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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Afrikanische Trypanosomen

Trypanosomen sind in mehr als 30 Lindern Afrikas auf einer Fliche von et-
wa 10 Mio. km? fiir schwere neurologische Erkrankungen beim Menschen und
bei Nutztieren verantwortlich. Die Erreger sind eingeifielige parasitische Proto-
zoen, die zur Ordnung der Kinetoplastida und der Familie der Trypanosomatidae
gehoren. Die wichtigste Spezies in Afrika ist Trypanosoma brucei, die sich in
drei morphologisch und biochemisch nicht zu unterscheidende Unterarten (7. b.
brucei; T. b. gambiense; T. b. rhodesiense) gliedern lisst. Eine Abgrenzung ist
jedoch bzgl. des Wirtsspektrums, der Pathogenitéit und der geographischen Ver-
breitung moglich. Ubertriiger der Parasiten sind Stechfliegen der Gattung Glos-
sina (Tsetsefliegen), die entlang von Flussldufen und in Regenwéldern beheima-
tet sind. Da die Verbreitung der Trypanosomen an Tsetsefliegen gebunden ist,
kommen sie nur im sog. Tsetse-Giirtel Afrikas zwischen 14° nordlicher und 29°
stidlicher Breite vor (Kuzoe, 1993).

T. b. bruce: ist einer der Erreger der Rinderseuche Nagana, die die Haltung der
meisten Milch- und Fleischrinderrassen in Zentralafrika beeintréichtigt. T. b. gam-
biense und 7. b. rhodesiense sind die Erreger der Schlafkrankheit, die fiir mehr
als 60 Mio. Menschen in Afrika eine Bedrohung darstellt. Jedes Jahr werden iiber
40.000 Neuerkrankungen registriert, wobei die Dunkelziffer in die Hunderttau-
sende geht (WHO, 2001'). Durch den Stich einer infizierten Tsetsefliege gelangen
mit dem Speichel Trypanosomen in das Bindegewebe der Haut, wo sich eine
entziindliche Schwellung (7rypanosomenschanker) bildet. Ein bis drei Wochen
spater treten die Parasiten in das Blut- und Lymphsystem iiber. Dieses Stadium
ist u. a. durch Fieber, Kopf- und Gelenkschmerzen gekennzeichnet. Obwohl die
Trypanosomen als extrazelluldre Parasiten stéindig der Immunantwort des Men-

Thttp:/ /www.who.int /health-topics/afrtryps.htm
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schen ausgesetzt sind, konnen einige wenige Erreger durch antigene Variation der
Immunabwehr entgehen und sich weiter vermehren. Diese sind dann wieder Aus-
gangspunkt fiir eine neue Parasitdmiewelle. Nach einigen Wochen bis Monaten
dringen die Trypanosomen ins zentrale Nervensystem ein und rufen u. a. neu-
rologische Storungen hervor. Unbehandelt fiihrt die Schlafkrankheit {iber Koma
zum Tod des Infizierten. Die in West- und Zentralafrika vorherrschende Form der
Schlafkrankheit (Erreger: T. b. gambiense) zeigt im Gegensatz zur akut verlau-
fenden ost- und siidafrikanischen Variante (Erreger: T. b. rhodesiense) einen sich
iiber Monate und Jahre hinziehenden chronischen Verlauf.

Fiir die Behandlung der Schlafkrankheit stehen nur fiinf Medikamente 2 zur
Verfiigung, die alle mehr oder minder starke Nebenwirkungen hervorrufen:

e Suramin (seit 1920) ist ein polysulfonierter Naphthylharnstoff, der nur in
den frithen Stadien der Schlafkrankheit verwendet werden kann. Suramin in-
hibiert zahlreiche Enzyme von T. brucei, darunter die Glycerin-3-Phosphat-
Oxidase (Fairlamb & Bowman, 1977a), die eine bedeutende Rolle bei der
Atmung der Bluttrypanosomen spielt (s. 1.3.3).

e Pentamidin (seit 1940) ist ein aromatisches Diamidin und findet im frithen
Stadium einer 7. b. gambiense-Infektion Verwendung. Die Wirkung von
Pentamidin beruht u. a. auf einer Hemmung der trypanosomalen S-Adeno-
sylmethionin-Decarboxylase (Bitonti et al., 1986), die essentiell fiir die Po-
lyamin-Synthese ist.

e Melarsoprol (seit 1949) ist eine aromatische Arsen(III)-Verbindung. Sie
iiberwindet die Blut-Hirnschranke und wird aus diesem Grund beim Li-
quorbefall mit Trypanosomen angewendet. Die trypanozide Wirkung von
Melarsoprol beruht u. a. auf einer Komplexierung des parasitiren Trypa-
nothions (Fairlamb et al., 1989), dem eine besondere Rolle bei der Abwehr
von oxidativem Stress zukommt. Problematisch ist einerseits die hohe To-
xizitit des Medikamentes, die bei 3-10 % der behandelten Patienten zum
Tod fiihrt, andererseits ist in Gebieten von Zentralafrika eine zunehmende
Resistenz (bis zu 30 %; WHO, 20013) der Parasiten gