediglich das Quartett aus den
4 spezialisierten Mikrotubuli zu finden [117]. Es wird vermutet, dass der
Verlust des Netzwerks aus subpellikularen Mikrotubuli in der
Flagellumtasche dazu fihrt, dass die Fusion von Vesikeln und die
Rezeptor-vermittelte Endozytose ausschlieflich in diesem Bereich
stattfinden kbnnen [126]. Die gesamte Membranoberflache der FT ist in
den Blutform-Trypanosomen von einem dichten VSG-Mantel [127] oder
in den verschiedenen Differenzierungsstadien der Insektenzellen von
Prozyklin bedeckt [120]. Dadurch, dass die Flagellumtasche der einzige
Ort der Endo- und Exozytose in Trypanosomen ist, sind dort zahlreiche
Rezeptoren lokalisiert, so wie z.B. der Low-Density Lipoprotein Rezeptor
(LDL-R), der Heptaglobin-Hamoglobin Rezeptor (HPHb-R) und der
Transferrinrezeptor (Tf-R) [116, 128]. Es wurden auch noch einige
andere Flagellumtaschen-assoziierte Proteine gefunden, wie z.B. das
serum resistance-associated protein (SRA), das eine wichtige Rolle in der
Virulenz von humanpathogenen Erregern spielt [121]. Obwohl die
Membran der Flagellumtasche nur 0,4-3% der gesamten Zelloberflache
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ausmacht [117, 125], besitzen Trypanosomen eine der hochsten
bekannten Endozytoseraten [116]. So kdnnen Trypanosomen eine
Membranoberflache, die in etwa so grofl} wie die Flagellumtasche selbst
ist, in etwa 2min endozytieren [129]. Die Mechanismen, die zum
ausschlieBlichen Vorkommen spezifischer Proteine in der Membran der
Flagellumtasche flihren, sind noch nicht geklart [121].

1.7.2 Endozytose in Trypanosomen

In héheren Eukaryonten werden groBe Partikel mittels Phagozytose
durch spezialisierte Zellen, wie z.B. Makrophagen aufgenommen [80].
Die Aufnahme von Fliissigkeiten oder gel6sten Substanzen lauft in allen
Zellen durch vier unterschiedliche Mechanismen ab, genannt
Makropinozytose, Clathrin-abhangige Endozytose, Caveolin-abhangige
Endozytose und die Clathrin- und Caveolin unabhangige Internalisierung
[80, 130]. In den Trypanosomen laufen hingegen alle endozytotischen
Prozesse lediglich Uber die Clathrin-vermittelte Endozytose ab [131,
132], denn das trypanosomale Genom kodiert fiir kein Caveolin
Homologen [133]. So werden die Meerrettich-Peroxidase, Ferritin und
BSA-Gold Uiber eine relativ langsame, nicht sattigungsfahige fluid phase
Endozytose aufgenommen, wohingegen die Aufnahme von LDL und
Transferrin Uber eine sehr schnelle sattigungsfahige Rezeptor-
vermittelte Endozytose erfolgt [126, 129]. Die Endozytoserate
unterscheidet sich jedoch stark in den unterschiedlichen
Differenzierungsstadien und so besitzen Blutform-Trypanosomen eine
in etwa 10-fach hohere Endozytoserate als die prozyklische Form in den
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Insekten [134]. In beiden Stadien findet zwar ein Basallevel an
Endozytose zur Nahrstoffaufnahme statt, wobei es in den Blutform-
Trypanosomen zusatzlich zu einer umfangreichen Umgestaltung der
Plasmamembran kommt, die unter anderem der Entfernung von
oberflichengebundenen Antikdrpern dient [134]. Eine weitere
Besonderheit in der Endo-und Exozytose bei Trypanosomen im
Vergleich zu hoheren Eukaryonten besteht darin, dass alle endo- und
exozytotischen Prozesse nicht an der gesamten Membranoberflache,
sondern ausschlieBlich an der Flagellumtasche stattfinden [80]. So
findet man in unmittelbarer Nahe zur Flagellumtasche ein komplexes
Netzwerk aus Membransystemen und Vesikeln. Wahrend der
Endozytose in Trypanosomen ist die anfangliche Aufnahme in die
Flagellumtasche noch unselektiv [121]. Danach kommt es zur Sortierung
und zum eventuellen Recycling der aufgenommenen Molekile und
anderer Komponenten innerhalb verschiedener Vesikel und tubularer
Membransysteme, die als Endosomen bezeichnet werden [80, 135].
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Endo- und Exozytose in Trypanosoma brucei [80].
Dargestelltist der posteriore Teil der Zelle mit der Flagellumtasche (FP), dem Mitochondrium (Mt), der kDNA
(K). Ax = Axonem, BB = Basalkérper, CCVI / CCV lI= Clathrin-umhdillte Vesikel Typ I/ Typ Il, EE = friihes
Endosom, LE= spdates Endosom, L = Lysosom, RE = Recycling Endosom, EXC = exozytotische carrier,
ER = endoplasmatisches Retikulum, G = Golgi-Apparat, PFR = paraflagellar rod, PMT = pellikulare
Mikrotubuli, SC = Oberflichenmantel, VSG = Variant surface glycoprotein, N = Nukleus, FAZ = flagellum
attachment zone.

Die Aufnahme in die Zelle erfolgt immer Uber clathrin-coated vesicle
vom Typ | (CCVI), die sich von der Flagellumtasche abschniren [80]
(Abbildung 9). In hoheren Eukaryonten kann die Bildung dieser CCVI in
5 unterschiedliche Phasen eingeteilt werden: die Initiation, die
Frachtauswahl, den Zusammenbau des Clathrin-Mantels, die
Abspaltung der Vesikel von der Membran und die Abspaltung des
Clathrins von den CCVI [136]. In den ersten drei Phasen spielen Adaptine
und andere Adaptorproteine eine sehr wichtige Rolle, wobei das
Adaptorprotein AP2 von besondere Bedeutung ist [136]. Es spielt u.a.
eine wichtige Rolle wahrend der Rezeptor-vermittelten Endozytose
durch die Bindung an zytosolische Rezeptordomanen, jedoch kodiert
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das trypanosomale Genom lediglich fiir AP1, AP3 und AP4, aber nicht
flir AP2, was fiir einen ungewdhnlichen Endozytosemechanismus in
Trypanosomen spricht [137]. Die Abspaltung der CCVI von der Membran
ist in hoheren Eukaryonten von Dynamin abhangig [138], jedoch scheint
die Vesikelabspaltung in T.brucei von Dynamin unabhangig zu sein [133].
Es konnten zwar zwei nahezu identische Dynamin Homologe
identifiziert werden. Diese spielen aber keine Rolle in der Endozytose,
sondern bei der Teilung des Mitochondriums [139]. Somit ist die
Endozytose in Trypanosomen Clathrin-vermittelt aber Dynamin- und
AP2 unabhéangig [133]. Die meisten Proteinfamilien, die fir den
spezifischen Transport von Vesikeln noétig sind, wurden auch in
Trypanosomen gefunden. So kodiert das trypanosomale Genom fiir 16
Rab und Rab-verwandte Proteine, sowie fiir 6 Arf und Arf-dhnliche
Proteine, die alle an spezifischen Vesikelfusionen und an der
Cytoskelett- und Proteininteraktionen beteiligt sind [140, 141]. In
T.brucei konnten bisher finf TbRab Proteine identifiziert und in
endozytotischen Strukturen nachgewiesen werden: vier davon sind
Bestandteile von friihen Endosomen (EE) oder dem Recycling (TbRab4,
TbRab5A und TbRab5B und TbRab11), wohingegen TbRab7 in spaten
Endosomen (LE) und Lysosomen (L) gefunden wurde [137]. Das friihe
Endosom ist das erste Kompartiment, das das mittels CCVI endozytierte
Material aufnimmt [142]. Rab5 ist dabei ein wichtiger molekularer
Marker, der an die zytosolische Oberflache von EE Membranen bindet
und fir ihre Funktion unerlasslich ist [143]. In Trypanosomen wurden
zwei Isoformen von Rab5 gefunden, TbRab5A und TbRab5B, die beide
in frlhen Endosomen lokalisiert sind [121, 137]. TbRab4 lokalisiert
ebenfalls an die EE [144]. Zudem flihrt der leicht saure pH-Wert von 6,1
bis 6,8 in den EE [145] zu einer Dissoziation von Rezeptor und Ligand
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[143]. Ab dem EE koénnen zwei unterschiedliche Wege eingeschlagen
werden. So gelangen wiederzuverwertende Substanzen
(z.B. Rezeptoren) tiber TbRab11-positive Recycling Endosomen (RE) und
TbRab11-positive exozytotische carrier (EXC) wieder zurlck zur
Flagellumtasche [80, 135], wohingegen abzubauendes Material (iber
TbRab7-positive spate Endosomen zu den Lysosomen transportiert wird
[80]. Eine zweite Klasse von CCVs (CCVII), kdnnen sowohl von den frithen
Endosomen als auch von den Recycling Endosomen gebildet werden
und zum spaten Endosom transportiert werden [80].

1.7.3 Funktion der Endozytose in Trypanosomen

Die Endozytose spielt in Trypanosomen sowohl bei der Umgehung der
Immunabwehr und der Virulenz der verschiedenen T.brucei Stamme, als
auch bei der Versorgung mit Nahrstoffen eine wichtige Rolle [121]. Da
eine Infektion Uber Jahre andauern kann, miissen Mechanismen
existieren, die das langfristige Uberleben der Parasiten im Wirt sichern
[146]. Im Blut des Sdugetierwirtes sind die Trypanosomen von einem
dicken Mantel aus ca. 10’ VSG-Molekilen bedeckt [78]. Diese VSGs
schitzen konservierte Proteine auf der Plasmamembran gegen die
Erkennung durch das Immunsystem [121]. Gegen die unterschiedlichen
VSG-Varianten werden jedoch Immunglobuline gebildet, was zum
schnellen Absterben der Parasiten fihrt, die diesen VSG-Typ
exprimieren [103]. Deshalb existiert zur Beseitigung dieser VSG-
spezifischen Antikérper von der Zelloberfliche ein einzigartiger
Mechanismus (Abbildung 10). Hierbei werden VSG-Immunglobulin
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Komplexe Uber die Flagellumtasche endozytiert, im sauren Milieu der
Endosomen von VSG getrennt und letzteres zur Zelloberflache
zuriicktransportiert und wiederverwertet [121]. Auch bei der Virulenz
spielt die Endozytose eine entscheidende Rolle. So ist T.b. brucei nicht
humanpathogen, da der Parasit durch den trypanosomalen lytischen
Faktor (TLF) lysiert wird, wohingegen T.b. rhodesiense eine Resistenz
gegen TLF besitzt [134]. TLF-1 und TLF-2 befinden sich beide in der
HDL- Fraktion [26]. TLF-1 setzt sich aus dem Apolipoprotein Al,
Apolipoprotein A2, der Paraoxonase und dem Heptaglobin-related
protein (HPR) zusammen, wobei TLF-2 aus Apolipoprotein Al, IgM und
HPR besteht [134]. HPR bindet an freies Hamoglobin (Hb) und wird
durch den HPHbR (Heptaglobin-Hamoglobin Rezeptor) aufgenommen
[128]. Apolipoprotein Al zerstért nach der Aufnahme durch den Einbau
von Poren die lysosomale Membranintegritat und fihrt damit zur Lyse
der Parasiten [147]. Die TLF Resistenz von T.b. rhodesiense Stammen
wird durch das serum resistance-associated Protein (SRAP)
hervorgerufen [134, 148].
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Abbildung 10: Nahrstoffversorgung und Umgehung der Immunabwehr in Trypanosoma brucei [121].
Schematische Darstellung der Funktion der Endozytose und der Ablauf der Aufnahme von Transferrin (Tf),
dem VSG-lgG Abbau und die Wirkung vom trypanosomalen lytischen Faktor (TLF) und dem
serum resistance- associated (SRA) Protein.

Das in der Flagellumtasche und in den Endosomen lokalisierte SRAP
bindet an die Carboxy-terminale Region von Apolipoprotein A1 und
verhindert seine Wirkung auf die lysosomalen Membranen [121].
Trypanosomen beziehen auch einen Teil ihrer Nahrstoffe Uber die
Endozytose. Fiir das Wachstum benétigten sie geringe Mengen an Eisen,
das sie Uber die Endozytose von Transferrin (Tf) aus dem Blut des Wirts
Uber spezifische Transferrin-Rezeptoren (Tf-R) beziehen [121, 134]. Im
Endosom dissoziiert das Tf vom Tf-R. Das Transferrin wird anschliefend
im Lysosom abgebaut und der Tf-R wird wieder zur Flagellumtasche
recycelt [121]. Da die Blutform-Trypanosomen selbst keine eigene
Fettsdure- und Sterolsynthese betreiben kénnen, beziehen sie das fir
ihre Membranen bendétigte Cholesterin Uber die Rezeptor-vermittelte
Endozytose von LDL vom Wirt [149, 150]. Das cysteine-rich acidic
integral membrane protein (CRAM) findet man ausschlieflich in der
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Flagellumtasche lokalisiert und es handelt sich dabei vermutlich um den
LDL-Rezeptor [137].

1.7.4 Der Transferrin-Rezeptor (Tf-R)

Obwohl Blutform-Trypanosomen keine Cytochrome besitzen [151],
bendtigen sie auch in diesem Differenzierungsstadium geringe Mengen
an Eisen fur ihr Wachstum [152] (nicht-Ham Eisenproteine). Dieses
beziehen sie Uber die Rezeptor-vermittelte Endozytose von
wirtsspezifischem Transferrin [129, 151]. Beim T. b. Tf-R handelt es sich
um ein heterodimeres Protein, das durch ESAG 6 und ESAG 7 kodiert
wird [113]. Beide Untereinheiten sind heterogen glykosylierte Proteine
mit einer GroRe von 50 - 60kDa fiir ESAG 6 und 40 - 42kDa fiir ESAG 7
[113, 151]. Die N-terminalen Bereiche beider Proteine sind nahezu
identisch, wohingegen die C-terminalen Regionen deutliche
Sequenzunterschiede aufweisen [151, 153]. Nur die hydrophobe
C- terminale Domadne von ESAG6 wird nachtraglich durch GPI
modifiziert, wodurch der Tf-R in der Plasmamembran verankert wird
[113]. Beide Gene liegen in der polycistronischen Region der
VSG- Expressionsstelle (VSG-ES) und sind dem VSG-Gen vorgeschalten
[154]. Es gibt in etwa 20 verschiedene VSG-Expressionsstellen,
entsprechend der 11 Megabasen-Chromosomen, von denen immer nur
eine zu einer bestimmten Zeit aktiv ist [112]. Jede dieser
Expressionsstellen kodiert zwar fiir einen ahnlichen aber nicht fiir einen
identischen Tf-Rezeptor [155], da sich ESAG6 und ESAG7
unterschiedlicher VSG-ES durch einen hypervariablen Bereich und damit
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in ihrer Aminosauresequenz unterscheiden [115, 153, 156]. Dadurch
besitzen Tf-Rezeptoren verschiedener Expressionsstellen
unterschiedliche Bindungsaffinitaten far Transferrin von
unterschiedlichen Saugern, wodurch sich der Parasit dem
wirtsspezifischen Transferrin anpassen kann [115] . Ansonsten weist der
trypanosomale Tf-R eine VSG dhnliche Struktur auf und kann sich daher
sehr gut in den dicht gepackten VSG-Mantel von Blutform-
Trypanosomen eingliedern [151]. Alles in allem unterscheidet sich der
trypanosomale Tf-R in der Sequenz, dem Aufbau der Untereinheiten,
der Kopienanzahl pro Zelle und der Membranverankerung deutlich vom
humanen Tf-R [151].

1.8 Autophagie in Trypanosomen

Das Wort Autophagie stammt aus dem Griechischen und setzt sich aus
den beiden Worten ,auto” (= selbst) und ,phagein“ (= fressen)
zusammen. Man kann zwischen verschiedenen Arten der Autophagie
unterscheiden:  Mitophagie, Pexophagie, cytoplasm-to-vacuole
targeting (Cvt), piecemeal microautophagy of the nucleus (PMN),
chaperon-mediated autophagy (CMA), Mikroautophagie und
Makroautophagie [157]. Letztere ist die am besten untersuchte Form
der Autophagie. Hierbei kommt es an einer beliebigen Stelle im Cytosol
zur Neubildung einer Doppelmembran, der sogenannten Phagophore
(Abbildung 11). Diese umschlieRt das abzubauende Material z.B.
zytosolische Proteine oder ganze Organellen. Durch eine vollstiandige
SchlieBung des Vesikels entsteht das Autophagosom. Dessen aullere
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Membran verschmilzt mit einem Lysosom und bildet somit das
Autolysosom. Die sauren Hydrolasen fihren dann zum Abbau der
inneren Membran, womit der Weg frei ist, so dass auch der
abzubauende Inhalt verdaut werden kann [158]. Aminosduren, Basen,
Fettsduren etc. werden wieder an die Zelle abgegeben und kénnen zur
Energiegewinnung oder fir Synthesen wiederverwertet werden.

3
@

a
Q
O Phagop&’

Cytosolic proteins
and organelles

— Autolysosome

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Autophagie [158].

Im Cytosol wird das abzubauende Material durch die Phagophore eingeschlossen (a und b) und es kommt
zur Bildung des Autophagosoms (c), die duBere Membran des Autophagosoms verschmilzt mit dem Lysosom
zum Autolysosom (d) und der Inhalt wird durch die sauren Hydrolasen abgebaut (e).

In  hoheren Eukaryonten wird die Autophagie aufgrund
unterschiedlicher extra- oder intrazellularer Signale wie
Nahrstoffmangel, dem Fehlen von Wachstumsfaktoren, ER-Stress oder
bei Infektionen induziert, um das Uberleben der Zelle zu sichern [159].
Wird der Stress fiir die Zelle jedoch zu hoch, kann die Autophagie in den
autophagischen Zelltod lbergehen, der wiederum zur Apoptose oder
Nekrose fiihren kann [160]. In Trypanosomen konnte gezeigt werden,
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dass die Autophagie sowohl eine Rolle bei der Differenzierung [161] als
auch bei Nahrstoffmangel spielt [162]. Die molekulare Maschinerie
wurde ausgiebig an Saccharomyces cerevisiae untersucht und wird
hauptsachlich durch die autophagy-related (Atg) Proteine reguliert
[163], von denen ca. 30 identifiziert wurden [164]. Bioinformatische
Analysen zeigten, dass auch Trypanosomen einige dieser Atgs
exprimieren, jedoch deutlich weniger als bei hdheren Eukaryonten, was
fir eine vereinfachte Form der Autophagie sprechen konnte [165].
Bislang konnte dies aber nicht bestatigt werden [157].

1.9 Nanopartikel

In den spaten 1970er-Jahren endeckten Grangvist und Buhrman
Nanopartikel und ihre besonderen Eigenschaften, wobei es sich um
natirlich vorkommende Partikel handelte und ihr Beitrag an der
Luftverschmutzung und ihr Einfluss auf die Gesundheit von Interesse
war [166]. Die erste Publikation (iber den Gebrauch von Nanopartikeln
als neues ,drug delivery system” erschien im Jahr 1978 durch
Oppenheim und Speiser [167]. Daraufhin stieg das Interesse an
Nanopartikeln stetig an und die Nanotechnologie entwickelte sich zu
einem bedeutenden Forschungsgebiet des 21. Jahrhunderts. Nach der
Definition der US National Nanotechnology Initiative (NNI) handelt es
sich dabei um Objekte mit einer GrofRe von 1-100nm. Aufgrund ihrer
geringen GroRe sowie durch die Moglichkeit der
Oberflachenmodifizierung kénnen sie in vielen medizinischen Bereichen
angewendet werden, wie z.B. zum targeting einzelner Zellen, als
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Medikamenten-Carrier, zur Diagnose oder als Kontrastmittel bei der
Magnetresonanztomographie (MRT) (Abbildung 12) [168].

Corona

Targeting
Molecule

PEG

olyethylene
Image Contrast (P gylyccx)

Agent

Abbildung 12: Darstellung eines multifunktionellen Nanopartikels [168].

Die ,,corona” der Nanopartikel kann durch hydrophile Polymere (z.B. Polyethylenglykol, PEG), Medikamente,
Kontrastmittel oder bestimmte Proteine verandert werden. Der Kern des Partikels kann fest (z.B. quantum
dots) oder flissig (z.B. Liposomen) sein.

Es kann zwischen verschiedenen Arten von Nanopartikeln
unterschieden werden: Liposomen, Emulsionen, Polymere, keramische
Partikel, metallische Partikel, Goldpartikel, Kohlenstoffpartikel und
quantum dots (QDs) [169]. Liposomen besitzen einen Kern in welchen
die Medikamente eingelagert werden konnen [170]. Dies erwies sich als
Vorteil bei der Behandlung von  Pilzerkrankungen  bei
immunsupprimierten Patienten. Hier wurde Amphotericin B in
Liposomen eingelagert, so dass die Nebenwirkungen, die bei
systemischen Applikationen auftreten, deutlich reduziert werden [171].
Keramische Nanopartikel besitzen pordse Eigenschaften und kdnnen
daher sehr gut zum Transport von Medikamenten verwendet werden
[169, 172]. Ein Nachteil dieser Partikel besteht jedoch darin, dass sie aus
anorganischen Materialien wie Silizium, Titan oder Aluminium
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aufgebaut und dadurch biologisch nicht abbaubar sind [169]. Dadurch
reichern sie sich im Korper an und fiihren zu unerwiinschten
Nebenwirkungen [169]. Im medizinischen Bereich sind metallische
Nanopartikel aus Eisen, Kobalt oder Nickeloxid von besonderer
Bedeutung, da sie aufgrund ihrer magnetischen Eigenschaften durch ein
externes magnetisches Feld beeinflusst werden konnen [173]. Dadurch
kdnnen die Nanopartikel gezielt in eine bestimmte Region im Korper
dirigiert werden, um z.B. Medikamente oder Gene freizusetzen, oder sie
konnen durch Energielibertragung zur hyperthermischen Behandlung
von Krebs eingesetzt werden [174]. Magnetische Nanopartikel kénnen
auch als Kontrastmittel fiir die Magnetresonanztomographie (MRT)
[175] oder zur magnetischen Trennung von Zellen verwendet werden
[174]. Eisenoxidnanopartikel bieten im Gegensatz zu z.B.
Kobaltpartikeln einige Vorteile, da sie nicht toxisch, biologisch
vertraglich und nach der Verabreichung biologisch abbaubar sind [176,
177]. Es kann zwischen drei verschiedenen Arten von
Eisenoxidnanopartikeln unterschieden werden: Hamatit (a-Fe03),
Maghemit  (y-Fe;O3) und Magnetit (Fe20s) [173]. Damit
Eisenoxidnanopartikel zum zielgerichteten Medikamententransport
verwendet werden kénnen, missen sie eine bestimmte Ausstattung
besitzen, die sich aus folgenden Bestandteilen zusammensetzt: einem
magnetischen Kern, einer Polymerhiille und einer funktionalisierten
Oberflache [177]. Nanopartikel mit einem Kern aus y-Fe;0s3 eignen sich
sehr gut fur medizinische Anwendungen, da alle Eisenatome als
3- wertiges Eisen vorliegen [177]. Korpereigene Eisenatome liegen
grofStenteils ebenfalls in dieser Oxidationsstufe vor, weshalb diese
Nanopartikel sehr gut vertraglich sind [177]. Da Nanopartikel eine sehr
reaktive Oberflache besitzen, miissen die Kerne aus Eisenoxid fiir die
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medizinische Anwendung durch Polymere wie z.B. Dextran [178],
Polyethylenglykol [179] oder Polyvinylalkohol (PVA) [180] stabilisiert
werden. Um die biologische Vertraglichkeit zu steigern und um eine
Aufnahme in die Zellen durch Pinozytose oder durch die Rezeptor-
vermittelte Endozytose zu sichern [129], kdnnen die Oberflachen noch
mit Proteinen wie z.B. BSA [181] oder Transferrin (Tf) [182] modifiziert
werden. Da die meisten Medikamente gar nicht oder nur schwach mit
der Nanopartikeloberflaiche wechselwirken, und es dann zu einer
friihzeitigen unkontrollierten Freisetzung des Medikaments kommen
kann, konnen die Partikel noch zusatzlich mit positiv geladenen
Aminogruppen oder negativ geladenen Carboxygruppen modifiziert
werden [177]. Dies ermoglicht die Anheftung positiv und negativ
geladener Wirkstoffe an die Nanopartikeloberflaiche. Durch die
zusatzliche Kopplung eines Fluorophors wie
z.B. Fluoresceinisothiocyanat (FITC) kann sowohl die Route der
Nanopartikel als auch ihre Lokalisation innerhalb der Zelle verfolgt
werden [183].

1.10 Zielsetzung der Arbeit

Die Nanotechnologie bietet aufgrund der geringen PartikelgrofRe im
Bereich von 1-100nm und der vielfiltigen Moglichkeiten der
Oberflachenmodifizierung ganz neue Moglichkeiten in der Behandlung
von Krankheiten wie z.B. Krebs [184], Pilzinfektionen [171] oder auch
parasitdren Krankheiten [185]. Dadurch dass Medikamente in die
Nanopartikel eingelagert oder angeheftet werden kdénnen [168, 186],
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kédnnen zum einen die Loslichkeit der Medikamente erhéht und zum
anderen deren Toxizitat wahrend der Verabreichung reduziert werden.
Durch eine Modifizierung der Nanopartikel mit spezifischen Proteinen
[181, 182] oder Nanobodies [187] ist sogar ein gezieltes targeting von
einzelnen Organen wie z.B. dem Gehirn [188] oder einzelner Zellen
moglich. Alle Medikamente, die man zu diesem Zeitpunkt auf dem
Markt zur Behandlung der HAT findet, sind aus unterschiedlichen
Grinden, wie z.B. starken Nebenwirkungen und Schwierigkeiten bei der
Verabreichung durch eine schlechte Loslichkeit der Medikamente, nicht
zufriedenstellend [51]. Nanopartikel konnten somit durch Ein- oder
Anlagerung von Medikamenten einen neuen Ansatz bei der Behandlung
der HAT bieten. Das Ziel dieser Arbeit besteht deshalb darin zu
untersuchen, inwiefern keramische Siliziumpartikel und magnetische
Eisenoxidnanopartikel zur Behandlung der HAT eingesetzt werden
konnten. Diese Untersuchungen wurden in Kooperation mit Dr. Bernd
Reinhard vom Leibniz-Institut fir Neue Materialen in Saarbriicken und
Prof. Dr. Wieder vom Universitatsklinikum Tibingen durchgefiihrt.
Hierfir sollte zundchst die Toxizitat der Silizium- und
Eisenoxidnanopartikel an Trypanosoma brucei brucei und an
Erythrozyten getestet werden. Des Weiteren sollte untersucht werden,
ob ein spezifischer Protein-coat notig ist, um eine Endozytose der
Partikel in die Parasiten zu erreichen oder ob auch unbeschichtete
Partikel von den Trypanosomen aufgenommen werden konnen. Da aus
unterschiedlichen Publikationen bekannt ist, dass Serumproteine die
Aufnahme von Nanopartikeln beeinflussen kénnen [189-193], wurden
alle Versuche sowohl unter serumfreien als auch unter serumhaltigen
Bedingungen  durchgefiihrt. Durch die  Verwendung von
fluoreszenzmarkierten Nanopartikeln sollte die Aufnahmekinetik der
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unbeschichteten und proteinbeschichteten Eisenoxidnanopartikel in
serumhaltigen und serumfreien Medien mittels Durchflusszytometrie
analysiert und miteinander verglichen werden. Darliber hinaus sollte die
Aufnahme der Partikel und ihre genaue Lokalisation innerhalb der Zelle
noch zusatzlich mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM) ndher untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Organismen und Zellen

2.1.1 Verwendete Trypanosomen

In dieser Arbeit wurde der monomorphe Trypanosoma brucei brucei
Stamm MITat 1.2 (Molteno Institut Trypanozoon antigenic type,
Cambridge) verwendet, der aus dem Stamm Lister 427 kloniert wurde
[78] und die Antigenvariante 221 exprimiert.

2.1.2 Verwendete Erythrozyten

Die verwendeten Erythrozyten wurden aus dem Blut von gesunden
Freiwilligen ohne bekannte Vorerkrankungen isoliert und in EDTA
gesammelt (Transfusionsmedizin Tlbingen). Sie wurden in vitro mit
einem Hamatokrit von 0,4% in Ringerlosung inkubiert. Daflr lag die
Genehmigung der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der
Universitat Tibingen vor (Nr.343/2008B02).
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2.1.3 Verwendete Versuchstiere

Fiir die Herstellung von Trypanosomen-Stabilaten, dienten Ratten der
Rasse ,,Wistar Han” (Harlan Laboratories, Horst (NL)). Die Tiere erhielten
R7M-H Alleinfutter (Sniff Spezialititen GmbH, Soest) und Wasser
ad libitum.

2.2 Materialien

2.2.1 Verwendete Nanopartikel

Die verwendeten Nanopartikel wurden am Leibniz-Institut fir Neue
Materialien (INM) in Saarbriicken synthetisiert. Der Feststoffgehalt und
die GrolRe sind der nachfolgenden Tabelle zu entnehmen. Alle
Nanopartikel waren in destilliertem Wasser suspendiert.

Tabelle 2: Verwendete Nanopartikel

Partikelsuspension Feststoff- Grofle
in Wasser gehalt [nm]
[Gew. %]

Fe,O3 9,50 28
Fe,03-AllylthioNeu5Ac 2,87 10
Fe,03-APS 0,98 10
Fe,03-NANA 1,73 10
Fe203-PVA 0,29 10
Fe203-PVA-BSA 0,43 10
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Partikelsuspension Feststoff- Grolle
in Wasser gehalt [nm]
[Gew. %]

Fe,03-PVA-BSA-FITC 0,61 10
Fe,03-PVA-DTAF 0,31 10
Fe,0s-PVA-Tf 0,22 10
Fe203-PVA-Tf-FITC 0,43 10
SiO2 0,50 8
SiO2-APTES-FITC 0,52 8

2.2.2 Chemikalien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Firma, Standort
Adenosin Sigma-Aldrich, Steinheim
Agarl100 Plano, Wetzlar

2‘Desoxythymidin
Bathocuproindisulfonat
Benzyldimethylamin
Calciumchlorid

cis-Aconitat

D-(+) Glucose-Monohydrat
DEAE-Sephacel
Dodecenylsuccinicanhydrid
Ethanol

Entwicklerkonzentrat Adefodur

Fixierkonzentrat Adefodur

Fotales Rinderserum (FCS)

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Plano, Wetzlar

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Plano, Wetzlar

Carl Roth, Karlsruhe
Adefo-Chemie GmbH,
Dietzenbach
Adefo-Chemie GmbH,
Dietzenbach

Invitrogen, Karlsruhe
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Chemikalie

Firma, Standort

Glutaraldehyd fir EM, 25%
Glycerin, 87% und 100%
Glycin

HEPES

Hypoxanthin

Iscove’s Modified Dulbecco’s
Medium (IMDM)
Kaliumchlorid

L-Arginin
L-Asparagin
L-Cystein
L-Glutamin
L-Glutaminsaure
L-Histidin
L-Isoleucin
L-Lysin
L-Methionin
L-Ornithin
L-Phenylalanin
L-Prolin
L-Threonin
L-Tryptophan
L-Tyrosin

L-Valin
Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

MEM essentielle Aminosauren
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Carl Roth, Karlsruhe

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

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

Merck, Eurolab GmbH,
Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Chemikalie

Firma, Standort

MEM nicht-essentielle
Aminosauren

MEM Vitaminlosung
Methylnadicanhydrid
Mercaptoethanol

Myristinsaure
Natriumacetat
Natriumbicarbonat

Natriumcacodylat
Natriumcitrat-Dihydrat
Natriumdihydrogenphosphat

Osmiumtetroxid
Penicillin/Streptomycin, 100fach
Propylenoxid

Pyruvat

Saccharose

Salzsaure

Serum Plus

Thymidin

Uranylacetat

Wasser reinst (Ampuwa)
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Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
Plano, Wetzlar

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

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Eurolab GmbH,
Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Plano, Wetzlar

Fresenius Kabi, Bad Homburg
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2.2.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Material

Firma, Standort

6-, 12-, 24-, 48- und 96-well-
Platten

Beem®-Cups

Cryo-Rohrchen

Deckglaschen

Eppendorf-Cups

Falcon-Tubes (15ml und 50ml)
Gewebekulturflaschen
Carestream” Kodak® electron
microscopy film 4489,
sheetsize31/4in. x4 in.
Kunststoff-Pasteurpipetten, steril
Kunststoff-Pasteurpipetten,
unsteril

Kupfernetzchen (200- und 400
square mesh)
Millex-PES-Filtereinheiten
(0,22um)

Objekttrager

Papier-Rundfilter, versch. GréRRen
Pipettenspitzen, versch. GroRen
Spritzen-Sterilfilter (0,22um)

Greiner, Frickenhausen

Plano, Wetzlar

Greiner, Frickenhausen
Carl Roth, Karlsruhe
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Sigma-Aldrich, Steinheim

Greiner, Frickenhausen
Carl Roth, Karlsruhe
Plano, Wetzlar

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Macherey-Nagel, Diiren

Sarstedt, Nirnbrecht
Carl Roth, Karlsruhe
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2.2.4 Gerate

Tabelle 5: Verwendete Gerate

Gerat

Hersteller, Standort

AxioCamMRm

Brutschrank Hera Cell (37°C, 5%
CO,-Begasung)
Durchflusszytometer FACSCantoll
ELISA-Reader MRX-II Revelation
Fluoreszenzmikroskop BH2 RFCA
Fluoreszenzmikroskop
AxioObserver.Z1
Hamozytometer nach Neubauer
(Tiefe 0,02mm)

Invertmikroskop ID 02

Kamera U-PMTVC
Lichtmikroskop Axiostar Plus

LKB 11800 Pyramitone
Mikrofuge E

Mikropipetten

Mikrozentrifuge MC-13

Ofen

pH-Meter pH539
Rontgenfilm-Prozessor Konica SRX-
101A

Schnellkochtopf

Sterilbank LaminAir HLB 2248 GS
Sterilpumpe
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Zeiss, Oberkochen
Heraeus, Osterode

Becton Dickinson, Heidelberg
Dynex, Chantilli (USA)
Olympus, Hamburg

Zeiss, Oberkochen

Brand, Wertheim

Zeiss, Oberkochen
Olympus, Hamburg
Zeiss, Oberkochen

LKB, Stockholm (S)
Beckmann, Miinchen
Gilson, Middleton (USA)
Heraeus, Osterode
WTB Binder GmbH
Labortechnik, Tuttlingen
WTW, Weilheim
Konica, Taiwan

CS Solingen, Solingen
Heraeus, Osterode
Microgon, Laguna Hills (UK)
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Gerat

Hersteller, Standort

Transmissionselektronenmikroskop Zeiss, Oberkochen

EM10

Ultramikrotom OM U3

C. Reichert, Wien (A)

2.2.5 Software und Datenbanken

Tabelle 6: Verwendete Software und Datenbanken

Software Firma und home page

AxioVision 4.8.2 Zeiss, Oberkochen

Cyflogic 1.1 CyFlo Ltd, Turku, Finnland

EndNote X4.0.2 Thomson Reuters, New York, USA

FACSDiva Becton Dickinson & Co, New lJersey,
USA

GIMP 2.8.14 www.gimp.org

Microsoft Office 2013
OriginPro 8 SR1
PubMed

Microsoft, UnterschleiRheim
OriginLab, Northhampton, MA, USA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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2.3 Medien, Puffer, Losungen

2.3.1 Medien fur die Zellkultur

2.3.1.1 GRUNDMEDIUM

Das MEM-Medium wurde nach einem Standardprotokoll [194]
hergestellt und nach Duszenko et al. modifiziert [195, 196].

Substanz [mg/1]
CaCl; x 2H.0 265
KCl 400
MgS04 x 7H,0 200
NaCl 6800
HEPES 7140

Nach dem Einwiegen der Salze und des HEPES, wurde der pH-Wert auf
7,4 eingestellt und folgende Aminosauren und Adenosin darin gelost.

Substanz [mg/1]
L-Arginin x HCI 126
L-Histidin x HCl x H,O 42
L-Isoleucin 52
L-Lysin 73
L-Methionin 60
L-Phenylalanin 100
L-Threonin 48
L-Tryptophan 100
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Substanz [mg/1]
L-Tyrosin 100
L-Valin 46
L-Ornithin x HCI 50
Adenosin 12

AnschlieBend wurden die folgenden kommerziellen Losungen
hinzugegeben.

Substanz [mli/1]
MEM nicht-essentielle Aminosauren 10
MEM-Vitaminlosung 10

Das Grundmedium wurde mit einer Pumpe und einem Filter mit einer
surfactant-free cellulose acetate (SFCA)-Membran steril filtriert und
konnte bei 4°C bis zu 6 Monaten gelagert werden.
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2.3.1.2 BLUTFORM-MEDIUM (BF-MEDIUM)

Dem Grundmedium (2.3.1.1) wurden folgende Substanzen zugegeben:

Substanz** [mg/1]
NaHCO3 (75,0 mg/ml in Aqua dest.) 30
L-Glutamin (29 mg/ml in Aqua dest.) 10
L-Cystein (3,03 mg/ml in Aqua dest.) 10
2‘-Desoxythymidin (0,39 mg/ml in Aqua dest.) 10
Hypoxanthin (1,36 mg/ml in 0,1M NaOH) 10
BCS (0,56 mg/ml in Aqua dest.) 1
BSA/Myristinsaure * 20
Penicillin/ Streptomycin 5
Glucose x H20 5940
FCS (30min bei 56°C inaktiviert) 150

* Fur diese Lésung wurde 1g entfettetes BSA in 20ml| Agua dest. geldst und in 10pl
Schritten unter Ruhren nach und nach mit Myristinsdure (24mg in 100ul Ethanol)
versetzt. Es wurden 20ml-Aliquots angefertigt und bei -20°C gelagert.

** Fir das serumfreie BF-Medium wurde das Serum durch die Zugabe von
Grundmedium (2.3.1.1) ersetzt.

Der pH-Wert wurde kontrolliert und gegebenenfalls mit NaOH auf 7,4
nachtitriert. Nach dem Sterilfiltrieren war das BF-Medium fiir 4 Wochen
bei 4°C haltbar.
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2.3.1.3 HMI9-MEDIUM

Fur das 1-fach konzentrierte HMI9-Medium wurde zunachst das Iscove’s
modified Dulbecco’s medium (IMDM)-Grundmedium aus folgenden
Substanzen hergestellt.

Substanz * [g/1]
IMDM 35,4
NaHCO3 3,02

* Fiir das 2-fache HMI9-Medium wurden beide Substanzen in 355ml Aqua dest. geldst.

Der pH wurde auf 7,2 eingestellt und mit Aqua dest. auf 1000ml
aufgefillt (bei dem 2-fachen HMI9-Medium wurde auf 355ml
aufgeflllt). Daraufhin wurden folgende Substanzen hinzugegeben:

Substanz** [ml/1]
IMDM-Grundmedium 890
L-Cystein (18,2mg/ml in Aqua dest.) 11
Pyruvat (110mg/ml in Aqua dest.) 1,11
2‘-Desoxythymdin (39mg/ml in Aqua dest.) 1,11
Hypoxanthin (1,36g in 100ml 4%-iger NaOH) 11
BCS (28,2mg/ml in Aqua dest.) 1,11
2-Mercaptoethanol 0,0155
Penicillin/ Streptomycin 11
FCS (30min bei 56°C inaktiviert) 110
Serum Plus 110
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Vor der Zugabe von Serum und Serum Plus wurde der pH nochmals
kontrolliert und wenn noétig auf pH 7,4 nachtitriert. Die beiden Seren
wurden vor dem Filtrieren steril hinzugegeben und das Medium bei 4°C
gelagert.

** Eiir das 2-fache HMI9 Medium wurden 316ml IMDM-Medium* abgefillt und mit
den oben genannten Substanzen versetzt. Die beiden Seren wurden beim serumfreien
Medium durch die Zugabe von 1-fach konzentriertem IMDM-Grundmedium ersetzt.

2.3.2 Allgemeine Puffer und Lésungen

Separationspuffer, pH 8

Substanz [g/1] Konzentration [mM]
NazHPOsx 12H,0 20,41 57

KH2PO4 0,41 3

NaCl 2,57 44

Glucose x H,0 10,91 55

Regenerationspuffer, pH 3

Substanz [g/1] Konzentration [M]
NaCl 54,44 1

Der Regenerationspuffer wurde nach der pH-Wert Einstellung mit einer
Spatelspitze Natriumazid versetzt.
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Phosphate buffered saline (PBS), pH 7,4

Substanz [g/M Konzentration [mM]
NaHPO4 x 12 H,0 2,76 7,7
KCl 0,65 8,7
KH2PO4 0,32 2,3
NaCl 7,01 120

Trypanosome dilution buffer (TDB), pH 7,7

Substanz [g/1] Konzentration [mM]
Na;HPOsx 12 H,0 6,45 18

NaH2PO4 x H20 0,28 2

KCl 0,37 5

NacCl 4,67 80

MgS0Oa4 x 7H,0 0,25 1

Glucose x H,0 3,96 20

Citrat-Glucose Antikoagulans (CGA), pH 7,7

Substanz [g/1] Konzentration [mM]
Nas-Citrat x 2H,0 29,91 102
Glucose x H,0 7,93 40

Einfriermedium fiir die Herstellung von Trypanosomen-Stabilaten

Substanz [ml/100ml] Endkonzentration
TDB 77,00
Glycerin, 87% 23,00 20%
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Ringerl6sung, pH 7,4

Substanz [g/M Konzentration [mM]
NaCl 7,31 125
KCl 0,37 5
MgSQO4 x 7H,0 0,29 1,2
HEPES 7,67 32,2
Glucose x H,0 0,90 5
CaCly 0,11 1
FACS-Puffer, pH 7,4
Substanz g/ Konzentration [mM]
Na;HPO4 x 2 H,0 3,5 20
NaH2PO4 x H0 0,7 5,6
KCl 0,37 5
MgS04 x 7 H,0 0,2 0,8
NaCl 5,84 100
Glucose x H,0 4,0 20
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2.3.3 Elektronenmikroskopie

Cacodylatpuffer (200mM), pH 7,4

Substanz [g/1] Konzentration [mM]
Na-Cacodylat x 3H,;0 42,8 200
Saccharose 80,0 234

Glutaraldehyd in Cacodylatpuffer (v/v)

2% Glutaraldehyd (25%ige Losung) in 100mM Cacodylatpuffer

Osmiumtetroxid-Stammldsung (3%ige) (w/v)

0,5g Osmiumtetroxid geldst in 16,36ml Aqua bidest.

Osmiumtetroxid in Cacodylatpuffer (w/v)

1,5% Os0a-Losung (3%ige Stammlosung) in 100mM Cacodylatpuffer

Uranylacetat-Stammlosung (5%ige) (w/v)

50mg/ml Uranylacetat wurden in Aqua bidest. geldst. Die Losung wurde
mindestens einen Tag vor Gebrauch angesetzt und vor Benutzung 1min
bei 17.000g zentrifugiert. Nur der klare Uberstand wurde verwendet.
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Einbettungsharz: Zusammensetzung fur eine Einbettung

Substanz Menge [g]
Agar 100 2,00
DDSA 1,00
MNA 1,08
BDMA 0,04

2.4 Methoden

2.4.1 Sterile Isolierung von Trypanosoma brucei aus
Rattenblut und die Herstellung von Stabilaten

Zur Vermehrung von Blutform-Trypanosomen des monomorphen
Stammes 221 wurde eine Ratte mit 5 x 10’ Zellen intraperitoneal
infiziert. Nach ungefdahr 3 Tagen erreichte die Parasitamie eine
Konzentration von ca. 1 x 10° Zellen pro ml im Blut. Zur Blutentnahme
wurden der Ratte 400ul 50% (w/v) Chlorhydrat intraperitoneal injiziert
und das Tier damit narkotisiert. AnschlieRend wurde die Ratte ventral
mit 70% (v/v) Ethanol desinfiziert und die Haut im Bereich des
Brustkorbes mit einer chirurgischen Schere entfernt. Der Thorax wurde
unterhalb des Sternums zu den Vorderbeinen hin V- férmig getffnet,
wobei Rippen und Zwerchfell durchtrennt wurden. 1ml eiskaltes CGA
wurde in die Brusthohle vorgelegt und die Vena cava durchtrennt. Das
Blut wurde mit einer sterilen Pipette am Recessus pleuralis
abgenommen und mit 2ml CGA verdiinnt. Dann wurde das Herz mit
einer Organhaltepinzette fixiert und der linke Ventrikel mit einer 17
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gauge Kanile punktiert. Das GefalRsystem wurde mit CGA perfundiert,
bis sich die Leber entfarbt hatte. Das austretende Blut wurde
durchgehend steril abpipettiert. Das entnommene Rattenblut wurde fir
10min bei 2000g zentrifugiert, der buffy coat abgenommen und in
ca.3ml Separationspuffer resuspendiert. Zur Abtrennung der
Trypanosomen aus dem gewonnenen Blut wurde eine
Anionenaustauschchromatographie durchgefiihrt [197]. Hierzu wurden
in etwa 70ml Diethylaminoethyl-Sepharose in einer Saule mit ca. 200ml
eiskaltem Separationspuffer aquilibriert und der buffy coat aufgetragen.
Durch Anlegen eines Vakuums und gleichzeitigem Spiilen mit eiskaltem
Separationspuffer wurden die Trypanosomen eluiert. Der Durchlauf
wurde erneut zentrifugiert (1500g, 4°C, 5min) und der Uberstand
verworfen. Die Trypanosomen wurden in TDB resuspendiert, ausgezahlt
und auf eine Zelldichte von 2 x 108 Zellen/ml angesetzt und 1:1 mit
Einfriermedium gemischt. Es wurden 1ml- Aliquote angefertigt,
mit -1K/min auf -80°C abgekihlt und in fliissigem Stickstoff gelagert. Zur
Herstellung von Trypanosomenstabilaten, die zu der Infektion von
Ratten dienten, wurde das Blut nicht zentrifugiert, sondern gleich in
CGA auf eine Zelldichte von 5 x 10® Zellen/ml eingestellt und mit
Einfriermedium verdiinnt. Das Einfrieren erfolgte analog zu den
Kulturstabilaten.
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2.4.2 Axenische Kultivierung von Blutform-Trypanosomen,
Stamm 221, aus Stabilaten

Die axenische Kultivierung erfolgte aus Stabilaten. Hierzu wurden diese
sofort nach der Entnahme aus dem Stickstoffbehalter unter lauwarmem
flieBenden Wasser aufgetaut. Zum Waschen wurden die Zellen in ein
Falcon Tube mit 9ml eiskaltem Blutform-Medium (2.3.1.2) Uberfiihrt
und bei 1500g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf 1-2ml
verworfen, die Zellen resuspendiert und die Zellzahl in einer 1:100
Verdiinnung mit einem Hamozytometer ermittelt. Die Vorkultur wurde
auf eine Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen/ml mit vorgewarmtem Blutform-
Medium angesetzt und bei 37°C und 5% CO»- Begasung kultiviert. Nach
ca. 22-24h erreichte die Vorkultur eine Zelldichte von 8 x 10° bis
1,2 x 10% Zellen/ml, diese wurde dann, sofern nicht anders angegeben,
als Hauptkultur fir die jeweiligen Experimente wieder auf
2,5 x 10° Zellen/ml verdiinnt. Fir die Durchfihrung der Experimente in
HMI9-Medium (2.3.1.3) wurden die Zellen analog vorbereitet, es wurde
lediglich das BF-Medium bei allen Schritten durch HMI9-Medium
ersetzt.

2.4.3 Zytotoxizitatsbestimmung durch Wachstumskurven

Wachstumskurven stellen eine einfache und schnelle Methode dar, um
die toxische Wirkung von Nanopartikeln auf Trypanosomen zu
untersuchen [198]. Hierfliir wurden die Parasiten wie unter 2.4.2 auf
eine Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen/ ml angesetzt und mit
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unterschiedlichen Nanopartikelkonzentrationen im Bereich von
0,1pug/ml - 100pug/ml fir SiO,-Partikel, 0,1ug/ml - 1000ug/ml fir Fe,0s,
Fe,03-PVA/-DTAF, Fe,0s- PVA-Tf/-FITC, Fe20s-AllylthioNeu5Ac,
Fe20s- APS und Fe;03-NANA Partikel bzw. 0,1ug/ml - 2000ug/ml fir
Fe,03-PVA-BSA/-FITC Partikel behandelt. Als Kontrolle diente immer die
Zellsuspension unter Zugabe des groBten Volumens an Losungsmittel
(Wasser), dass den Zellen in der hochsten Verdiinnung zugesetzt wurde.
Die Inkubation erfolgte unter normalen Kultivierungsbedingungen bei
37°C (5% CO,- Begasung) und die Zelldichte wurde zweimal taglich
mittels eines Hamozytometers bestimmt, bis nahezu alle Zellen tot
waren. Flr die Inkubation unter serumfreien Bedingungen, wurden die
Zellen vor dem Versuchsstart lediglich dreimal mit eiskaltem
serumfreien Kulturmedium gewaschen und auf eine Zelldichte von
1 x 10° Zellen/ml angesetzt, die weitere Behandlung erfolgte wie unter
2.4.3 beschrieben. Die Auswertung erfolgte mittels dem
Computerprogramm OriginPro 8 SR1.

2.4.4 TCso-Bestimmung in Erythrozyten (Hdm-Assay)

Ham-Assays eignen sich, um die Toxizitat von Siliziumpartikeln (SiO2-
APTES-FITC) und Eisenoxidnanopartikeln (Fe.0s-PVA, Fe,03-PVA-BSA,
Fe,03-PVA-Tf) auf Erythrozyten zu untersuchen [199, 200] . Hierfir
wurde 1ml Ringerlosung (2.3.2) mit der entsprechenden
Nanopartikelkonzentration im Bereich von 0,1ug/ml - 100ug/ml fir
SiO2-APTES-FITC und 0,1pg/ml -500ug/ml fur Fe,03-PVA, Fe,0s3-PVA-
BSA, Fe;03-PVA-Tf mit jeweils 0,4% Hamatokrit versetzt. Nach einer
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3- stlindigen Inkubation bei 37°C wurden jeweils 700ul der
entsprechenden Suspension in ein neues Eppendorfgefald pipettiert und
flr 5min bei 400g und 4°C zentrifugiert. Als Kontrolle und zur Ermittlung
einer Kalibrierungsgeraden, wurde einmal die hdchste eingesetzte
Menge an Losungsmittel (Wasser) und einmal die entsprechende
Menge an Ringerlosung verwendet. Es wurden ebenfalls 700ul
entnommen, zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Kontrollen
wurden durch Zugabe von 700ul Ampuwa Wasser lysiert und eine
Kalibrierungsgerade durch eine kontinuierliche Verdiinnung (100%,
50%, 25%, 12%, 6%, 3%, 1%) erstellt. 150ul des Uberstandes der
jeweiligen Kontrolle oder Verdinnung wurden in eine 96-well Platte
Uberflihrt und die Lyse durch eine Absorptionsmessung bei 405nm
ermittelt (ELISA Reader MRXIl, DYNEX). Alle Messungen erfolgten in
einer Dreifachbestimmung.
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2.4.5 Durchflusszytometrie

Die Aufnahmekinetik von fluoreszenzmarkierten Nanopartikeln wurde
mittels Durchflusszytometrie [201] untersucht. Daflir wurden die
Parasiten wie unter 2.4.2 angesetzt. Fiir die 1-stlindigen Experimente
wurden die Trypanosomen auf eine Zelldichte von 1 x 10° Zellen/ml und
fir alle langeren Zeitpunkte (3h, 6h, 12h und 24h) auf eine Zelldichte
von 2,5 x 10° Zellen/ml angesetzt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation
mit unterschiedlichen Nanopartikelkonzentrationen im Bereich von
0,1pg/ml - 1000ug/ml fur Fe;03-PVA-DTAF und Fe;03-PVA-Tf-FITC bzw.
0,1ug/ml - 2000pug/ml fir Fe,03-PVA-BSA-FITC Partikel bei 37°C und 5%
CO;-Begasung. Als Kontrolle dienten jeweils unbehandelte
Kontrollzellen, die unter den gleichen Kultivierungsbedingungen
inkubiert wurden. Um die Reaktion zu stoppen und um nicht
aufgenommene Partikel zu entfernen, wurden die Zellen nach der
Nanopartikelbehandlung dreimal mit eiskaltem FACS-Puffer (2.3.2)
gewaschen (17.000g, 30s, Raumtemperatur) und in FACS-Puffer
resuspendiert (~1 x 108 Zellen/ml). Furr die Inkubation unter serumfreien
Bedingungen wurden die Zellen vor der Nanopartikelbehandlung
dreimal mit serumfreiem Medium gewaschen, die weitere Behandlung
erfolgte wie unter 2.4.5 beschrieben. Die Proben wurden in
FACS- Rohrchen  Uberfihrt, jeweils 10.000 Zellen gemessen
(FACSCantoll, Becton) und mit der Cyflogic Software ausgewertet.
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2.4.6 Fluoreszenzmikroskopie

2.4.6.1 FLUORESZENZMIKROSKOPIE MIT ERYTHROZYTEN

0,4% Hamatokrit wurden in Ringerlésung (2.3.2) mit 15ug/ml der
SiO2- APTES-FITC Partikelsuspension bei 37°C fiir 45min inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen bei 400g flir 5min zentrifugiert, dreimal
mit 1ml Ringerlésung gewaschen (400g, 5min) und in Ringerlosung
resuspendiert. 20ul der Probe wurden auf einem Objekttrager
ausgestrichen, 1-2min an der Luft getrocknet und mit einem Deckglas
bedeckt. Die lebenden Zellen wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop
(Olympus BH2 RFCA) betrachtet. Fotos wurden mit der Kamera Olympus
U-PMTVC gemacht.

2.4.6.2 FLUORESZENZMIKROSKOPIE MIT TRYPANOSOMEN

Trypanosomen wurden wie unter 2.4.2 beschrieben kultiviert, auf eine
Zelldichte von 1 x 10° Zellen/ml eingestellt und mit 1000ug/ml der
Fe,03-PVA-Tf-FITC Nanopartikelsuspension bei 37°C und 5% CO»-
Begasung inkubiert. Als Kontrolle dienten jeweils unbehandelte
Kontrollzellen, die unter den gleichen Kultivierungsbedingungen
inkubiert wurden. AnschlieRend wurden die Zellen bei 1500g fiir 5min
bei 4°C abzentrifugiert, dreimal in jeweils 1ml eiskaltem TDB (2.3.2)
gewaschen (1500g, 5min, 4°C) und in TDB resuspendiert ( ~1 x 10°
Zellen/ml). 10-20ul Probe wurden auf einen Objekttrager pipettiert, mit
einem Deckglas bedeckt, und die lebenden Zellen unter dem
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Fluoreszenzmikroskop (AxioObserverZ.1, Zeiss) betrachtet. Fotos
wurden mit der Kamera AxioCamMRm (Zeiss) gemacht.

2.4.7 Elektronenmikroskopie

2.4.7.1 NEGATIV KONTRASTIERUNG

Fiir die Negativkontrastierung wurden die Stammlésungen der Fe;03
und der Fe,03-PVA Partikelsuspensionen (siehe Tabelle 2.2.1) ca. 1:20
verdinnt. Anschliefend wurden die Kupfergrids (400 square mesh) in
die Nanopartikelsuspensionen eingetaucht und an der Luft
eingetrocknet. Dann erfolgte die Analyse der Proben in Saarbriicken
unter dem Transmissionselektronenmikroskop JEM-2010 (JEOL, Tokyo,

Japan).
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2.4.7.2 TRANSMISSIONSELEKTRONENMIKROSKOPIE (TEM)

2.4.7.2.1 INKUBATION VON TRYPANOSOMEN MIT NANOPARTIKELN
UNTER SERUMHALTIGEN BEDINGUNGEN

BF-221 wurden wie unter 2.4.2 beschrieben angesetzt, die Hauptkultur
auf 2,5 x 10° Zellen/ml eingestellt und die Trypanosomen mit einer
Konzentration von jeweils 1000ug/ml der Fe,0s3, Fe;03-PVA, Fe;03-PVA-
BSA-FITC oder Fe,03-PVA-Tf-FITC Partikel fiir die unterschiedlichen
Zeitpunkte (1,5h, 12h, 24h) oder mit 50ug/ml der SiO-Partikel fiir 24h
inkubiert (37°C, 5% CO3). Als Kontrolle dienten jeweils unbehandelte
Kontrollzellen, die unter den gleichen Kultivierungsbedingungen
inkubiert wurden. Daraufhin folgte die Einbettung fir die
Transmissionselektronenmikroskopie [91].

2.4.7.2.2 INKUBATION VON TRYPANOSOMEN MIT EISENOXID-
NANOPARTIKELN UNTER SERUMFREIEN BEDINGUNGEN

Die Vorkultur wurde wie unter 2.4.2 angesetzt. AnschlieBend wurden
die Trypanosomen vor dem Versuchsstart dreimal mit serumfreiem
Kulturmedium bei 1500g und 4°C fir 5min gewaschen und auf eine
Zelldichte von 1 x 108 Zellen/ml angesetzt. AnschlieBend wurden die
Zellen mit jeweils 1000ug/ml der Fe>03-PVA, Fe;03-PVA-BSA-FITC oder
Fe,03-PVA-TE-FITC Partikel fir 1h unter normalen
Kultivierungsbedingungen inkubiert (37°C, 5% CO;) und dann fiir das
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TEM vorbereitet. Als Kontrolle dienten jeweils unbehandelte
Kontrollzellen, die unter den gleichen Kultivierungsbedingungen
inkubiert und eingebettet wurden.

2.4.7.2.3 INKUBATION VON TRYPANOSOMEN MIT
EISENOXIDNANOPARTIKELN BEI 4°C

Die Trypanosomen wurden wie unter 2.4.7.2.2 auf eine Zelldichte von
1x10% Zellen/ml angesetzt und mit jeweils 1000pug/ml der
entsprechenden Partikel-Charge (Fe;03-PVA-DTAF, Fe;03-PVA-BSA-
FITC, Fe203-PVA-TE-FITC) fur 1h bei 4°C inkubiert. Bei diesem Experiment
war darauf zu achten, dass alle verwendeten Materialien (Medien,
Falcons, Zellkulturflaschen, Pipettenspitzen etc.) vor dem Versuchsstart
auf 4°C gekihlt waren und alle Schritte bis zur Fixierung der Zellen bei
4°C durchgefiihrt wurden, um eine Aufnahme der Nanopartikel in die
Parasiten zu verhindern. Als Kontrolle dienten jeweils unbehandelte
Kontrollzellen, die unter den gleichen Kultivierungsbedingungen
inkubiert wurden. AnschlieBend folgte die Einbettung fir die
Transmissionselektronenmikroskopie.
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2.4.7.2.4 EINBETTUNG DER PROBEN IN EPONHARZ

Nach der Inkubation der Trypanosomen mit Nanopartikeln unter
verschiedenen Kultivierungsbedingungen (2.4.7.2.1,2.4.7.2.2,2.4.7.2.3)
erfolgte die Einbettung fiir die Transmissionselektronenmikroskopie.
Fur eine Einbettung wurden mindestens 5 x 107 Zellen verwendet. Die
Zellen wurden nach der Nanopartikelbehandlung dreimal mit eiskaltem
TDB (2.3.2), in einem Volumen entsprechend der Halfte des Volumens
der Kultur, gewaschen. AnschlieRend mit 500ul 2% (v/v) Glutaraldehyd
in 1-fach Cacodylatpuffer fiir 1h bei 4°C fixiert, viermal fir 10min in 1ml
1-fach Cacodylatpuffer gewaschen und dann nochmal 1h bei 4°C in
500ul 1,5% (w/v) Osmiumtetroxid in 1-fach Cacodylatpuffer fixiert und
kontrastiert. Dann wurde, jeweils fiir 10min, nochmals zweimal mit 1ml
1-fach Cacodylatpuffer und einmal mit 1ml aqua bidest. gewaschen. Die
Proben wurden fir 1h bei Raumtemperatur in 500ul 0,5% (w/v)
Uranylacetat inkubiert, einmal mit 1ml aqua bidest. gewaschen und in
einer aufsteigenden Konzentrationsreihe von 1ml Ethanol (50%, 70%
95% und dreimal in 100% (v/v) Ethanol) fur jeweils 10min entwassert.
Danach wurden die Proben dreimal fir 10min mit 1ml Propylenoxid
gewaschen und dann fir 1h bei Raumtemperatur in 1ml 50% Eponharz
in Propylenoxid inkubiert. Die Einbettung erfolgte durch Uberfiihrung
der Proben in 100% Eponharz in Beem-Cups (Plano, Wetzlar) und eine
nochmalige Inkubation fiir 1h bei Raumtemperatur. Fir die
Polymerisation wurden die Proben fir 12h bei 45°C und 24h bei 60°C in
einem Ofen (WTB Binder GmbH Labortechnik, Tuttlingen) inkubiert.
Nach der Aushéartung des Harzes wurden sie aus den Beem-Cups
entfernt und die Spitze mit dem LKB 11800 Pyramitone zu einem Trapez
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getrimmt. Es wurden Ultradinnschnitte mit dem Ultramikrotom OM U3
(Reichert, Wien) mit einer Dicke von 60-90nm angefertigt und die
Schnittreihen auf Kupfergrids (200 square mesh) gefischt. Eine
Nachkontrastierung der Schnitte mit Uranylacetat und Bleicitrat wurde
nicht durchgefiihrt, da die Nanopartikel sonst nur schwer unter dem
Mikroskop zu erkennen waren. Die Mikroskopie erfolgte an einem
EM 10 Transmissionselektronenmikroskop (Zeiss, Oberkochen) und
Bilder wurden mit der ColorViewl2 Kamera gemacht. Fir die
Aufnahmen wurden SchwarzweiR-Negativfilme Carestream®Kodak®
Elektronenmikroskopie Filme 4489 (3,25 x 4 Inch) verwendet und mit
dem Fixier- und Entwicklerkonzentrat Adefodur (Adefo-Chemie GmbH,
Dietzenbach) im Réntgenfilm- Prozessor Konica SRX-101A entwickelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Zytotoxischer Effekt von
Silizium- und Eisenoxidnanopartikeln auf
Trypanosoma brucei unter serumhaltigen
Bedingungen

Um den zytotoxischen Effekt von Silizium- und Eisenoxidnanopartikeln
auf Trypanosoma brucei brucei zu untersuchen, wurden zundchst
Wachstumskurven angefertigt. Hierzu wurden die Parasiten wie unter
2.4.3 beschrieben auf eine Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen/ml| angesetzt.
AnschlieBend wurden sie mit den verschiedenen Nanopartikel-Chargen
(SiO,, Fe;0s, Fe 03-PVA/-DTAF, Fe;0s-PVA-BSA/-FITC, Fe,03-PVA-Tf/-
FITC, Fe0s-AllylthioNeu5Ac, Fe20s3-APS, Fe;03-NANA) und den
unterschiedlichen  Konzentrationen (0,1ug/ml-1000ug/ml  bzw.
0,1pg/ml - 2000pg/ml fur die Fe,03-PVA-BSA/-FITC Partikel) bei 37°C
und 5% CO;-Begasung inkubiert. Die Zelldichte wurde mittels einer
Neubauer Zahlkammer zweimal taglich ermittelt, bis nahezu alle Zellen
tot waren.
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3.1.1 SiO;-Partikel

Die SiO;-Partikel hatten eine GroRe von ~ 8nm und zeigten einen
deutlichen  dosisabhdngigen  zytotoxischen  Effekt auf die
Trypanosomen. Dabei war bis zu einer Konzentration von 10ug/ml kein
Einfluss auf die Proliferation festzustellen und das Wachstum verglichen
mit dem der unbehandelten Kontrollzellen war praktisch identisch.
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Abbildung 13: Wachstumskurven. Zytotoxischer Effekt der SiO»-Partikel (~ 8nm) auf Trypanosoma brucei.

BF-221 wurden auf eine Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen/ml angesetzt und mit unterschiedlichen SiO,-Partikel

Konzentrationen (10ug/ml - 1000ug/ml) behandelt. Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 5% CO,-Begasung

in BF-Medium. Der Versuch wurde als Duplikat durchgefiihrt und die Standardabweichung wurde aus zwei
unabhdngigen Zahlwerten pro Zeitpunkt ermittelt.

Ab 50pg/ml war ein minimaler zytotoxischer Effekt zu erkennen, der mit
aufsteigender Konzentration deutlich zunahm, wobei ab 100ug/ml die
Proliferation vollstandig inhibiert war. Die Behandlung mit 250ug/ml
fihrte nach ca. 20h und die mit 500ug/ml nach ca. 10h zum Absterben
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der Kultur. Die Inkubation mit noch hoheren Konzentrationen
(750ug/ml oder 1000ug/ml) fuhrte bereits kurz nach der Zugabe der
SiO2-Partikel zum Absterben der Parasiten (Abbildung 13).

3.1.2 Fe;03-Partikel

Die Eisenoxidpartikel ( ~30nm) zeigten nur einen minimalen
zytotoxischen Effekt auf die Parasiten.
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Abbildung 14: Wachstumskurven. Zytotoxischer Effekt der Fe,Os-Partikel (~ 30nm) auf Trypanosoma
brucei.

BF-221 wurden auf 2,5 x 10° Zellen/ml angesetzt und mit unterschiedlichen Fe,Os- Partikel Konzentrationen
(0,1pg/ml - 1000ug/ml) behandelt. Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 5% CO.-Begasung in BF-Medium.
Die Standardabweichung wurde aus zwei unabhangigen Zahlwerten pro Zeitpunkt ermittelt.

In der exponentiellen Wachstumsphase war im gesamten getesteten
Konzentrationsbereich von 0,1ug/ml - 1000ug/ml fast kein Unterschied
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in der Proliferation, im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen,
zu erkennen. Ab einer Konzentration von 10ug/ml zeigte sich eine
verkiirzte stationdre Phase und die Parasiten starben friher als die
Kontrollzellen ab. Dieser Effekt verstarkte sich mit ansteigender
Konzentration. Bei der Inkubation mit 1000ug/ml starben die Zellen
direkt nach der exponentiellen Phase ab und die stationdre Phase blieb
vollig aus (Abbildung 14).

3.1.3 Fe;03-PVA, Fe203-PVA-BSA und Fe;03-PVA-Tf

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden die Eisenoxidnanopartikel mit
dem Polymer Polyvinylalkohol (PVA) beschichtet, um sie im Medium zu
stabilisieren. Es sollte zudem untersucht werden, ob eine spezifische
Proteinbeschichtung der Eisenoxidnanopartikel nétig ist, um eine
Aufnahme in Trypanosomen zu erreichen und ob diese
unterschiedlichen Beschichtungen einen Einfluss auf die Zytotoxizitat
haben. Deshalb wurde zu Beginn die Wirkung von drei
unterschiedlichen Fe;03-Partikeln untersucht: ein unbeschichteter
(Fe203-PVA) und zwei proteinbeschichtete Partikeltypen. Ein Partikeltyp
wurde mit BSA beladen (Fe;03-PVA-BSA) und der zweite mit humanem
Transferrin (Fe;Os-PVA-Tf), da aus der Literatur bekannt ist, dass
Trypanosomen BSA (iber die Pinozytose und Tf Uber die Rezeptor-
vermittelte Endozytose aufnehmen [129].
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Abbildung 15: Wachstumskurven. Zytotoxischer Effekt der Fe.03-PVA, Fe,0s-PVA-BSA und Fe;03-PVA-Tf
Partikel auf Trypanosoma brucei.

BF-221 wurden auf 2,5 x 10° Zellen/ml angesetzt und mit unterschiedlichen Nanopartikelkonzentrationen
(0,1pug/ml - 1000ug/ml fur Fe;0s-PVA und Fe;0s-PVA-Tf bzw. 0,1pg/ml - 2000pg/ml fiir Fe,0s-PVA-BSA)
behandelt. A) Fe203-PVA, B) Fe203-PVA-BSA, C) Fe203-PVA-Tf. Alle Versuche wurden in HMI9-Medium und
in Duplikaten durchgefiihrt. Die Standardabweichung wurde aus zwei unabhdngigen Zahlwerten pro
Zeitpunkt ermittelt.

76



Ergebnisse

Sowohl der unbeschichtete (Abbildung 15 A) als auch die beiden
proteinbeschichteten Partikeltypen (Abbildung 15 B und C) zeigten im
getesteten Konzentrationsbereich von 0,1ug/ml - 1000ug/ml fur die
Fe203-PVA und Fe;03-PVA-Tf bzw. 0,1ug/ml - 2000ug/ml fiir die Fe,0s-
PVA-BSA Partikel keinen deutlichen Einfluss in den unterschiedlichen
Wachstumsphasen (exponentielle Phase, stationdre
Phase und Absterbe  Phase) der  Trypanosomen. |hr
Wachstumsverhalten war mit dem der unbehandelten Kontrollzellen
vergleichbar.

3.1.4 Fe,03-PVA-DTAF, Fe,03-PVA-BSA-FITC und Fe,03-PVA-
Tf-FITC

Um die Aufnahme in die Trypanosomen mittels Fluoreszenzmikroskopie
und Durchflusszytometrie untersuchen zu kénnen, wurden die Fe;0s-
PVA, Fe;03-PVA-BSA und die Fe;03-PVA-Tf Partikel mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC) versehen. Auch
hier wurde eine mogliche Toxizitat der unterschiedlichen Nanopartikel-
Chargen zuerst mit Hilfe von Wachstumskurven naher untersucht. Auch
eine Fluoreszenzmarkierung aller drei Partikel zeigte im untersuchten
Konzentrationsbereich von 0,1ug/ml - 1000ug/ml fir die Fe,Os-PVA-
DTAF und Fe203-PVA-Tf-FITC Partikel bzw. 0,1ug/ml - 2000ug/ml fiir den
Fe,03PVA-BSA-FITC Partikeltyp keine deutliche Anderung in der
Proliferation der Parasiten im Vergleich zu den Kontrollzellen
(Abbildung 16 A-C).
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Abbildung 16: Wachstumskurven. Zytotoxischer Effekt der Fe.03-PVA-DTAF, Fe203-PVA-BSA-FITC und
Fe,03-PVA-Tf-FITC Partikel auf Trypanosoma brucei.

BF-221 wurden auf eine Zelldichte von 2,5x10° Zellen/ml angesetzt und mit unterschiedlichen
Konzentrationen  (0,1pg/ml-1000ug/ml  fir  Fe,0s-PVA-DTAF  und  Fe;03-PVA-Tf-FITC  bzw.
0,1pug/ml - 2000ug/ml fur Fe,0sPVA-BSA-FITC) behandelt. A) Fe,Os-PVA-DTAF, B) Fe,0s-PVA-BSA-FITC,
C) Fe20s-PVA-T-FITC. Alle Versuche wurden in HMI9-Medium in Triplikaten durchgefihrt. Die
Standardabweichung wurde aus zwei unabhangigen Zahlwerten pro Zeitpunkt ermittelt.
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3.1.5 Fe;0s3-AllylthioNeu5Ac, Fe;03-APS, Fe203-NANA

Sialinsauren stellen eine weitere Moglichkeit der
Oberflachenmodifizierung von Nanopartikeln dar, die zur Stabilisierung
der Partikel im Medium oder wahrend der medizinischen Anwendung
beitragen konnen. Aus diesem Grund wurden Nanopartikel getestet, die
mit unterschiedlichen Sialinsdurederivaten beschichtet waren. Zur
Modifizierung der Fe,0s-Partikel wurden Allylthio-N-
Acetylneuraminsdure  (AllylthioNeu5Ac), Aminophenylthioglykosid
(APS) und N-Acetylneuraminsdure (NANA) verwendet. Bei den Fe;0s-
AllylthioNeu5Ac und den Fe;0s3-APS Partikeln war im getesteten
Konzentrationsbereich von 0,1ug/ml-1000ug/ml kein deutlicher
zytotoxischer Effekt auf das Wachstumsverhalten der Parasiten
festzustellen (Abbildung 17 A-B). Der Fe,O3-NANA (Fe;Os-N-
Acetylneuraminsaure) Partikeltyp zeigte nur in den beiden héchsten
getesteten Konzentrationen (750pug/ml und 1000pg/ml) einen
minimalen inhibitorischen Effekt. Bei den Parasiten, die mit
Konzentration < 500ug/ml behandelt wurden, war hingegen kein
zytotoxischer Effekt zu erkennen, und das Wachstumsverhalten war mit
dem der unbehandelten Kontrollzellen vergleichbar (Abbildung 17 C).
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Abbildung 17: Wachstumskurven. Zytotoxischer Effekt der Fe.0s-AllylthioNeu5Ac, Fe203-APS, Fe;0s-
NANA Partikel auf Trypanosoma brucei.

BF-221 wurden auf eine Zelldichte von 2,5x10° Zellen/ml angesetzt und mit unterschiedlichen
Sialinsdurederivat-modifizierten Nanopartikeln im Konzentrationsbereich von 0,1ug/ml - 1000ug/ml
behandelt. A) Fe,Os-AllylthioNeu5Ac, B) Fe.0s-APS, C) Fe;03-NANA. Die Standardabweichung wurde aus
zwei unabhangigen Zdhlwerten pro Zeitpunkt ermittelt.
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3.2 Inkubation mit Eisenoxidnanopartikeln unter
serumfreien Bedingungen

3.2.1 Fe;03-PVA-DTAF, Fe203-PVA-BSA-FITC, Fe203-PVA-Tf-
FITC

Aus zahlreichen Publikationen ist bekannt, dass Serumproteine einen
Einfluss auf die Endozytoserate von Nanopartikeln  bei
unterschiedlichen Zelltypen haben koénnen [189-193, 202]. Deshalb
wurde die Zytotoxizitdt der Fe;03-PVA-DTAF, Fe203-PVA-BSA-FITC und
der Fe;03-PVA-Tf-FITC Partikel auch unter serumfreien Bedingungen
untersucht. Hierflr wurden die Trypanosomen wie unter 2.4.3 vor der
Behandlung mit Nanopartikeln dreimal mit serumfreiem Medium
gewaschen, auf eine Zelldichte von 1 x 10° Zellen/m| angesetzt und
anschlielfend mit unterschiedlichen Nanopartikelkonzentrationen im
Bereich von 0,1ug/ml - 1000ug/ml fir die Fe203-PVA-DTAF und Fe;0s-
PVA-Tf-FITC bzw. 0,1ug/ml-2000ug/ml fir den Fe;0s3-PVA-BSA-FITC
Partikel behandelt. Die Zellzahl wurde zweimal taglich mit einer
Neubauer Zahlkammer ermittelt bis nahezu alle Zellen tot waren. Bei
allen drei getesteten Partikeln zeigte sich im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen, auch unter serumfreien Bedingungen
kein zuséatzlicher zytotoxischer Effekt auf die Parasiten.
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Abbildung 18: Inkubation von Trypanosoma brucei mit den Fe,O3-PVA-DTAF, Fe,03-PVA-BSA-FITC und
Fe,03-PVA-Tf-FITC Partikeln unter serumfreien Bedingungen.

Trypanosomen wurden dreimal mit serumfreiem Medium gewaschen, auf 1 x 10% Z/ml angesetzt und mit
unterschiedlichen Konzentrationen (0,1pug/ml - 1000ug/ml fiir Fe203-PVA-DTAF und Fe,03-PVA-Tf-FITC bzw.
0,1pg/ml - 2000pg/ml fiir Fe,0s-PVA-BSA-FITC) behandelt. A) Fe;0s-PVA-DTAF, B) Fe,0s-PVA-BSA-FITC,
C) Fe203-PVA-Tf-FITC. Alle Versuche wurden in HMI9-Medium und in Triplikaten durchgefiihrt. Die
Standardabweichung wurde aus 2 unabhéngigen Zahlwerten pro Zeitpunkt ermittelt.

Bei dem Fe,03-PVA-DTAF Partikel und dem Fe,03-PVA-T-FITC war bei
keiner der getesteten Konzentrationen (0,1pg/ml - 1000ug/ml) ein
deutlicher Unterschied zu den unbehandelten Kontrollzellen zu
erkennen (Abbildung 18 A, Abbildung 18 C). Im Vergleich dazu war nach
der Inkubation der Trypanosomen mit dem proteinbeschichteten Fe;03-
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PVA-BSA-FITC Partikeltyp zu sehen, dass Parasiten die mit einer
Konzentration = 100ug/ml behandelt wurden Uber 30h ldnger
Uberlebten, als Parasiten die mit Konzentrationen < 1pug/ml behandelt
wurden und als die unbehandelten Kontrollzellen (Abbildung 18 B).

3.3 Zytotoxischer Effekt von Siliziumpartikeln und
Eisenoxidnanopartikeln auf Erythrozyten

Die Toxizitdat von FITC markierten SiO,-APTES-Partikeln (~ 8nm) und
unbeschichteten und proteinbeschichteten Eisenoxidnanopartikeln
(Fe203-PVA, Fe;03-PVA-BSA, Fe;03-PVA-Tf) wurde zuséatzlich noch an
menschlichen Erythrozyten getestet. Hierflir wurden wie unter 2.4.4
beschrieben die Erythrozyten mit unterschiedlichen
Nanopartikelkonzentrationen im Bereich von 0,1ug/ml - 100ug/ml fir
die SiO,-APTES-FITC Partikel bzw. 0,1pug/ml - 500ug/ml fir die
verschiedenen Eisenoxidnanopartikel behandelt und fir 3h bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen abzentrifugiert und die
Hamolyse durch eine Absorptionsmessung bei 405nm ermittelt. Bei der
Behandlung mit unterschiedlichen  SiO,-APTES-FITC  Partikel
Konzentrationen ergab sich ein dosisabhangiger zytotoxischer Effekt,
wobei die median toxic concentration (TCso) nach einer 3-stiindigen
Inkubation bei ca. 15,6 pg/ml lag (Abbildung 19).
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Abbildung 19: TCso-Bestimmung. Zytotoxischer Effekt der fluoreszenzmarkierten SiO.-Partikel (~ 8nm) auf
Erythrozyten.

Die Erythrozyten wurden mit unterschiedlichen Nanopartikelkonzentrationen (0,1ug/ml - 100ug/ml) der
SiO,-APTES-FITC Partikel behandelt und fiir 3h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen
abzentrifugiert und die Himolyse bei 405nm ermittelt. Der 100% Wert der Lyse wurde durch die Zugabe von
Wasser zu unbehandelten Kontrollzellen bestimmt. Zur Ermittlung der Hamolyse in % wurde eine
Kalibrierungsgerade durch eine kontinuierliche Verdiinnung der lysierten Kontrollzellen (100%, 50%, 25%,
12%, 6%, 3%, 1%) erstellt. Die TCso wurde aus drei unabhangigen Versuchen ermittelt.

Die Kontrollen wurden durch Zugabe von 700ul Ampuwa Wasser lysiert
und eine Kalibrierungsgerade durch eine kontinuierliche Verdliinnung
(100%, 50%, 25%, 12%, 6%, 3%, 1%) erstellt.
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Im Gegensatz zu den Siliziumpartikeln war bei keinem der drei
getesteten  Eisenoxidnanopartikel  (Fe,03-PVA,  Fe203-PVA-BSA,
Fe,0s3- PVA-Tf) (ber den gesamten Konzentrationsbereich von
0,1pg/ml - 500ug/ml eine Zerstérung der Membran der Erythrozyten
festzustellen. Die Hamolyse der Erythrozyten lag in allen Fallen bei < 3%
(Abbildung 20).
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Abbildung 20: Ham-Assay. Zytotoxischer Effekt der Eisenoxidnanopartikel auf Erythrozyten.

Die Erythrozyten wurden mit unterschiedlichen Nanopartikelkonzentrationen (0,1ug/ml - 500ug/ml) der
Fe203-PVA, Fe203-PVA-BSA und Fe;03-PVA-Tf Partikel behandelt und fiir 3h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen abzentrifugiert und die Himolyse bei 405nm ermittelt. Der 100% Wert der Lyse wurde
durch die Zugabe von Wasser zu unbehandelten Kontrollzellen bestimmt. Zur Ermittlung der Hdmolyse in %
wurde eine Kalibrierungsgerade durch eine kontinuierliche Verdiinnung der lysierten Kontrollzellen (100%,
50%, 25%, 12%, 6%, 3%, 1%) erstellt.
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3.4 Untersuchung der Aufnahmekinetik von
fluoreszenzmarkierten Eisenoxidpartikeln mittels
Durchflusszytometrie

Trypanosomen nehmen BSA durch Pinozytose auf [129]. Fir eine
Verdopplung bendtigen sie ca. 40.000 Eisenatome, welche sie Uiber die
Rezeptor-vermittelte Endozytose von wirtsspezifischem Transferrin
beziehen [129, 152]. Durch die Verwendung von fluoreszenzmarkierten
Fe,0s-Partikeln konnte die Aufnahmekinetik von unbeschichteten und
proteinbeschichteten Partikeln miteinander verglichen werden und
eventuelle Unterschiede zwischen der Pinozytose und der Rezeptor-
vermittelten Endozytose naher untersucht werden. Dadurch dass
Serumproteine ebenfalls einen Einfluss auf die Endozytoserate haben
kénnen, wurden zudem alle Experimente unter serumhaltigen- und
serumfeien Bedingungen durchgefiihrt. Um die Aufnahmekinetik unter
serumbhaltigen Bedingungen zu analysieren, wurden Trypanosomen wie
unter 2.4.5 fir die 1-stlindige Inkubation auf eine Zelldichte von
1 x 10°Zellen/ml und fir die ldngeren Inkubationszeiten von 3h, 6h, 12h
und 24h auf 2,5 x 10° Zellen/ml angesetzt. AnschlieRend wurden die
Parasiten mit den entsprechenden Nanopartikelkonzentrationen
behandelt (0,1pug/ml - 1000pug/ml fur Fe,03-PVA-DTAF und Fe,03-PVA-
Tf-FITC bzw. 0,1ug/ml - 2000ug/ml fiir Fe,03-PVA-BSA-FITC) und bei
37°C und 5% CO; Begasung fiir die genannten Zeitpunkte inkubiert. Fir
die 1-stiindige Inkubation unter serumfreien Bedingungen wurden die
Trypanosomen ebenfalls auf 1 x 108 Zellen/ml angesetzt, jedoch vor der
Nanopartikelbehandlung dreimal mit serumfreiem HMI9-Medium
gewaschen. Nach der Nanopartikelbehandlung wurden die Zellen
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abzentrifugiert und dreimal mit eiskaltem FACS-Puffer (2.3.2)
gewaschen, um die Endozytose zu stoppen und die nicht
aufgenommenen Nanopartikel auszuwaschen. Daraufhin erfolgte die
Analyse von 10.000 Zellen mittels Durchflusszytometrie (BDFACS
Canto Il, BD Sciences).

3.4.1 Aufnahme von Fe;Os3-PVA-DTAF, Fe;03-PVA-BSA-FITC
und Fe,03-PVA-Tf-FITC Partikeln unter serumhaltigen
Bedingungen

Im Vergleich zu anderen Zellen weisen Trypanosomen eine sehr hohe
Endozytoserate auf, so kdnnen sie innerhalb weniger Minuten ihren
gesamten VSG-Mantel endozytieren und gegen einen neuen
austauschen [80]. Aus diesem Grund ist mit einer sehr schnellen
Aufnahme der Nanopartikel zu rechnen. Im Konzentrationsbereich von
0,1pg/ml - 1pg/ml war bei allen drei Partikeln (Fe203-PVA-DTAF, Fe;0s-
PVA-BSA-FITC, Fe;03-PVA-Tf-FITC), unabhangig von der getesteten Zeit
(1h, 3h, 6h, 12h, 24h), kein Unterschied zu den unbehandelten
Kontrollzellen erkennbar (Abbildung 21, Abbildung 22, Abbildung 23).
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Abbildung 21: Durchflusszytometrie. Aufnahmekinetik der Fe.03-PVA-DTAF Partikel durch Trypanosoma
brucei in serumhaltigem HMI9-Medium.

BF-221 wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen (0,1ug/ml - 1000pug/ml) der Fe.0s-PVA-DTAF Partikel
behandelt und in serumhaltigem HMI9-Medium fiir 1h, 3h, 6h, 12h und 24h bei 37°C und 5% CO: inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen dreimal mit FACS-Puffer gewaschen und mit dem FACSCantoll analysiert.
Die Standardabweichung wurde aus 3 unabhangigen Versuchen ermittelt (3h, 6h, 12h, 24h).

Bei allen drei Partikeln war aber ab einer Konzentration von 100ug/ml,
ein langsamer kontinuierlicher Anstieg in der prozentualen Anzahl der
fluoreszierenden Zellen, abhdngig von der Konzentration und der
Inkubationszeit, messbar. Dieser erreichte fir alle Zeitpunkte bei den
Fe203-PVA-DTAF und den Fe>03-PVA-Tf-FITC Partikeln sein Maximum
bei der hochsten getesteten Konzentration von 1000ug/ml (Abbildung
21, Abbildung 23) und bei den BSA-FITC beschichteten Fe,0s3-PVA
Partikeln bei einer Konzentration von 2000ug/ml (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Durchflusszytometrie. Aufnahmekinetik der Fe;03-PVA-BSA-FITC Partikel durch
Trypanosoma brucei in serumhaltigem HMI9-Medium.

BF-221 wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen (0,1ug/ml-2000ug/ml) der Fe.Os-PVA-BSA-FITC
Partikel behandelt und in serumhaltigem HMI9-Medium fir 1h, 3h, 6h, und 12h bei 37°C und 5% CO:
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal mit FACS-Puffer gewaschen und mit dem FACSCantoll
analysiert. Die Standardabweichung wurde aus 3 unabhéangigen Versuchen ermittelt.

Nach einer 1-stiindigen Inkubation unter serumhaltigen Bedingungen
mit 1000ug/ml der Fe,O3-PVA-DTAF Partikel war bei ca. 38% der Zellen
ein Fluoreszenzsignal messbar (Abbildung 21). Bei den Fe,03-PVA-BSA-
FITC Partikeln war bei einer Konzentration von 1000ug/ml bei
44,6745,74% der Zellen ein FITC-Signal zu messen und bei einer
Konzentration von 2000ug/ml bei 73,00+2,73% der Zellen (Abbildung
22). In den Fe;03-PVA-Tf-FITC Partikel behandelten Trypanosomen war
nach einer 1-stlindigen Inkubation mit 1000ug/ml der
Nanopartikelsuspension bei 31,743,49% der  Zellen ein
Fluoreszenzsignal messbar (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Durchflusszytometrie. Aufnahmekinetik der Fe;0s-PVA-Tf-FITC Partikel durch Trypanosoma
brucei in serumhaltigem Medium.

BF-221 wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen (0,1pg/ml- 1000pug/ml) der Fe.Os-PVA-Tf-FITC
Partikel behandelt und in serumhaltigem BF-Medium fiir 1h, 12h und 24h bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen dreimal mit FACS-Puffer gewaschen und mit dem FACSCantoll analysiert.
Die Standardabweichung wurde aus 3 unabhangigen Versuchen ermittelt.

Durch eine stetige Verlangerung der Inkubationszeit von 1h auf 3h, 6h,
12h und 24h war es moglich, eine deutliche Steigerung im Anteil der
FITC-positiven Zellen zu erreichen. Dieser war bei allen drei Partikeln
sowohl von der Zeit als auch von der eingesetzten Konzentration
anhangig und erreichte bei den unbeschichteten Partikeln nach 24h und
bei den beiden proteinbeschichteten Partikeln jeweils nach 12h ein
Maximum (Abbildung 21, Abbildung 22, Abbildung 23). So war bei
91,41+2,35% der Zellen nach einer 24-stiindigen Inkubation mit
1000pg/ml der Fe203-PVA-DTAF Partikel ein Fluoreszenzsignal messbar
(Abbildung 21). Bei den BSA-FITC beschichteten Fe;03-PVA Partikeln war
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nach einer 12-stiindigen Inkubation bei einer Konzentration von
2000pg/ml bei 96,37+1,15% und bei einer Konzentration von
1000pg/ml bei 79,05+0,43% der Zellen ein FITC-Signal messbar
(Abbildung 22). Die Aufnahme der Tf-FITC beschichteten Fe,0s3-PVA
Partikel erreichte ebenfalls nach 12h ein Maximum mit einem
prozentualen Anteil an FITC-positiven Zellen von 81,2+3,16% bei der
hochsten getesteten Konzentration von 1000ug/ml, wobei hier kein
deutlicher Unterschied zwischen einer 12- und 24-stiindigen
Inkubation messbar war (Abbildung 23). Zusammenfassend ladsst sich
sagen, dass eine Aufnahme sowohl unbeschichteter Fe,O03-PVA-DTAF
Partikel als auch proteinbeschichteter Eisenoxidnanopartikel (Fe;Os-
PVA-BSA-FITC, Fe;03-PVA-Tf-FITC) unter serumhaltigen Bedingungen
moglich ist, jedoch sind bei allen drei Partikeln sehr lange
Inkubationszeiten bis zu 12h bzw. 24h und sehr hohe Konzentrationen
bis zu 1000pg/ml notwendig, um eine effiziente Aufnahme in
Trypanosomen zu erreichen.
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3.4.2 Aufnahme von Fe;O03-PVA-DTAF, Fe;03-PVA-BSA-FITC
und Fe;03-PVA-Tf-FITC Partikeln unter serumfreien
Bedingungen

Um zu untersuchen, ob die im Serum enthaltenen Proteine einen
moglichen Einfluss auf die Aufnahme von Eisenoxidpartikeln haben,
wurde die Aufnahmekinetik von allen drei fluoreszierenden Partikeln
(Fe20s-PVA-DTAF, Fe,03-PVA-BSA-FITC, Fe;03-PVA-Tf-FITC) auch unter
serumfreien Bedingungen analysiert. Hierflir wurden die Zellen wie
unter 2.4.5 beschrieben vorbereitet und dann mit unterschiedlichen
Konzentrationen im Bereich von 0,1pg/ml-1000ug/ml mit der
jeweiligen Partikelsuspension in serumfreiem Medium fir 1h inkubiert
(37°C, 5% CO2). AnschlieBend wurden jeweils 10.000 Zellen mittels
Durchflusszytometrie (FACSCantoll, BD Sciences) analysiert. Nach einer
1-stindigen Inkubation in serumfreiem Medium war bei allen drei
Partikeln eine deutliche konzentrationsabhdngige Zunahme in der
Anzahl der FITC-A positiven Zellen zu erkennen (Abbildung 24,
Abbildung 25, Abbildung 26). Es zeigten sich jedoch deutliche
Unterschiede zwischen den unbeschichteten Fe,03-PVA-DTAF Partikeln
und den beiden proteinbeschichteten Fe;03-PVA-BSA-FITC und Fe;0s-
PVA-Tf-FITC Partikeln. Bei den unbeschichteten Eisenoxidpartikeln war
im Konzentrationsbereich von 0,1ug/ml - 1ug/ml kein Unterschied zu
den unbehandelten Kontrollzellen zu messen. Ab einer Konzentration
von 100ug/ml kam es zu einem sehr langsamen kontinuierlichen Anstieg
in der prozentualen Anzahl der fluoreszierenden Zellen. Dieser erreichte
sein Maximum bei der hochsten getesteten Konzentration von
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1000pg/ml mit einem prozentualen Anteil an FITC-A positiven Zellen
von ca. 20% (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Durchflusszytometrie. Aufnahmekinetik der Fe;0s-PVA-DTAF Partikel durch Trypanosoma
brucei in serumfreiem HMI9-Medium.

BF-221 wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen (0,1ug/ml - 1000pug/ml) der Fe.Os-PVA-DTAF Partikel
behandelt und in serumfreiem HMI9-Medium fiir 1h bei 37°C und 5% CO: inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellen dreimal mit FACS-Puffer gewaschen und mit dem FACSCantoll analysiert.

Bei den BSA-FITC und Tf-FITC beschichteten Fe,03-PVA Partikeln waren
nach einer  1-stindigen Inkubation  ebenfalls  deutliche
konzentrationsabhangige Zunahmen in der Anzahl der fluoreszierenden
Zellen zu messen (Abbildung 25, Abbildung 26). Im
Konzentrationsbereich von 0,1pg/ml-1ug/ml waren bei beiden
Partikeln ebenfalls keine Unterschiede zu den unbehandelten
Kontrollzellen zu messen. Ab einer Konzentration von 10ug/ml kam es
jeweils zu einem deutlichen konzentrationsabhangigen Anstieg im
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prozentualen Anteil der FITC-A positiven Zellen. Dieser erreichte bei den
Fe203-PVA-BSA-FITC Partikeln ein Maximum bei der hdochsten
getesteten Konzentration von 2000ug/ml (Abbildung 25) und bei den
Fe,03-PVA-Tf-FITC Partikeln ab einer Konzentration von 500ug/ml
(Abbildung 26). Hier war jeweils bei nahezu allen Zellen ein
Fluoreszenzsignal messbar (ca. 98%).
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Abbildung 25: Durchflusszytometrie. Aufnahmekinetik der Fe203-PVA-BSA-FITC Partikel durch
Trypanosoma brucei in serumfreiem HMI9-Medium.

BF-221 wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen (0,1pug/ml - 2000ug/ml) der Fe.0s-PVA-BSA-FITC
Partikel behandelt und in serumfreiem HMI9-Medium fiir 1h bei 37°C und 5% CO: inkubiert. AnschlieRend
wurden die Zellen dreimal mit FACS-Puffer gewaschen und mit dem FACSCantoll analysiert. Die
Standardabweichung wurde aus 3 unabhéangigen Versuchen ermittelt.
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Abbildung 26: Durchflusszytometrie. Aufnahmekinetik der Fe,0s-PVA-Tf-FITC Partikel durch Trypanosoma
brucei in serumfreiem HMI9-Medium.

BF-221 wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen (0,1pg/ml- 1000pug/ml) der Fe.Os-PVA-Tf-FITC
Partikel behandelt und in serumfreiem HMI9-Medium fiir 1h bei 37°C und 5% COz inkubiert. Anschliefend
wurden die Zellen dreimal mit FACS-Puffer gewaschen und mit dem FACSCantoll analysiert. Die
Standardabweichung wurde aus 3 unabhéangigen Versuchen ermittelt.

Es zeigte sich, dass eine Aufnahme von unbeschichteten
Eisenoxidpartikeln trotz der bekannten hohen Endozytoserate von
Trypanosomen auch unter serumfreien Bedingungen kaum moglich ist.
Bei einer Konzentration von 1000ug/ml war nur bei ca. 20% der Zellen
ein Fluoreszenzsignal messbar (Abbildung 24). Im Vergleich dazu kam es
bei den BSA-FITC und Tf-FITC beschichteten Fe;03-PVA Partikeln nach
einer 1-stiindigen Inkubation unter serumfreien Bedingungen zu einer
gesteigerten Aufnahme. Bei den Fe;03-PVA-BSA-FITC Partikeln war ab
einer Konzentration von 500ug/ml bei Gber 90% der Zellen ein
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Fluoreszenzsignal messbar und bei den Fe,03-PVA-Tf-FITC Partikeln ab
einer Konzentration von 250ug/ml (Abbildung 25, Abbildung 26).

3.5 Fluoreszenzmikroskopie

3.5.1 Wirkung von Siliziumpartikeln auf Erythrozyten

Die Ursache der zytotoxischen Wirkung von fluoreszenzmarkierten
Siliziumoxidnanopartikeln (SiO,-APTES-FITC) auf Erythrozyten wurde
ebenfalls mittels Fluoreszenzmikroskopie naher untersucht. Hierfir
wurden die Erythrozyten wie unter 2.4.6.1 mit einer Konzentration von
15ug/ml der SiO-APTES-FITC Partikelsuspension behandelt und fur
45min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop analysiert. Die fluoreszierenden
Siliziumoxidnanopartikel waren in den Membranen intakter
Erythrozyten, aber groRitenteils in bereits lysierten Erythrozyten,
sogenannten ,,ghosts” (G), zu finden (Abbildung 27). Es zeigte sich somit
also deutlich, dass der zytotoxische Effekt nicht durch eine Aufnahme
der Siliziumpartikel hervorgerufen wurde, sondern durch eine Insertion
der Partikel in die Membranen der Erythrozyten, die daraufhin zur Lyse
der Zellen flhrte.
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Abbildung 27: Fluoreszenzmikroskopie. Zytotoxische Wirkung der SiO»-APTES-FITC Partikel auf
Erythrozyten.

Erythrozyten wurden mit 15ug/ml der SiO2-APTES-FITC Partikel behandelt und fir 45min bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen dreimal in Ringerlosung gewaschen, resuspendiert und unter dem
Fluoreszenzmikroskop analysiert (OLYMPUS BH2, ZEISS). A) und B) Durchlichtaufnahme, C) und D)
Fluoreszenzaufnahme, E) und F) Overlay von Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahme. G = ghost.
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3.5.2 Aufnahme von Fe;03-PVA-Tf-FITC Partikeln in
Trypanosoma brucei

Um zu untersuchen, ob es sich bei dem gemessenen Fluoreszenzsignal
in der Durchflusszytometrie (Abbildung 26) tatsachlich um eine
Aufnahme der FITC markierten Fe;03-PVA-Tf Partikel in Trypanosomen
handelte, wurden die mit Nanopartikeln behandelten Parasiten unter

dem Fluoreszenzmikroskop analysiert.

Abbildung 28: Fluoreszenzmikroskopie. Aufnahme der Fe;0s-PVA-Tf-FITC Partikel durch Trypanosoma
brucei in serumfreiem Medium.

BF-221 wurden fur 1h bei 37°C mit 1000pg/ml der Fe,0s-PVA-Tf-FITC Partikelsuspension in serumfreiem
Medium inkubiert, zweimal mit TDB gewaschen und anschlieBend unter dem Fluoreszenzmikroskop
untersucht (AxioObserverZ.1, ZEISS). A) unbehandelte Kontrollzelle, B) und C) Trypanosomen, die fir 1h mit
1000pg/ml der Fe,0s-PVA-Tf-FITC Partikelsuspension behandelt wurden.

Hierzu wurden die Parasiten wie unter 2.4.6.2 auf eine Zelldichte von
1x10°% Zellen/ml angesetzt und mit 100ug/ml der Fe,Os-PVA-Tf-FITC
Partikelsuspension flir 1h in serumfreiem Medium inkubiert
(37°C, 5% CO3). Anschlieend wurden die lebenden Parasiten unter
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dem Fluoreszenzmikroskop analysiert (AxioObserverZ.1, Zeiss). In den
mit Nanopartikeln inkubierten Trypanosomen war eine deutliche
Akkumulation der Fe,03-PVA-Tf-FITC Partikel in unmittelbarer Nahe der
Flagellumtasche, dem einzigen Ort von Endo-und Exozytose, zu
erkennen (Abbildung 28).

3.6 TEM

Aufgrund der geringen GroRe der verwendeten SiO»-Partikel und der
verschiedenen Fe;0s-Partikel (Fe;0s, Fe;0s3-PVA, Fe;03-PVA-DTAF,
Fe203-PVA-BSA-FITC, Fe,03-PVA-Tf-FITC, Fe203-AllylthioNeu5Ac , Fe;0s-
APS, Fe;03-NANA) von ca. 8-10nm eignete sich zur Bestatigung der
Aufnahme und zur Untersuchung der genauen Lokalisation innerhalb
der Zelle besonders gut die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM).

3.6.1 Negativ Kontrastierung von Fe;03 und Fe,03-PVA
Partikeln

Um die GréRe der Nanopartikel und um ihre Tendenz zur Agglomeration
zu untersuchen, wurden die Fe;03 und die PVA beschichteten Fe;0s3
Nanopartikel wie unter 2.4.7.1 beschrieben negativ kontrastiert und
unter dem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) analysiert. Beide
Partikel hatten eine durchschnittliche Grof3e von ca. 10nm und es zeigte
sich deutlich, dass die Fe,O3 Partikel im Gegensatz zu den Fe;0s-PVA
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Partikeln eine wesentlich gréBere Neigung zur Bildung von
Agglomeraten in wassriger Suspension hatten (Abbildung 29).

Abbildung 29: Negativ Kontrastierung der Fe;0s und Fe,0s-PVA Partikel.

Die Fe20s und die Fe,O3PVA Partikel wurden auf ein Kupfergrid aufgetragen und eingetrocknet.
AnschlieBend wurden die Proben transmissionselektronenmikroskopisch in Saarbriicken unter dem JEM-
2010 (JEOL, Tokyo, Japan) analysiert. A) Fe;03 Nanopartikel, B) Fe,0s Nanopartikel mit 2% PVA.

3.6.2 Ultrastrukturelle Analyse der Aufnahme von
Siliziumpartikeln durch Trypanosoma brucei

Zur naheren Untersuchung der zytotoxischen Wirkung von
Siliziumpartikeln auf Trypanosomen wurden diese, wie unter 2.4.7.2.1
beschrieben auf eine Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen/ml angesetzt, mit
50ug/ml der SiO,-Suspension behandelt und fir 24h inkubiert (37°C und
5% C0O2). AnschlieBRend wurden die Zellen wie unter 2.4.7.2.4
eingebettet und unter dem Elektronenmikroskop (EM10, ZEISS)
untersucht.
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Abbildung 30: TEM. Aufnahme der SiO»-Partikel durch Trypanosoma brucei in serumhaltigem BF-Medium.
BF-221 wurden auf eine Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen/ml angesetzt und fiir 24h bei mit 50ug/ml der SiO2-
Suspension inkubiert (37 °C, 5% CO-). Daraufhin wurden die Zellen eingebettet und unter dem TEM (EM10,
ZEISS) analysiert. A) unbehandelte Kontrollzellen, B) SiO. Nanopartikel in einem Lysosom (L).
AC = Acidocalcisom, ER = endoplasmatisches Retikulum, FT = Flagellumtasche, GL = Glykosom, L = Lysosom,
M = Mitochondrium, N = Nukleus.

Nach einer 24-stiindigen Inkubation war deutlich zu erkennen, dass die
Siliziumpartikel von den Trypanosomen aufgenommen wurden. Die
Nanopartikel akkumulierten hauptséachlich in Lysosomen (L), ansonsten
sahen die Zellen wie die Kontrollzellen morphologisch unauffallig aus
(Abbildung 30).
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3.6.3 Ultrastrukturelle Analyse der Aufnahme von Fe;03
Nanopartikeln durch Trypanosoma brucei

Die Aufnahme der nackten Fe;Os-Partikel sollte ebenfalls mittels
Elektronenmikroskopie analysiert werden. Hierflir wurden die Parasiten
wie unter 2.4.7.2.1 auf 2,5 x 10° Zellen/ml angesetzt und fiir 90min mit
1000pg/ml der Fe203 Suspension inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen
wie unter 2.4.7.2.4 beschrieben fir die Elektronenmikroskopie
vorbereitet und analysiert. Nach einer 90- minitigen Inkubation waren
keine Nanopartikel in den Parasiten zu finden. Es waren jedoch
zahlreiche Nanopartikel, die im Medium ausgefallen sind um die
Trypanosomen herum zu erkennen (Abbildung 31 B).

Abbildung 31: TEM. Aufnahme der Fe,Os-Partikel durch Trypanosoma brucei in serumhaltigem BF-
Medium.

BF-221 wurden auf eine Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen/ml angesetzt und fiir 90min mit 1000ug/ml der Fe20s-
Suspension unter normalen Kultivierungsbedingungen inkubiert (37°C, 5% CO.). AnschlieBend wurden die
Parasiten transmissionselektronenmikroskopisch untersucht (EM10, ZEISS). A) unbehandelte Kontrollzelle,
B) ausgefallene Fe;03 Nanopartikel um einen Trypanosomen herum. AC = Acidocalcisom, GL = Glykosom,
L = Lysosom, M = Mitochondrium, N = Nukleus.
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3.6.4 Ultrastrukturelle Analyse der Aufnahme von Fe;03-
PVA, Fe;03-PVA-BSA-FITC und Fe;O3PVA-Tf-FITC
Partikeln unter serumhaltigen Bedingungen

Bei den fluoreszenzmarkierten unbeschichteten Fe,O03-PVA und den
beiden proteinbeschichteten Fe;03-PVA-BSA und Fe;03-PVA-Tf
Partikeln zeigte die Analyse der Aufnahmekinetik mittels
Durchflusszytometrie unter serumhaltigen Bedingungen, einen
zeit- und konzentrationsabhangigen Anstieg im prozentualen Anteil der
fluoreszierenden Zellen (Abbildung 21, Abbildung 22, Abbildung 23).
Dieser erreichte bei den unbeschichteten Partikeln nach einer
24- stiindigen und bei den beiden proteinbeschichteten Partikeln nach
einer 12-stiindigen Inkubation sein Maximum, wobei bei den
Fe203- PVA-Tf-FITC Partikeln kein Unterschied zwischen der 12- und 24-
stiindigen Inkubation zu erkennen war. Nun sollte mit Hilfe der
Transmissionselektronenmikroskopie die Aufnahme der
unterschiedlichen Nanopartikel-Chargen bestatigt und ihre Lokalisation
innerhalb der Zelle genauer untersucht werden. Hierfir wurden die
Zellen wie unter 2.4.7.2.1 auf eine Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen/ml
angesetzt und mit der jeweiligen Nanopartikelsuspension fiir 12h bzw.
24h unter normalen Kultivierungsbedingungen (37°C, 5% CO;) inkubiert.
Daraufhin wurden die Zellen fiir das TEM vorbereitet und analysiert
(2.4.7.2.4). Nach einer 24-stindigen Inkubation mit 1000ug/ml der
Fe,03-PVA Partikel in serumhaltigem Medium waren in den mit
Nanopartikeln behandelten Trypanosomen zahlreiche Partikel
innerhalb der Zellen zu finden. Vereinzelt waren die Nanopartikel in
Vesikeln in unmittelbarer Ndhe der Flagellumtasche (FT) lokalisiert
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(Abbildung 32 B). Die meisten der Fe;03-PVA Partikel akkumulierten
jedoch nach einer 24-stiindigen Inkubation in den Lysosomen (L)
(Abbildung 32 C).

s
o,5um

Abbildung 32: TEM. Aufnahme der Fe;03-PVA Partikel durch Trypanosoma brucei in serumhaltigem HMI9-
Medium.

BF-221 wurden auf eine Zelldichte von 2,5x 10° Zellen/ml angesetzt und mit 1000ug/ml Fe,OsPVA
Nanopartikeln fiir 24h in serumhaltigem HMI9-Medium inkubiert (37°C, 5% CO.). AnschlieBend wurden die
Zellen unter dem TEM (EM10, Zeiss) analysiert A) unbehandelte Kontrollzelle, B) und C) mit Fe203-PVA
Partikeln behandelte Trypanosomen. B) Nanopartikel in einem Lysosom (L) in der Ndhe der Flagellumtasche
(FT) und C) Nanopartikel im Lysosom (L). F = Flagellum, FT = Flagellumtasche, kDNA = Kinetoplasten DNA,
L = Lysosom, M = Mitochondrium.

Ein dhnliches Bild zeigte sich auch bei den Trypanosomen, die mit
1000ug/ml der Fe;03-PVA-BSA-FITC Partikel fur 12h inkubiert wurden.
Hier waren die Nanopartikel auch wieder gréBtenteils in den Lysosomen
(Abbildung 33 B) oder in den Endosomen (Abbildung 33 C) lokalisiert.
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Abbildung 33: TEM. Aufnahme der Fe;0s-PVA-BSA-FITC Partikel durch Trypanosoma brucei in
serumhaltigem HMI9-Medium.

BF-221 wurden auf eine Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen/ml angesetzt und mit 1000ug/ml Fe,0s-PVA-BSA-
FITC Partikel fir 12h in serumhaltigem HMI9-Medium inkubiert (37°C, 5% CO2). A) unbehandelte
Kontrollzelle, B) und C) mit Fe;03-PVA-BSA-FITC Nanopartikeln behandelte Trypanosomen. B) Nanopartikel
in Lysosom (L), C) Nanopartikel in Endosom (E). AC = Acidocalcisom, FT = Flagellumtasche, E = Endosom,
GL = Glykosom, L = Lysosom, M = Mitochondrium, N = Nukleus.

In den Parasiten, die mit 1000ug/ml der Fe,03-PVA-Tf-FITC Partikel fur
24h in serumhaltigem Medium inkubiert wurden, konnte die Aufnahme
ebenfalls durch die elektronenmikroskopische Analyse nachgewiesen
werden (Abbildung 34). Die Nanopartikel waren auch hier wieder
hautsachlich in den Lysosomen (L) zu finden (Abbildung 34 B-D).
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B)

Abbildung 34: TEM. Aufnahme der Fe;03-PVA-Tf-FITC Partikel durch Trypanosoma brucei in
serumhaltigem HMI9-Medium.

BF-221 wurden auf eine Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen/ml angesetzt und mit 1000ug/ml der Fe,03-PVA-Tf-
FITC Partikel fiir 24h in serumhaltigem BF-Medium inkubiert (37°C, 5% CO;). A) unbehandelte Kontrollzelle,
B) — D) Nanopartikel in Lysosomen (L). AC = Acidocalcisom, G = Golgi, GL = Glykosom, L = Lysosom,
M = Mitochondrium, N = Nukleus.

Bei allen drei getesteten Partikeltypen (Fe20s-PVA, Fe203-PVA-BSA-FITC,
Fe,03-PVA-Tf-FITC) waren nach der Behandlung mit Nanopartikeln
keine morphologischen Veranderungen im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollzellen zu erkennen (Abbildung 32 A, Abbildung
33 A, Abbildung 34 A). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine
Aufnahme von sowohl unbeschichteten Fe,0s-PVA Partikeln als auch
von proteinbeschichteten Fe;03-PVA-BSA-FITC und Fe;03-PVA-Tf-FITC
Partikeln unter serumhaltigen Bedingungen moglich ist. Diese
Aufnahme scheint keinen morphologischen Effekt auf die Parasiten zu

haben, da keine Unterschiede zu den unbehandelten Kontrollzellen zu
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erkennen waren. Jedoch sind bei allen drei getesteten
Eisenoxidpartikeltypen, unabhangig von ihrer Beschichtung, sehr hohe
Konzentrationen bis zu 1000ug/ml und sehr lange Inkubationszeiten
von bis zu 12h oder 24h nétig, um eine effiziente Aufnahme der
Nanopartikel in nahezu alle Zellen zu erreichen.

3.6.5 Ultrastrukturelle Analyse der Aufnahme der
Sialinsdure-modifizierten Fe,0Os-Partikel unter
serumhaltigen Bedingungen

Neben Polymeren, wie z.B. PVA oder Proteinen wie BSA und Transferrin
konnen auch Sialinsauren zur Oberflachenmodifizierung von
Nanopartikeln verwendet werden. Deshalb wurden im Rahmen dieser
Arbeit auch Eisenoxidnanopartikel an Trypanosomen getestet, die mit
unterschiedlichen Sialinsdaurederivaten beschichtet wurden. Da keiner
der getesteten Partikel einen deutlichen zytotoxischen Effekt auf die
Parasiten hatte (Abbildung 17 A-C) sollte mit Hilfe der
Transmissionselektronenmikroskopie untersucht werden, ob es zu einer
Aufnahme der Partikel kam. Hierfiir wurden die Parasiten wie unter
2.4.7.2.1 auf eine Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen/ml angesetzt und mit
jeweils 1000upg/ml der entsprechenden Nanopartikelsuspension
(Fe203- AllylthioNeu5Ac, Fe 03-APS und Fe203-NANA) fir 24h bei 37°C
und 5% CO; inkubiert. AnschlieBRend wurden die Zellen eingebettet und
fiir die Elektronenmikroskopie vorbereitet (2.4.7.2.4).
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Abbildung 35: TEM. Aufnahme der Sialinsdurederivat-modifizierten Eisenoxidpartikel durch Trypanosoma
brucei in serumhaltigem HMI9-Medium.

BF-221 wurden auf eine Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen/ml angesetzt und mit jeweils 1000ug/ml der Fe20s-
AllylthioNeu5Ac, Fe203-APS, Fe203-NANA in HMI9- Medium inkubiert (37°C, 5% CO.). AnschlieRend wurden
die Zellen eingebettet und mit dem TEM untersucht (EM10, Zeiss). A) unbehandelte Kontrollzelle, B) und C)
Trypanosomen behandelt mit Fe,Os-AllylthioNeu5Ac, D) und E) mit Fe20s-APS, F) mit Fe20s-NANA,
AC = Acidocalcisom, EV =endozytotisches Vesikel, F=Flagellum, FT = Flagellumtasche, GL = Glykosom,
kDNA = Kinetoplasten DNA, L = Lysosom, M = Mitochondrium, N = Nukleus.
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Bei keinem der mit Nanopartikel behandelten Trypanosomen waren
morphologische Unterschiede zu den unbehandelten Kontrollzellen
festzustellen (Abbildung 35). Bei allen der Sialinsdure-modifizierten
Nanopartikel-Chargen war aber eine Aufnahme der Partikel zu
erkennen, wobei die meisten Partikel nach einer 24h-stiindigen
Inkubation in der Flagellumtasche (FT) (Abbildung 35 B und D) lokalisiert
waren oder in den Lysosomen (L) akkumulierten (Abbildung 35 C, E und
F).

3.6.6 Ultrastrukturelle Analyse der Aufnahme von Fe;03-
PVA, Fe;03-PVA-BSA-FITC und Fe;03-PVA-Tf-FITC
Partikeln unter serumfreien Bedingungen

Wahrend der 1-stiindigen Inkubation der Trypanosomen unter
serumfreien Bedingungen mit den unbeschichteten Fe,O3-PVA-DTAF
Partikeln und den beiden proteinbeschichteten Fe;03-PVA-BSA-FITC
und Fe;03-PVA-Tf-FITC Partikeln war mit der Durchflusszytometrie ein
deutlicher konzentrationsabhadngiger Anstieg im prozentualen Anteil
der fluoreszierenden Zellen messbar (Abbildung 24 , Abbildung 26). Nun
musste die Aufnahme der Partikel in die Parasiten noch bestatigt und
ihre Lokalisation innerhalb der Zelle durch eine
transmissionselektronenmikroskopische Analyse ndher untersucht
werden. Die Zellen wurden hierfiir analog zu der Durchflusszytometrie
wie unter 2.4.7.2.2 angesetzt, mit 1000ug/ml der entsprechenden
Nanopartikelsuspension behandelt (Fe203-PVA, Fe.0s3-PVA-BSA-FITC,
Fe,03-PVA-Tf-FITC) und fiir 1h in serumfreiem Medium inkubiert (37°C,
5% CO,). AnschlieBend wurden die Parasiten eingebettet und fiir das
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TEM vorbereitet (2.4.7.2.4). Nach einer 1-stiindigen Inkubation waren
bei den unbeschichteten Fe;03-PVA Partikeln keine morphologischen
Veranderungen der Parasiten selbst, aber auch keine endozytierten
Nanopartikel zu erkennen. Sowohl in der Flagellumtasche (FT), den
Lysosomen (L) als auch in den Autolysosomen (AL) der Fe,Os3-PVA
behandelten Parasiten waren keine Ansammlungen von Nanopartikeln
zu erkennen (Abbildung 36 B-D).

Abbildung 36: TEM. Aufnahme der Fe,0s-PVA-DTAF Partikel durch Trypanosoma brucei in serumfreiem
HMI9-Medium.

BF-221 wurden dreimal mit serumfreiem Medium gewaschen, auf eine Zelldichte von 1 x 10° Zellen/ml
angesetzt und mit 1000ug/ml der Fe,0s-PVA-DTAF Partikel fur 1h in serumfreiem HMI9- Medium inkubiert
(37°C, 5% CO2). A) unbehandelte Kontrollzellen, B) - D) mit 1000ug/ml der Fe;Os- PVA Nanopartikel
behandelte Trypanosomen. B) leere Flagellumtasche (FT), C) leere Lysosomen (L) und D) leeres Autolysosom.
AC = Acidocalcisom, AL = Autolysosom, EV = endozytotisches Vesikel, F = Flagellum, FT = Flagellumtasche,
GL = Glykosom, kDNA = Kinetoplasten DNA, L = Lysosom, M = Mitochondrium, N = Nukleus, Nu = Nukleolus,
rER = endoplasmatisches Retikulum.
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Abbildung 37: TEM. Aufnahme der Fe;0s3-PVA-BSA-FITC Partikel durch Trypanosoma brucei in
serumfreiem HMI9-Medium.

BF-221 wurden dreimal mit serumfreiem Medium gewaschen, auf 1 x 10° Zellen/ml angesetzt und mit
1000pg/ml der Fe;03-PVA-BSA-FITC Partikel fir 1h in serumfreiem Medium inkubiert (37°C, 5% CO.). A)
Kontrollzellen, B) Nanopartikel in endozytotischen Vesikeln (EV) um die Flagellumtasche (FT), C) in EV im
Cytosol, D) in einem Lysosom (L), E) in einem Autolysosom (AL) und F) eine multivesikulare Struktur (MVS)
im Mitochondrium. AC = Acidocalcisom, AL = Autolysosom, EV = endozytotisches Vesikel, F = Flagellum,
FT = Flagellumtasche, GL = Glykosom, kDNA = Kinetoplasten DNA, L=Lysosom, M = Mitochondrium,
MVS = multivesikuldre Struktur, N = Nukleus, Nu = Nukleolus, rER = raues endoplasmatisches Retikulum.
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Im Gegensatz zu den unbeschichteten Fe;Os-PVA Partikeln war sowohl
bei den Fe;03-PVA-BSA-FITC als auch bei den Fe;0s3-PVA-Tf-FITC
Partikeln eine deutliche Aufnahme der Nanopartikel in die
Trypanosomen zu erkennen (Abbildung 37, Abbildung 38). Zahlreiche
Nanopartikel waren in der Flagellumtasche (FT) (Abbildung 38 B) und in
sich abschniirenden endozytotischen Vesikeln (EV) um die
Flagellumtasche (Abbildung 37 B) oder im Cytosol zu finden (Abbildung
37 C). Einige Partikel befanden sich in Endosomen (Abbildung 38 C) und
die meisten Partikel hatten sich nach einer 1-stiindigen Inkubation in
serumfreiem Medium bereits in den Lysosomen (L) (Abbildung 37 D)
oder in den Autolysosomen (AL) angesammelt (Abbildung 37 E,
Abbildung 38 D-E). Ebenfalls auffallig war das Auftreten von zahlreichen
multivesikularen Strukturen (MVS) in den mit Nanopartikel behandelten
Trypanosomen, die im Bereich der Mitochondrien auftraten (Abbildung
37 F, Abbildung 38 D). Obwohl Trypanosomen eine der hdchsten
bekannten Endozytoseraten besitzen [203], war eine Aufnahme von
unbeschichteten Fe;03-PVA Partikeln auch unter serumfreien
Bedingungen nicht moglich. Im Gegensatz hierzu, war eine schnelle
Aufnahme der beiden proteinbeschichteten Fe,03-PVA-BSA-FITC und
Fe,03-PVA-Tf-FITC Partikel nachzuweisen. Zahlreiche Nanopartikel
waren innerhalb der Zellen in der Flagellumtasche (FT), in
endozytotischen Vesikeln (EV), in Endosomen, hauptsachlich aber in den
Lysosomen (L) und Autolysosomen (AL) zu finden.
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Abbildung 38: TEM. Aufnahme der Fe;0s-PVA-Tf-FITC Partikel durch Trypanosoma brucei in serumfreiem
Medium.

BF-221 wurden dreimal mit serumfreiem Medium gewaschen, dann auf eine Zelldichte von
1x10% Zellen/ml angesetzt und mit 1000pg/ml der Fe,Os-PVA-Tf-FITC Partikel fur 1h in serumfreiem
Medium inkubiert (37°C, 5% COz). A) unbehandelte Kontrollzellen, B) - E) Trypanosomen behandelt mit
1000pg/ml Fe,03-PVA-Tf-FITC. B) Nanopartikel in der Flagellumtasche (FT), C) Nanopartikel in Endosomen
(E), D) und E) Nanopartikel in Autolysosomen (AL). AL = Autolysosom, E = Endosom, EV = endozytotisches
Vesikel, ER =endoplasmatisches Retikulum, FT = Flagellumtasche, G = Golgi-Apparat, GL = Glykosom,
M = Mitochondrium, MVS = multivesikuldre Struktur, N = Nukleus.
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Es konnten jedoch keine Unterschiede zwischen der Pinozytose der BSA
und der Rezeptor-vermittelten Endozytose der Transferrin
beschichteten Partikel festgestellt werden.

3.7 Blockade der Endozytose

3.7.1 Inkubation von Trypanosomen mit Fe;03-PVA-DTAF,
Fe203-PVA-BSA-FITC und Fe,03-PVA-Tf-FITC Partikeln
unter serumfreien Bedingungen bei 4°C

Um zu demonstrieren, dass es sich bei der Aufnahme der Fe;03-PVA-
DTAF, Fe,0s3-PVA-BSA-FITC und Fe,03-PVA-Tf-FITC Partikel tatsachlich
um einen aktiven Prozess handelte, wurden die Parasiten wahrend der
Nanopartikelbehandlung bei 4°C inkubiert. Hierfir wurden die
Trypanosomen wie unter 2.4.7.2.3 beschrieben auf eine Zelldichte von
1 x 108 Zellen/ml angesetzt und fiir 1h bei 4°C mit einer Konzentration
von jeweils 1000pg/ml der entsprechenden Suspension in serumfreiem
Medium inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen fir die TEM-Analyse
vorbereitet (2.4.7.2.4). Wahrend der 1-stlindigen Inkubation bei 4°C
kam es bei keinem der drei Partikel (Fe203-PVA-DTAF, Fe;03-PVA-BSA-
FITC, Fe203-PVA-TF-FITC) zu einer Aufnahme in die Trypanosomen. In
den Parasiten, die mit 1000ug/ml der Fe;03-PVA-DTAF Partikel
behandelt wurden waren keine Partikel in der Flagellumtasche (FT) oder
an irgendeiner anderen Stelle innerhalb der Zelle zu finden (Abbildung
39 B).
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Abbildung 39: TEM. Inkubation von Trypanosomen mit Fe;0s-PVA-DTAF, Fe;0s3-PVA-BSA-FITC und
Fe203- PVA-T{-FITC Partikeln unter serumfreien Bedingungen bei 4°C.

BF-221 wurden auf eine Zelldichte von 1x10° Zellen/ml angesetzt und mit jeweils 1000ug/ml der
Fe20s- PVA-DTAF, Fe203-PVA-BSA-FITC oder Fe203-PVA-Tf-FITC Partikelsuspension behandelt. AnschlieRend
wurden die Parasiten flr 1h bei 4°C inkubiert, dann eingebettet und transmissionselektronenmikroskopisch
untersucht (EM10, ZEISS) A) unbehandelte Kontrollzellen, B) Flagellumtasche (FT) in Fe,Os-PVA-DTAF
behandelte Trypanosomen, C) Fe;Os-PVA-BSA-FITC Partikel in der Flagellumtasche (FT), D) Fe,0s-PVA-Tf-
FITC Partikel in der Flagellumtasche (FT). EV = endozytotisches Vesikel, F = Flagellum, FT = Flagellumtasche,
M = Mitochondrium.

Bei Trypanosomen, die mit jeweils 1000ug/ml der proteinbeschichteten
Fe,03-PVA-BSA-FITC oder Fe;03-PVA-Tf-FITC Partikel inkubiert wurden,
war hingegen eine deutliche Akkumulation von Nanopartikeln in der
Flagellumtasche (FT) zu erkennen. Jedoch waren auch hier keine Partikel
in endosomalen Strukturen innerhalb der Zelle zu finden (Abbildung 39
C und D). Es zeigte sich somit deutlich, dass es sich bei der Aufnahme
der beiden proteinbeschichteten Partikel (Fe;0s3-PVA-BSA-FITC und

115



Ergebnisse

Fe,03-PVA-Tf-FITC) unter serumfreien Bedingungen um einen aktiven
Prozess handelt. Die Ergebnisse zu allen untersuchten Nanopartikeln
sind in der Tabelle 7 zusammengestellt.
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Tabelle 7: Zusammenfassung der Ergebnisse

Nanopartikel | Organis- Zytotoxizitat Zytotoxizitat Fluoreszenz- FACS FACS TEM, TEM, TEM,
(NP) mus/ 0,1- 0,1- mikroskopie (37°C, 1h,3h, (37°C, 1h) (37°C, 24h) | (37°C,1h) (4°C,1h)
Zellen 1000pg/ml 1000pug/ml 6h,12h,24h) - Serum 1000pg/ml | 1000pg/ml | 1000ug/ml
+Serum - Serum + Serum + Serum - Serum - Serum
Si0z/ Erythro- toxisch NP
SiO2-APTES- zyten TCso= | - inMembran | --e- | eeeeee | e [ e [ e
FITC 15,6ug/ml
SiO: T.b.b toxisch | e | | e e NPinL | = | -
> 50pg/ml
Fe203 T.b.b. toxisch keine NP in
>10ug/ml | | | e e Zelle | |
(stat. Phase)
Fe203-PVA Erythro- nicht toxisch | == | s | e e e e e
zyten 0,1-500pg/ml
Fe203-PVA/ T.b.b. nicht toxisch nicht toxisch | - langsame kaum NPinL keine NP in keine NP
-DTAF Aufnahme Aufnahme Zelle in FT oder
moglich in Zelle
Fe,0s-PVA- Erythro- nicht toxisch | - | = | e | e | e e e
BSA zyten 0,1-500pg/ml
Fe203-PVA- T.b.b. nicht toxisch nicht toxisch |  ---- langsame rasche NPinL, E NP in EV,L, NP nur
BSA/ -FITC Aufnahme Aufnahme AL, in FT, nicht
moglich > 10ug/ml viele MVS in der Zelle
Fe;03-PVA-Tf | Erythro- nichttoxisch | - | s e e e s e
zyten 0,1-500pg/ml
Fe203-PVA- T.b.b. nicht toxisch nicht toxisch NP in der langsame rasche NPinL NP in FT, E, NP nurin
Tf/-FITC N&he der FT Aufnahme Aufnahme AL, FT, nicht in
moglich > 10ug/ml viele MVS der Zelle




Nanopartikel | Organis- Zytotoxizitat Zytotoxizitat Fluoreszenz- FACS FACS TEM, TEM, TEM,

(NP) mus 0,1- 0,1- mikroskopie (37°C, 1h,3h, (37°C, 1h) (37°C, 24h) | (37°C,1h) (4°C,1h)
1000ug/ml 1000pug/ml 6h,12h,24h) - Serum 1000pg/ml | 1000pg/ml | 1000ug/ml
+Serum - Serum + Serum +Serum - Serum - Serum

Fe,0s- T.b.b. nicht toxisch |  -=-—-—- | s | e | e NPinFT,L | == | = -

AllylthioNeu5

Ac

Fe,03-APS T.b.b. nichttoxisch | - | e[ e e NPinFT,L | - | -

Fe;03-NANA T.b.b. nichttoxisch | - | | e | e NPinL | = | -

Abkiirzungen: AL = Autolysosom, E = Endosom, EV = endozytotisches Vesikel, FT = Flagellumtasche, L = Lysosom, MVS = multivesikulare Struktur, NP = Nanopartikel.




Diskussion

4 Diskussion

4.1.1 Zytotoxischer Effekt von Siliziumpartikeln auf
Erythrozyten und Trypanosomen

Die afrikanische Schlafkrankheit wird durch eukaryontische Parasiten
der Art Trypanosoma brucei hervorgerufen und durch den Biss der
Tsetse-Fliege auf den Saugetierwirt Gbertragen. Die beiden Unterarten
T.b. rhodesiense und T.b. gambiense sind humanpathogen, wohingegen
die dritte Unterart T.b. brucei nur Tiere befallt. Die Erreger verbleiben
im 1. Stadium der Krankheit im Blut und in der Lymphflissigkeit
(hamolymphatische Phase) und sie dringen erst im 2. Stadium in das
zentrale Nervensystem ein (meningoenzephalitische Phase) [19]. Bis
heute gibt es aber nur wenige Medikamente zur Behandlung der HAT
auf dem Markt, deren Entdeckung und Entwicklung tGiberwiegend Gber
50 Jahre zuriickliegt. Alle gdngigen Medikamente sind jedoch aufgrund
von hohen Produktionskosten, geringer Wirksamkeit, unerwiinschten
Nebeneffekten, hohen Toxizitdten, sowie Schwierigkeiten bei der
Verabreichung und der Entwicklung von Resistenzen nicht
zufriedenstellend [51]. Deshalb ist die Entwicklung neuer Medikamente
zur Behandlung der HAT unbedingt notwendig. Hierbei koénnten
Nanopartikel eine entscheidende Rolle spielen, denn sie sind aus
unterschiedlichen Griinden fiir die medizinische Anwendung sehr
interessant: Zum einen sind sie in etwa so grol’ wie Makromolekiile und
dadurch, dass ihre Oberflache spezifisch modifiziert werden kann [168],
ist ein gezieltes targeting von einzelnen Zellen [187, 204] oder auch der
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gerichtete Transport in spezielle Organe (z.B. in das ZNS) moglich [188].
Zum anderen kann die Loslichkeit von Medikamenten durch die
Anheftung, Adsorption oder die Inkorporation in Nanopartikel deutlich
erhoht werden [168, 186]. In zahlreichen Studien wurden bereits
sowohl in vitro als auch in vivo Liposomen und Polymernanopartikel als
Medikamenten-Carrier zur Verwendung gegen Malaria, Leishmaniose,
Chagas-Krankheit und die afrikanische Schlafkrankheit getestet [185].
Auch Nanobody (NbANn33) konjugierte Pentamidin-beladene PEG-PLGA
(poly D, L-Laktid-Co- Glykolsaure) Nanopartikel und Nanobody (NbAn33)
konjugierte Pentamidin-beladene Chitosan Nanopartikel, die ein fir
herkdmmliche Antikérper nicht zugangliches Epitop im GPI-Anker von
VSG erkennen, zeigten sowohl in vivo als auch in vitro eine starkere anti-
trypanosomale Wirkung als freies Pentamidin [187, 204]. Aber auch
keramische Nanopartikel wie z.B. Siliziumoxidpartikel [169, 172] oder
magnetische Eisenoxidnanopartikel [205, 206] konnten zum
zielgerichteten Medikamententransport eingesetzt werden. Aus diesen
Grinden wurden im Rahmen dieser Arbeit die Zytotoxizitat und die
Aufnahme von Siliziumpartikeln und unterschiedlichen
Eisenoxidpartikeln, sowohl an Trypanosomen, als auch an Erythrozyten
getestet, um ihren moglichen Einsatz als Medikamenten-Carrier zur
Behandlung der HAT ndher zu untersuchen. Diese Untersuchungen
wurden in Kooperation mit Prof. Dr. Thomas Wieder vom
Universitatsklinikum Tibingen und Dr. Bernd Reinhard vom
Leibniz- Institut fir Neue Materialien (INM) in Saarbricken
durchgefiihrt. Zuerst wurde der zytotoxische Effekt von SiO;- Partikeln
( ~8nm) wie wunter 2.4.3 auf Trypanosomen mit Hilfe von
Wachstumskurven im Bereich von 10ug/ml - 1000ug/ml untersucht.
Diese zeigten ab einer Konzentration von 50ug/ml einen minimalen
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inhibitorischen Effekt auf die Proliferation der Parasiten, der mit
ansteigender Konzentration deutlich zunahm und zu deren Absterben
fihrte (Abbildung 13). Obwohl SiO;-Partikel im Allgemeinen als
biologisch vertraglich angesehen werden, zeigten sie sowohl in vivo als
auch in vitro zahlreiche zytotoxische Effekte. So fihrte die
intraperitoneale Injektion amorpher SiO;-Partikel in Mausen zu
Entzlindungsreaktionen [207] und nach einer intravendsen Injektion
akkumulierten die Partikel hauptsachlich in Makrophagen der Leber und
der Milz [208]. In vitro Experimente an verschiedenen humanen Zellen
zeigten ebenfalls einen zytotoxischen Effekt von SiO,-Partikeln in der
Endothel-Zelllinie EAHY96 [209], in A549 Alveolarepithelzellen der
Lunge [210], in Fibroblasten [211] und in HaCaT Keratinozyten [212].
Typischerweise haben Siliziumpartikel ab einer Konzentration von
> 10pg/ml einen Effekt auf die Vitalitat von Saugetierzellen [213, 214],
wobei die Toxizitat sowohl von der GréRe, der Dosis als auch vom Zelltyp
abhangig ist [209, 214]. Als modgliche Wirkungsmechanismen der
Siliziumpartikel wird die Endozytose-abhangige Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS), die zu einem DNA-Schaden fihrt [215], eine
Membranzerstérung [216] sowie die Induktion von Apoptose und
Zellzyklusarrest diskutiert [213, 217]. Auch andere keramische
Nanopartikel zeigten einen zytotoxischen Effekt z.B. auf Leishmanien
[218] oder auf Fibroblasten und Makrophagen [219]. Die weitere
Untersuchung mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie
(2.4.7.2.1, 2.4.7.2.4) zeigte, dass es zu einer Aufnahme der SiO,-Partikel
in die Trypanosomen kam. Nach einer 24-stiindigen Inkubation mit
50ug/ml der SiOz-Partikel in serumhaltigem Medium waren sie vor
allem in den Lysosomen zu finden, ansonsten waren in den Parasiten
keine morphologischen Verdanderungen im Vergleich zu den
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unbehandelten Kontrollzellen zu erkennen (Abbildung 30). Eine
Aufnahme von SiO;-Partikeln konnte auch in Hela Zellen [220], in
A549 Zellen [201, 214] und in HepG2 Leberkarzinom-Zellen
nachgewiesen werden [221, 222]. In diesen Fallen konnten die Partikel
sowohl im Cytosol, in Vesikeln, in endosomalen Strukturen, in
Lysosomen [201, 214, 220, 221], den Mitochondrien [214, 221] und im
Nukleus gefunden werden [222]. Um den zytotoxischen Effekt von
fluoreszenzmarkierten  Siliziumpartikeln ~ (SiO-APTES-FITC)  auf
Erythrozyten zu untersuchen, wurden die Zellen wie unter 2.4.4
vorbereitet und die Lyse der Zellen photometrisch bestimmt. Hier zeigte
sich nach einer 3-stiindigen Inkubation ein dosisabhangiger Anstieg der
Hamolyse, wobei die TCso bei ca. 15,6ug/ml lag (Abbildung 19). Der
hamolytische Effekt macht diese Nanopartikel fiir die Anwendung im
Patienten wertlos. Die TCso von nicht porésen SiO,-Partikeln mit einer
GroRRe von ~24nm lag nach 3h bei 8,8ug/ml [199]. Es zeigte sich zudem,
dass die Hamolyse von Erythrozyten durch nicht-pordse SiO;-Partikel
sowohl von der Dosis als auch der GroRe abhangig ist, wobei kleinere
Partikel eine deutlich starkere Hamolyse hervorrufen als groRere [199].
Hierfir ist vermutlich die groRere Oberflache pro Masse von kleineren
Nanopartikeln verantwortlich und die damit einhergehende héhere
Anzahl an reaktiven Silanol-Gruppen [199]. Die dosisabhdngige
Hamolyse konnte auch bei pordsen SiO,-Partikeln bestatigt werden,
wobei diese eine geringere Hamolyse Aktivitat zeigten als nicht porose
[199, 223]. Hier lag die TCso von ~25nm groRRen Siliziumpartikeln bei
991ug/ml  [199]. Bei einer genaueren Betrachtung des
Wirkungsmechanismus durch Fluoreszenzmikroskopie zeigte sich, dass
die toxische Wirkung auf Erythrozyten nicht durch eine Aufnahme der
Partikel hervorgerufen wurde, sondern diese in die Membranen der
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Zellen inserierten und zu deren Lyse fihrten (Abbildung 27). Diese
Beobachtung der Membranzerstérung durch nicht-porose SiO,-Partikel
konnte auch durch die Messung von Propidiumiodid positiven Zellen
bestatigt werden [224]. Andere Studien zeigten jedoch, dass porose
SiO,-Partikel mit einer GréRe von ~100nm nur an die Membran von
Erythrozyten adsorbierten und sie nicht zerstorten. GroBere SiO;-
Partikel (~600nm) adsorbierten ebenfalls an die Membran, fiihrten zu
deren Deformation und zu einer Aufnahme der Partikel [225].

4.1.2 Zytotoxischer Effekt von Eisenoxidpartikeln auf
Erythrozyten und Trypanosomen

Eisenoxidpartikel (y-Fe;Os und Fe>0s) werden als biokompatibel,
biologisch abbaubar und nicht toxisch angesehen und wurden bereits
flir zahlreiche biomedizinische Anwendungen genutzt [176], z.B. bei der
Zellsortierung [226], beim zielgerichteten Medikamententransport
[227], als Kontrastmittel fir die Magnetresonanztomographie (MRT)
[228] und bei der hyperthermischen Behandlung [229]. Aufgrund dieser
Vorteile wurden sie im Rahmen dieser Arbeit auch an Trypanosomen
und Erythrozyten getestet. Zunachst wurde wie unter 2.4.3 beschrieben
die Zytotoxizitat von unbeschichteten Fe,0s Partikeln auf Trypanosoma
brucei untersucht, wobei im getesteten Konzentrationsbereich von
0,1pug/ml - 1000pg/ml kein Einfluss in der exponentiellen
Wachstumsphase festzustellen war. Es kam jedoch ab einer
Konzentration von 100ug/ml zu einer verkiirzten stationdren Phase, die
mit steigender Konzentration deutlich zunahm (Abbildung 14). Eine
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mogliche Erklarung kénnte eine Anderung in der Zusammensetzung des
Mediums sein, die durch die Bindung von Serumproteinen, Vitaminen,
Aminosauren und lonen an die Fe,03-Partikel hervorgerufen wird [179,
230]. Nach einer 90-mindtigen Inkubation mit 1000ug/ml der
Fe;0s- Partikel war zusatzlich noch eine Agglomeration der Partikel im
Medium zu erkennen, was vermutlich die Aufnahme der Partikel in die
Parasiten verhinderte (Abbildung 31). Da unbeschichtete Nanopartikel
in der Regel sehr schnell in Medium und unter physiologischem pH-Wert
agglomerieren und zwar durch eine Interaktion der Nanopartikel selbst,
als auch mit den Molekilen im Medium, werden sie meistens mit
Polymeren, sogenannten Dispersionsmitteln stabilisiert [231]. Hierbei
kommen in der klinischen Anwendung vor allem Dextran [178], Alginat
[232], Chitosan [229], Polyvinylalkohol (PVA) [180, 233] oder
Polyethylenglykol (PEG) [179] zum Einsatz. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden die Eisenoxidnanopartikel mit PVA stabilisiert. Die PVA
beschichteten Fe,0s-Partikel zeigten lGber die gesamte Kultivierungszeit
eine geringere Toxizitdt als die nackten Fe,Os-Partikel. Bei keiner der
getesteten Konzentrationen (0,1pug/ml - 1000ug/ml) war ein Einfluss auf
die Proliferation der Parasiten zu erkennen, wohingegen die mit den
Fe,0s Partikel behandelten Trypanosomen ab 100ug/ml eine verkirzte
stationdre Phase zeigten (Abbildung 14, Abbildung 15 A). Eine geringere
Toxizitat von PVA-beschichteten Eisenoxidpartikeln im Vergleich zu
unbeschichteten Partikeln konnte auch in Mausfibroblasten gezeigt
werden [233].

Um eine Aufnahme der Partikel in die Zellen zu gewahrleisten und ihre
biologische Vertraglichkeit zu steigern, kénnen die Oberflaichen der
Nanopartikel zusatzlich mit Proteinen wie humanem Transferrin [182]
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oder BSA [181] modifiziert werden. Da Trypanosomen Proteine Uber
Pinozytose (BSA) und Rezeptor-vermittelte Endozytose (Tf) aufnehmen
[129], wurden die Fe;0s3-PVA Partikel im weiteren Verlauf dieser Arbeit
mit BSA und humanem Tf modifiziert. Auch bei den beiden
proteinbeschichteten Partikeln war im getesteten
Konzentrationsbereich von 0,1ug/ml - 1000ug/ml fir die Fe203-PVA-Tf
bzw. 0,1pg/ml - 2000ug/ml fir die Fe,03-PVA-BSA Partikel kein
deutlicher inhibitorischer Effekt auf das Wachstumsverhalten der
Parasiten zu erkennen (Abbildung 15 B und C). Anschliefend wurde die
Toxizitat der unbeschichteten und der beiden proteinbeschichteten
Eisenoxidnanopartikeltypen (Fe,0s-PVA, Fe;03-PVA-BSA, Fe;03-PVA-TT)
im Bereich von 0,1pg/ml - 500ug/ml an Erythrozyten getestet. Bei allen
drei Partikeln war die Lyse < 3% (Abbildung 20). Dies stimmt mit den
Beobachtungen in der Literatur Uberein. Auch hier war keine
hamolytische Wirkung von Eisenoxidnanopartikeln auf Erythrozyten im
Bereich von 5ug/ml - 1000ug/ml festzustellen [200]. Um die Aufnahme
der Partikel mittels Fluoreszenzmikroskopie oder Durchflusszytometrie
untersuchen zu kénnen, wurden alle drei Partikel noch zusatzlich mit
dem Fluoreszenzfarbstoff  FITC markiert (Fe203-PVA-DTAF,
Fe>Os- PVA- BSA-FITC, Fe203-PVA-TE-FITC). Auch die
Fluoreszenzmarkierung hatte sowohl unter serumhaltigen (Abbildung
16 A-C) als auch unter serumfreien Bedingungen (Abbildung 18 A-C)
keinen Einfluss auf die Vitalitdt der Parasiten. Im Gegenteil, unter
serumfreien Bedingungen (berlebten Trypanosomen, die mit
Konzentrationen = 100ug/ml der BSA-beschichteten Fe;Os-PVA Partikel
inkubiert wurden sogar langer als die Kontrollzellen (Abbildung 18 B).
Dieser Effekt war bei Parasiten, die mit den Fe;03-PVA-DTAF und den
Fe203-PVA-Tf-FITC Partikeln inkubiert wurden nicht zu erkennen
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Abbildung 18 A und C). Dass unterschiedlich beschichtete
Eisenoxidnanopartikel eine geringe beziehungsweise gar keine Toxizitat
aufweisen, konnte auch bei anderen Zelllinien gezeigt werden, jedoch
meistens unterhalb einer Konzentration von 100ug/ml [230]. Bei
einigen Zelltypen war aber auch eine Behandlung mit sehr viel héheren
Konzentrationen moglich. So zeigten z.B. menschliche Makrophagen,
die mit einer Konzentration von 1mg/ml Dextran umbhillter
Eisenoxidpartikel ( ~30nm) inkubiert wurden, keinen zytotoxischen
Effekt [234], und die ICsp von Silizium beschichteten
Eisenoxidnanopartikeln (~50nm) lag bei der humanen Zelllinie A549 bei
4mg/ml [235].

Eine weitere Moglichkeit zur Stabilisierung von Nanopartikeln in
Medium und wahrend der medizinischen Anwendung bietet die
Oberflachenmodifizierung mit Sialinsdurederivaten. Ein Vorteil
gegeniiber anderen Modifikationen besteht darin, dass es sich dabei um
endogene Substanzen handelt, die nicht immunogen aber biologisch
abbaubar sind [236]. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit auch die
Toxizitat unterschiedlicher Sialinsdurederivat-modifizierter
Eisenoxidnanopartikel an Trypanosomen getestet. Keiner der
getesteten Partikel (Fe,Os-AllylthioNeu5Ac, Fe;0s3-APS, Fe,03-NANA)
zeigte im untersuchten Konzentrationsbereich von 0,1pug/ml -
1000pg/ml einen deutlichen inhibitorischen Effekt auf das
Wachstumsverhalten der Parasiten (Abbildung 17 A-C).
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4.1.3 Untersuchung der Endozytose von Eisenoxidpartikeln
unter serumhaltigen und serumfreien Bedingungen
mittels Durchflusszytometrie

Die Fe203-PVA-DTAF, Fe;03-PVA-Tf-FITC und Fe203-PVA-BSA-FITC
Partikel zeigten im untersuchten Konzentrationsbereich
(0,1ug/ml - 1000pg/ml bzw.  0,ipug/ml - 2000upg/ml  flr
Fe,0s- PVA- BSA- FITC) sowohl unter serumfreien als auch
serumhaltigen Bedingungen keine Toxizitat auf Trypanosoma brucei
(Abbildung 16, Abbildung 18). Deshalb sollte nun mittels
Durchflusszytometrie analysiert werden, ob es Uberhaupt zu einer
Aufnahme der Partikel in die Parasiten kam, ob es einen Unterschied in
der Endozytose von unbeschichteten oder proteinbeschichteten
Eisenoxidnanopartikeln gibt und ob das im Medium enthaltene Serum
eine Wirkung auf die Endozytose hat. Hierflr wurden die Trypanosomen
wie unter 2.4.5 mit den entsprechenden Partikelkonzentrationen
behandelt  (0,1pg/ml-1000ug/ml  fir  Fe;03-PVA-DTAF  und
Fe,03- PVA- Tf-FITC bzw. 0,1pg/ml - 2000pg/ml flr
Fe,0s3- PVA- BSA- FITC) und fur unterschiedliche Zeitrdume (1h, 3h, 6h,
12h, 24h) inkubiert. Unter serumhaltigen Bedingungen zeigte sich bei
allen drei Partikeln ein zeit- und konzentrationsabhangiger Anstieg im
prozentualen Anteil der FITC-A  positiven Zellen, wobei
Inkubationszeiten bis zu 24h und Konzentrationen bis zu 1000ug/ml
notig waren, um eine Aufnahme in fast alle Zellen (ca. 80-95%) zu
erreichen. Bei den Trypanosomen, die mit den unbeschichteten
Fe,0s- PVA-DTAF Partikeln behandelt wurden, zeigten nach einer 24-
stiindigen Inkubation mit 1000pg/ml ca. 90% der Zellen ein
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Fluoreszenzsignal (Abbildung 21). Im Gegensatz hierzu, wurde das
Maximum bei den beiden proteinbeschichteten Fe;03-PVA-Tf-FITC und
Fe,03-PVA-BSA-FITC Partikeln bereits nach einer 12-stiindigen
Inkubation erreicht. So zeigten bei einer Konzentration von 1000ug/ml
jeweils ca. 80% der Zellen ein Fluoreszenzsignal (Abbildung 22,
Abbildung 23). Bei einer Konzentration von 2000ug/ml war bei den mit
Fe,03-PVA-BSA-FITC Partikeln inkubierten Trypanosomen bei ca. 95%
der Zellen ein FITC-Signal messbar (Abbildung 22). Diese langen
Inkubationszeiten von bis zu 24h sind jedoch sehr ungewohnlich fir
Trypanosomen, da sie eine sehr hohe Endozytoserate aufweisen und
das obwohl die Flagellumtasche, der einzige Ort der Endo- und
Exozytose, nur 5% der gesamten Zelloberflache ausmacht [80]. So sind
Blutform-Trypanosomen im Stande innerhalb von 2min eine Flache von
der gesamten GroRe der Membran der Flagellumtasche zu endozytieren
[129]. Das turnover des endosomalen Volumens in T.brucei ist
1,5 - 3 - mal schneller als in Makrophagen oder Fibroblasten und das
turnover der Zelloberflache 2,6 - mal schneller als in Makrophagen und
5- bis 9 —mal schneller als in Fibroblasten [80, 237]. Im Gegensatz zu den
serumhaltigen Bedingungen war wahrend der 1-stiindigen Inkubation
unter serumfreien Bedingungen eine sehr rasche Aufnahme der beiden
proteinbeschichten Fe;03-PVA-BSA-FITC und Fe;03-PVA-Tf-FITC Partikel
zu erkennen. Hier zeigte sich ab einer Konzentration von 10ug/ml ein
langsamer konzentrationsabhangiger Anstieg im prozentualen Anteil
der FITC-A positiven Zellen, wobei bei 100ug/ml ca. 60% der Zellen
Nanopartikel aufgenommen hatten und ab einer Konzentration von
500ug/ml nahezu alle Zellen (> 90%) ein Fluoreszenzsignal zeigten
(Abbildung 25, Abbildung 26). Jedoch war auch hier, wie bereits unter
den serumhaltigen Bedingungen, kein Unterschied zwischen der
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Pinozytose von BSA und der Rezeptor-vermittelten Endozytose von Tf
zu erkennen, obwohl die Rezeptor-vermittelte Endozytose von Tf um
das 2- bis 3-fache schneller ist als die fluid-phase Endozytose von BSA
[129]. Im Vergleich hierzu war die Aufnahme der unbeschichteten
Fe,Os3- PVA-DTAF Partikel unter serumfreien Bedingungen kaum
moglich. Auch bei der hochsten getesteten Konzentration von
1000pg/ml zeigten nur ca. 20% der Zellen ein Fluoreszenzsignal
(Abbildung 24). Die Beobachtung, dass proteinbeschichtete
Nanopartikel von Trypanosoma brucei besser aufgenommen werden als
unbeschichtete, konnte auch bei Daunomycin beladenen
PEG- Polyvinylalkohol Nanopartikeln festgestellt werden. Die anti-
trypanosomale Wirkung nahm in folgender Reihenfolge ab: Tf-Rezeptor
Antikorper-gekoppelte Nanopartikel > Tf- gekoppelte Nanopartikel >
BSA-gekoppelte Nanopartikel > PEG-gekoppelte Nanopartikel >
unmodifizierte Nanopartikel [238]. Leider ist mittels
Durchflusszytometrie  keine quantitative Aussage Uiber die
aufgenommene Menge an Nanopartikeln moglich. Deshalb ware es in
Zukunft empfehlenswert, die Eisenmenge z.B. mit Hilfe eines
kolorimetrischen Ferrozin-basierenden Assays [239] oder der Atom-
Absorptions-Spektrometrie (AAS) [240] zu analysieren. Auch bei
anderen Zelltypen konnte gezeigt werden, dass Serum einen
inhibitorischen Effekt auf die Endozytoserate von unterschiedlichen
Nanopartikeln haben kann [189-193]. Diese Inhibition in der Aufnahme
konnte dadurch erklart werden, dass es zu einer Bindung von
Serumproteinen an die Nanopartikel kommt und damit zur Bildung
einer Proteinkorona [202]. Eine Analyse von Eisenoxidnanopartikeln mit
humanem Serum zeigte, dass sowohl Albumin, ol Antitrypsin,
Apolipoproteine, Fibrinogen-Ketten, Immunglobulin-Ketten, Transferrin
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und Transthyretin an die Oberflache der Partikel adsorbierten [241]. Es
konnte zudem gezeigt werden, dass die Bindung von Serumproteinen
an supermagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) sehr stark von der
Oberflachenladung der Partikel abhangig ist [242]. Die Interaktion von
humanem Transferrin mit SPIONs fiihrte zu einer irreversiblen
Konformationsanderung von Tf [243] und durch die Bindung von
Serumproteinen kam es wahrend einer 4-stiindigen Inkubation von
SPIONs in der Anwesenheit von 10% Serum zu einer Verdopplung der
GroRe der Nanopartikel [189]. Moglicherweise wird die Aufnahme der
Nanopartikel Uber die Flagellumtasche in Trypanosomen unter
serumhaltigen Bedingungen durch eine VergroRerung der Partikel,
Strukturveranderungen der adsorbierten Proteine, einer Maskierung
von Erkennungsstellen und einer Selektivitat wahrend der Aufnahme in
die Flagellumtasche verhindert. Interessanterweise wurden die meisten
Endozytosestudien von Nanopartikeln in Trypanosomen entweder in
TDB [187], PBS [244], serumfreiem RMPI 1640 [245], serumfreiem
Inkubationsmedium [129] oder in HMI9-Medium mit 1% Serum [246]
durchgefiihrt, was dafiir spricht, dass die im Medium enthaltenen
Serumproteine ein Problem wahrend der Endozytose sein kénnten.
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4.1.4 Untersuchung der Endozytose von Eisenoxidpartikeln
unter serumhaltigen und serumfreien Bedingungen
mittels Fluoreszenzmikroskopie und
Transmissionselektronenmikroskopie

Um zu bestatigen, dass es sich bei dem mittels Durchflusszytometrie
gemessenen FITC-Signal (Abbildung 21, Abbildung 22, Abbildung 23,
Abbildung 24, Abbildung 25, Abbildung 26) tatsachlich um eine
Aufnahme  der unbeschichteten und  proteinbeschichteten
Eisenoxidnanopartikel handelte und um ihre genaue Lokalisation
innerhalb der Zelle zu untersuchen, wurden die Trypanosomen fiir das
TEM vorbereitet. Die Parasiten wurden hierfiir wie unter 2.4.7.2.1 und
2.4.7.2.2 mit 1000ug/ml der entsprechenden Nanopartikel-Suspension
(Fe203-PVA, Fe203-PVA-DTAF, Fe,03-PVA-BSA-FITC, Fe;03-PVA-Tf-FITC)
flr unterschiedliche Zeitpunkte in serumhaltigem (12h oder 24h) oder
serumfreiem Medium (1h) inkubiert. Da die Sialinsdurederivat-
modifizierten Eisenoxidpartikel (Fe.Os-AllylthioNeu5Ac, Fe;0s3-APS,
Fe,03-NANA) im Bereich von 0,1ug/ml - 1000ug/ml keine Zytotoxizitat
auf die Parasiten zeigten (Abbildung 17 A-C), sollte ihre Aufnahme, auch
mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie, naher untersucht
werden. Hierflr wurden die Parasiten ebenfalls wie unter 2.4.7.2.1 mit
1000pg/ml der entsprechenden Nanopartikelsuspension behandelt und
flir 24h bei 37°C inkubiert. Anschliefend erfolgte die Einbettung aller
Proben wie unter 2.4.7.2.4 beschrieben und die Analyse der
Ultradinnschnitte unter dem Mikroskop (EM10, Zeiss). Bei allen
getesteten Chargen waren nach einer 24-stiindigen Inkubation
zahlreiche Nanopartikel in der Flagellumtasche und in den Lysosomen
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zu finden (Abbildung 35). Auf der Oberflache von Trypanosoma brucei
findet man zwar eine Trans-Sialidase, jedoch nur bei der prozyklischen
Form und nicht in den Blutform-Trypanosomen [247, 248]. Diese Trans-
Sialidase fihrt in prozyklischen Trypanosomen durch eine Anheftung
von Sialinsdure an Prozyklin [249] zum Aufbau einer intakten Sialo-
Glykokalyx [250] und ist fiir das Uberleben der Parasiten im Darm der
Tsetse-Fliege unerlasslich [251]. Alle Sialinsdurederivat-modifizierten
Nanopartikel waren in der Flagellumtasche zu finden, was dafir spricht,
dass auch diese Partikel Giber Endozytose aufgenommen werden. Die
Bindung von Serumproteinen an die Nanopartikeloberflaiche [202]
konnte eine mogliche Erklarung fir die endozytotische Aufnahme sein,
da Blutform-Trypanosomen keinen spezifischen Rezeptor oder
Transporter fir Sialinsdure besitzen [247, 248]. Trypanosomen haben
wahrend einer Infektion eine sehr schnelle Verdopplungszeit von ca. 6h,
und sie beziehen ihre Nahrstoffe Uber das Blut oder liber andere
Korperflissigkeiten vom Wirt [252]. Sie bendtigen in etwa 40.000
Eisenatome pro Verdopplung [152], welche sie (iber die Rezeptor-
vermittelte Endozytose von Transferrin beziehen [129]. BSA gelangt
Uber die fluid-phase Endozytose in die Parasiten [129]. Die Aufnahme
der beiden proteinbeschichteten Partikel (Fe;O3-PVA-BSA-FITC,
Fe,0s- PVA-Tf-FITC), sowie die Aufnahme der unbeschichteten
Fe,0s- PVA Partikel konnte in Trypanosoma brucei nach einer 12- bzw.
24-stiindigen Inkubation in serumhaltigem Medium nachgewiesen
werden. Die Nanopartikel akkumulierten grofStenteils in den Lysosomen
und in den Endosomen (Abbildung 32, Abbildung 33, Abbildung 34).
Auch in anderen Zelltypen konnte beobachtet werden, dass
Eisenoxidnanopartikel nach ihrer Aufnahme hauptsachlich in
Endosomen oder in Lysosomen zu finden waren [230, 253]. Es wird
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vermutet, dass es aufgrund des sauren Milieus im Lysosom zu einer
Freisetzung von Eisen und zur Bildung von ROS durch die Fenton-
Reaktion kommt, wobei die gebildeten Hydroxyl-Radikale Schaden in
der DNA, in Proteinen oder in Lipiden induzieren kdnnten [254].
Allerdings fuhrte die Behandlung mit Eisenoxidnanopartikeln in
Trypanosomen zu keinem zytotoxischen Effekt (Abbildung 15,
Abbildung 16, Abbildung 17, Abbildung 18). Die Aufnahme der
Nanopartikel unterschied sich unter serumhaltigen Bedingungen
deutlich von der Aufnahme unter serumfreien Bedingungen. Bei den
unbeschichteten Fe,0s3-PVA Partikeln konnte nach einer 1-stlindigen
Inkubation unter serumfreien Bedingungen keine Aufnahme in die
Trypanosomen festgestellt werden (Abbildung 36). Dies stimmt mit den
Ergebnissen der Durchflusszytometrie Gberein, denn bei der héchsten
getesteten Konzentration von 1000ug/ml war bei lediglich 20% der
Zellen ein Fluoreszenzsignal messbar (Abbildung 24). Bei den Parasiten,
die mit den BSA-FITC und Tf-FITC beschichten Fe,03-PVA Partikeln
inkubiert wurden, konnten hingegen zahlreiche Nanopartikel in der
Flagellumtasche, in endozytotischen Vesikeln, Lysosomen und
Autolysosomen gefunden werden (Abbildung 37, Abbildung 38). Auch
diese Ergebnisse stimmen mit denen der Durchflusszytometrie liberein.
Bei beiden Partikeltypen zeigten bei einer Konzentration von 1000ug/ml
ca. 95-100% der Zellen ein Fluoreszenzsignal (Abbildung 25, Abbildung
26). Die Aufnahme der Fe;03-PVA-Tf-FITC Partikel konnte noch
zusatzlich mittels Fluoreszenzmikroskopie bestatigt werden (Abbildung
28). Dies stimmt mit der Beobachtung (berein, dass
proteinbeschichtete Goldpartikel unter serumfreien Bedingungen oder
in HMI9-Medium mit 1% Serum von Trypanosoma brucei [245, 246] und
Trypanosoma cruzi [255] endozytiert werden. In T. brucei handelt es sich
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bei der Rezeptor-vermittelte Endozytose von Tf- gekoppelten
Goldpartikeln um einen sehr schnellen Prozess. So konnten die Tf-Au
Partikel bereits nach einer 5-minitigen Inkubation innerhalb der
Parasiten gefunden werden [256] und befanden sich nach einer
10- minttigen Inkubation bei 37°C in der Flagellumtasche, in Vesikeln
und in Lysosomen [245]. Auch die Aufnahme von BSA-gekoppelten
Goldpartikeln konnte in T. brucei durch
transmissionselektronenmikroskopische Analysen bestatigt werden. Sie
wurden ebenfalls sehr schnell, innerhalb von 20min, endozytiert und
akkumulierten ausschlieRlich in multivesikularen, lysosomendhnlichen
Strukturen, jedoch nicht in der Flagellumtasche oder in tubuldren
Strukturen [246]. In den Trypanosomen, die mit den
proteinbeschichteten Fe;03-PVA Partikeln, wahrend der 1-stlindigen
Inkubation unter serumfreien Bedingungen behandelt wurden, konnten
im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen auch zahlreiche
mulitvesikulare Strukturen im Mitochondrium gefunden werden. Diese
ultrastrukturellen Veranderungen konnten auf eine autophagische
Antwort durch den Nanopartikel induzierten Stress hinweisen. Die
Beobachtung, dass Nanopartikel die Fahigkeit besitzen Autophagie
auszuldsen, wurde auch bei anderen Nanopartikeln in unterschiedlichen
Zelltypen gefunden [257-260].

4.1.5 Blockade der Endozytose

Um zu bestatigen, dass es sich bei der Aufnahme der BSA-FITC und
Tf- FITC Fe;03-PVA Partikel unter serumfreien Bedingungen tatsachlich
um einen aktiven Prozess handelte, wurden die Parasiten wie unter
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2.4.7.2.3 beschrieben mit einer Konzentration von 1000ug/ml der
entsprechenden Nanopartikel-Charge behandelt (Fe;Os-PVA-DTAF,
Fe;03-PVA-BSA-FITC, Fe;03-PVA-Tf-FITC) und fir 1h bei 4°C in
serumfreiem Medium inkubiert. Die Fe,Os3-PVA-DTAF Partikel waren
weder in der Flagellumtasche noch innerhalb der Zellen zu finden
(Abbildung 39 B), wohingegen die BSA-FITC und Tf-FITC beschichteten
Fe203-PVA Partikel ausschlielich in der Flagellumtasche gefunden
werden konnten, jedoch nicht von den Parasiten endozytiert wurden
(Abbildung 39 C und D). Das zeigt deutlich, dass es sich bei der
Aufnahme der beiden proteinbeschichten Eisenoxidpartikeltypen in
Trypanosomen um einen aktiven Prozess und damit um Endozytose
handelte. Die Beobachtung, dass die Aufnahme von Nanopartikeln in
T. brucei durch ein Herabsetzen der Temperatur von 37°C auf 0°C oder
4°C verhindert werden kann, konnte auch bei proteinbeschichteten
Goldpartikeln gezeigt werden. Nach einer Inkubation der Parasiten mit
Tf-beschichten Goldpartikeln auf Eis, konnten diese ebenfalls nicht
innerhalb der Zelle gefunden werden. Sie adsorbierten nur an die
Zelloberflache und waren gelegentlich in der Flagellumtasche zu finden,
wobei die meisten Flagellumtaschen jedoch keine Tf-Au Partikel
enthielten [256]. Bei Trypanosomen, die mit BSA-Goldpartikeln bei 4°C
fir 30min inkubiert wurden, konnten die Partikel ausschlieRlich in der
Flagellumtasche gefunden werden [246]. Erfolgte die Inkubation mit
den BSA-Goldpartikeln bei 0°C, so adsorbierten sie nur an die
Zelloberflache. Sie wurden weder in die Flagellumtasche noch in den
Parasiten gefunden [252]. Auch bei den proteinbeschichteten
Goldpartikeln konnte eine Aufnahme in die Parasiten erst durch eine
Temperaturerhéhung auf 12°C oder 37°C fiir die BSA-gekoppelten [246]
und auf 37°C fir die Tf-gekoppelten Partikel erreicht werden [256], was
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mit den Beobachtungen fir die in dieser Arbeit getesteten
Eisenoxidpartikel Gbereinstimmt.

4.2 Ausblick

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur Verwendung
von Silizium- und Eisenoxidnanopartikeln als mogliche Medikamenten-
Carrier zur Behandlung der HAT fiihrten dazu, dass die Siliziumpartikel
aufgrund ihrer Toxizitat auf Erythrozyten und auf Trypanosomen als
ungeeignet eingestuft wurden. Die Eisenoxidnanopartikel zeigten
hingegen im getesteten Konzentrationsbereich von 0,1ug/ml -
1000ug/ml keinen zytotoxischen Effekt auf die Trypanosomen und auf
Erythrozyten (0,1pug/ml - 500ug/ml) und kénnten sich daher als
Medikamenten-Carrier eignen (Tabelle 7). Jedoch sollte hinsichtlich
ihrer Verwendung zum Medikamententransport berlcksichtigt werden,
dass ihre Aufnahme unter serumhaltigen Bedingungen zwar méglich im
Vergleich zu den serumfreien Bedingungen aber deutlich reduziert ist.

Dieses Ergebnis macht es fraglich, ob die aufgenommene Menge an
Nanopartikeln zur erfolgreichen Bekampfung der Parasiten ausreichen
wirde. Ein gezieltes targeting der Trypanosomen kénnte in Zukunft
durch die Kopplung von einem Nanobody (z.B. NbAn33) an die
Eisenoxidnanopartikel erreicht werden. NbAn33 erkennt ein
konserviertes Epitop im GPI-Anker von VSG [261, 262], das fir
herkdbmmliche Antikérper aufgrund des dicken VSG-Mantels nicht
zuganglich ist. Da die getesteten Nanopartikel durch Endozytose
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aufgenommen werden und im Lysosom akkumulieren, kénnte eine
Abtotung der Parasiten eventuell durch die zusatzliche Kopplung von
Cysteinprotease-Inhibitoren wie z.B. Benzyloxycarbonyl-Phenylalanin-
Alanin Diazomethan (Z-Phe-Ala-CHN3) erreicht werden [263]. Im
Lysosom wirde der Inhibitor, die fiir den Parasiten tGiberlebenswichtigen
Cysteinproteasen blockieren [264]. Diese sind flir die Trypanosomen
sowohl fiir den Abbau eigener Proteine aber vor allem fiir den Abbau
von Nahrstoffen wie z.B. Transferrin aus dem Wirt notwendig [265]. Die
Hemmung der Cysteinproteasen wiirde zu einem Nahrstoffmangel und
letztendlich zum Tod der Parasiten fihren [263-266]. Nahere
Untersuchungen zeigten, dass die lysosomale Cysteinprotease
CathepsinB fir das Uberleben der Trypanosomen unbedingt
erforderlich ist [264] und eine Schlisselrolle bei der Verwertung der
vom Wirt stammenden N&hrstoffe einnimmt [265]. Falls der Einsatz der
Z-Phe-Ala-CHN;-gekoppelten Eisenoxidnanopartikel zu einer Abtétung
der Parasiten fihren wiirde, wéare es im weiteren Verlauf denkbar, einen
spezifischen Inhibitor gegen das trypanosomale CathepsinB, dessen
Struktur bekannt ist, zu entwickeln und somit eine selektive Abtotung
der Parasiten zu erreichen [267].
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5 Zusammenfassung

Bis zum heutigen Zeitpunkt sind nur 5 Medikamente zur Behandlung der
afrikanischen Schlafkrankheit (HAT) auf dem Markt, die aber alle
aufgrund von starken Nebenwirkungen und Schwierigkeiten bei der
Verabreichung nicht zufriedenstellend sind [51]. Nanopartikel konnten
hierbei als Medikamenten-Carrier eingesetzt werden und einen neuen
Therapieansatz bieten.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte deshalb zundchst die Toxizitat der
Silizium- und Eisenoxidnanopartikel auf Trypanosoma brucei brucei und
Erythrozyten untersucht werden, um eruieren zu kénnen welcher der
Nanopartikel als moéglicher Medikamenten-Carrier eingesetzt werden
konnte. Die Siliziumpartikel waren ab einer Konzentration von
> 50upg/ml trypanozid und die TCso gegeniliber Erythrozyten lag bei
15,6pg/ml. Mittels Fluoreszenzmikrospie konnte gezeigt werden, dass
die Siliziumpartikel in die Membran der Erythrozyten inserierten und
somit zu deren Lyse fiihrten. Die nackten Fe;Os Partikel zeigten
hingegen im getesteten Konzentrationsbereich von 0,1ug/ml -
1000pg/ml keinen Einfluss in der exponentiellen Wachstumsphase der
Trypanosomen. Es kam jedoch ab einer Konzentration von 100ug/ml zu
einer verkirzten stationdren Phase, die mit steigender Konzentration
deutlich zunahm. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die
Siliziumpartikel in Bezug auf die Medikamentenentwicklung zur
Bekdmpfung der HAT als ungeeignet eingestuft. Im weiteren Verlauf der
Arbeit wurde daher ausschlielllich mit den Eisenoxidnanopartikeln
weiter gearbeitet.
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Im zweiten Teil der Arbeit sollte nun die Oberflaiche der
Eisenoxidnanopartikel hinsichtlich der Medikamentenentwicklung
verbessert und die Toxizitat der modifizierten Eisenoxidnanopartikel an
Trypanosomen getestet werden. Um die nackten Fe;0Os-Partikel
wahrend der Anwendung in Medium zu stabilisieren und ihre geringe
Toxizitat auf Trypanosomen noch weiter zu verringern, wurden sie
zunachst mit unterschiedlichen Sialinsdurederivaten (AllylthioNeu5AC,
APS, NANA) oder mit dem synthetischen Polymer Polyvinylalkohol (PVA)
ummantelt. Bei der Negativkontrastierung der nackten Fe;Os3 und der
Fe,03-PVA Partikel zeigte sich, dass die Agglomeration der Partikel
durch den PVA-Mantel deutlich reduziert werden konnte. Deshalb
wurde im weiteren Verlauf ausschlielich mit den Fe;Os-PVA Partikeln
weiter gearbeitet. Darliber hinaus wurde die Oberfliche der
Nanopartikel noch zusatzlich mit den Proteinen bovine serum albumin
(BSA) oder mit humanem Transferrin (Tf) modifiziert, um eine
Aufnahme in die Parasiten durch Pinozytose oder Rezeptor-vermittelte
Endozytose zu sichern [129]. Alle drei Nanopartikel-Chargen (Fe;Os-
PVA, Fe;0s- PVA- BSA, Fe;03-PVA-Tf) wurden noch zusatzlich mit dem
Fluorophor Fluoresceinisothiocyanat (FITC) modifiziert, damit die
Aufnahmekinetik mittels Durchflusszytometrie untersucht und
verglichen werden konnte. Keiner der genannten modifizierten Partikel
zeigte im Bereich von 0,1ug/ml - 1000ug/ml einen inhibitorischen Effekt
auf die Trypanosomen. Die hamolytische Wirkung der Fe;03-PVA, Fe;03-
PVA-BSA und Fe;03-PVA-Tf Partikel war < 3%, weshalb diese Partikel als
geeignete Kandidaten fiir den Medikamententransport eingestuft
wurden.

139



Zusammenfassung

Im dritten Teil dieser Arbeit sollte untersucht werden, inwiefern ein
Proteinmantel fur die Aufnahme der Eisenoxidnanopartikel nétig ist und
ob Serumproteine einen Einfluss auf die Aufnahme der Partikel haben.
Deshalb wurde die Aufnahmekinetik aller drei Eisenoxidnanopartikel
(Fe203-PVA-DTAF, Fe203-PVA-BSA-FITC und Fe Os-PVA-Tf-FITC) unter
serumfreien und serumhaltigen Bedingungen mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass es bei
allen drei Partikeln in serumhaltigem Medium zu einem zeit- und
konzentrationsabhangigen Anstieg im prozentualen Anteil der FITC-A
positiven Zellen kam. Jedoch zeigte sich, dass bei allen drei
Partikeltypen, unabhangig vom Proteinmantel, Konzentrationen bis zu
1000pg/ml notig waren, um eine Aufnahme in ca. 80-95% der Zellen zu
erreichen. Es zeigte sich ebenfalls, dass Inkubationszeiten von bis zu 12h
bei den beiden proteinbeschichteten  Partikeltypen  und
Inkubationszeiten bis zu 24h bei den unbeschichteten Fe,03-PVA
Partikeln fir eine effiziente Aufnahme nétig waren. Diese langen
Inkubationszeiten waren aufgrund der hohen Endozytoserate von
Trypanosomen nicht zu erwarten gewesen [129]. Wurden die Versuche
hingegen unter serumfreien Bedingungen durchgefiihrt, kam es bei den
beiden proteinbeschichteten Partikeln wahrend der 1-stlindigen
Inkubation ab einer Konzentration von > 10ug/ml zu einem rasanten
konzentrationsabhdngigen Anstieg im prozentualen Anteil der
fluoreszierenden Zellen. Die Aufnahme der unbeschichteten Fe,03-PVA
Partikel war hingegen selbst unter serumfreien Bedingungen kaum
moglich. Bei einer Konzentration von 1mg/ml war nur bei ca. 20% der
Zellen ein Fluoreszenzsignal messbar. So konnte gezeigt werden, dass
bei der Entwicklung von Nanopartikeln als Medikamenten-Carrier
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sowohl die Wirkung von Serumproteinen als auch die Notwendigkeit
eines Proteinmantels berticksichtigt werden sollte.

Im letzten Teil der Arbeit sollte die Aufnahme der Partikel bestatigt und
ihre Lokalisation innerhalb der Zelle mittels der
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) analysiert werden. Es
konnte sowohl die Aufnahme der Siliziumpartikel als auch die der
Eisenoxidnanopartikel (Fe,Os-AllylthioNeu5Ac, Fe203-APS, Fe,03-NANA,
Fe203-PVA, Fe203-PVA-BSA-FITC, Fe,03-PVA-Tf-FITC) unter
serumbhaltigen Bedingungen bestatigt werden. Alle Partikel befanden
sich grolitenteils in den Lysosomen oder in den Endosomen. Unter
serumfreien Bedingungen konnte nur die Aufnahme der beiden
proteinbeschichteten Partikel nachgewiesen werden. Die Nanopartikel
konnten in der Flagellumtasche, in endozytotischen Vesikeln,
Lysosomen und Autolysosomen gefunden werden. Es konnten ebenfalls
zahlreiche multivesikuldare Strukturen in den Mitochondrien detektiert
werden, was flir eine autophagische Antwort der Zellen auf einen durch
Nanopartikel induzierten Stress hindeutet. Dass es sich bei der
Aufnahme der Fe,03-PVA-BSA-FITC und Fe;03-PVA-Tf-FITC Partikel um
einen aktiven Prozess handelte, konnte ebenfalls mittels TEM bestatigt
werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die Siliziumpartikel als ungeeignet
und die Eisenoxidnanopartikel als ein moglicher geeigneter
Medikamenten-Carrier zur Bekampfung der HAT eingestuft. Da die
Eisenoxidnanopartikel keine Toxizitat auf die Trypanosomen bis zu einer
Konzentration von 1mg/ml zeigten und in den Lysosomen
akkumulierten, kénnte in Zukunft eine selektive Abtotung der Parasiten
durch die Kopplung eines Nanobodies gegen ein konserviertes Epitop im
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GPI-Anker von VSG [187, 204] und die zusatzliche Kopplung eines
spezifischen Inhibitors lysosomaler Cysteinproteasen einen neuen
Therapieansatz bieten.

142



Abstract

6 Abstract

Till today there are just 5 drugs for treatment of Human african
trypanosomiasis (HAT) on the market, but they are all due to massive
side effects and administration problems non-satisfying [51].
Nanoparticles, which can be used as drug-carrier, could be a new
therapeutic approach.

In the first part of this work, the toxicity of silica- and iron oxide
nanoparticles should be investigated on both, Trypanosoma brucei
brucei and erythrocytes, to determine which one could be a possible
candidate as a drug-carrier. Silica particles were toxic to trypanosomes
at concentrations >50ug/ml and the TCso on erythrocytes was
15.6pg/ml. Fluorescence microscopy revealed that silica particles
incorporated into the membrane of erythrocytes and finally lysed the
cells. However, naked Fe;03 particles did not show a toxic effect on
exponentially growing parasites in a range of 0.1pg/ml — 1000ug/ml.
Nevertheless, concentrations > 100ug/ml led to a dose-dependent
reduction on the stationary growth phase. Because of these results,
silica particles were assessed to be unsuitable as drug-carrier for
treatment of HAT and in the further work, exclusively iron oxide
nanoparticles were analysed.

In the second part of this work, the surface of iron oxide
nanoparticles should be improved with respect to drug
development, followed by testing the toxicity of modified particles
on trypanosomes. To stabilize naked Fe,Os; particles during
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application in medium and to minimize the marginal toxicity on
trypanosomes, nanoparticles were coated by different sialic acid
derivates (AllylthioNeu5Ac, APS, NANA) or the synthetic polymer
polyvinyl alcohol (PVA). Negative staining of both naked and
Fe,Os3- PVA particles showed that agglomeration was clearly
minimized by the PVA-coat. Because of this, we kept on working
exclusively with the Fe;03-PVA particles. Particles were additionally
coated with either bovine serum albumin (BSA) or human transferrin
(Tf), to ensure an uptake by pinocytosis or receptor-mediated
endocytosis [129]. All three particles (Fe;Os-PVA, Fe,03-PVA-BSA,
Fe,0s- PVA-Tf) were additionally coated with the fluorophore
fluorescein isothiocyanate (FITC), to analyse and compare uptake
kinetics by flow cytometry. None of the named modified
nanoparticles caused an obvious toxic effect on trypanosomes in a
range of 0.1ug/ml — 1000ug/ml. The haemolysis on erythrocytes of
the Fe;03-PVA, Fe;03-PVA-BSA and Fe;03-PVA-Tf particles was < 3%.
Therefore, these particles were assessed as suitable candidates for
drug-carrier.

In the third part of this work it should be investigated at what extent a
protein coat is necessary for uptake of iron oxide nanoparticles and if
serum proteins have an impact on the uptake. Because of this, the
uptake kinetic of all three particles (Fe20s-PVA-DTAF, Fe,Os3-PVA-BSA-
FITC, Fe203-PVA-Tf-FITC) was analysed under serum free and serum
containing conditions by flow cytometry. In the presence of serum a
time- and dose dependent increase in the percentage of FITC-A positive
cells was for all three particles detectable. However, independent of the
protein-coat of the nanoparticles, concentrations up to 1000ug/ml were
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necessary to achieve an uptake in nearly all cells (ca. 80-90%). To get an
effective uptake for both protein-coated particles incubation times up
to 12h were required while for uncoated Fe,03-PVA particles up to 24h
were necessary. These long incubations were unexpected because of
the generally high endocytosis rate of trypanosomes [129]. In the
absence of serum, there was a rapid increase in the percentage of
FITC- A positive cells within 1h from concentrations > 10ug/ml, for both
protein-coated particles. However, uptake of uncoated Fe,Os3-PVA
particles was hardly possible under serum free conditions. At a
concentration of 1mg/ml, only ca. 20% displayed a fluorescence signal.
These results indicate that for development of nanoparticles as drug-
carrier the impact of serum proteins as well as the need of a protein coat
should be considered.

In the last part of the work, the uptake of the particles was to be verified
and the localisation within the cell was to be analysed by transmission
electron microscopy (TEM). The uptake of both silica particles and iron
oxide particles (Fe;Os-AllylthioNeu5Ac, Fe;0s-APS, Fe;03-NANA, Fe,0s-
PVA, Fe;03-PVA-BSA-FITC, Fe,03-PVA-Tf-FITC) was confirmed under
serum containing conditions. All particles accumulated mostly in
lysosomes or endosomes. Under serum free conditions, only the uptake
of both protein-coated particles was approved. Nanoparticles were
located within the flagellar pocket, in endocytic vesicles, lysosomes and
autolysosomes. There were also many multivesicular structures
detectable, indicating an autophagic response due to nanoparticle-
induced stress. It was also shown by TEM, that the uptake of
Fe;0s3- PVA- BSA-FITC and Fe;0s-PVA-Tf-FITC was an active process.
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Because of these results, the silica particles were assessed as unsuitable
and the iron oxide nanoparticles as a possible candidate for drug-carrier
against HAT. Due to the fact that iron oxide nanoparticles themselves
did not exhibit a toxicity on trypanosomes up to concentrations of
1mg/ml and that they accumulate in lysosomes, a selective killing of
parasites could be achieved in future by coupling a nanobody against a
conserved epitope of the GPIl-anchor of VSG [187, 204] and a specific
lysosomal cysteine protease inhibitor to the nanoparticle. This could be
a new therapeutic approach for treatment of HAT.
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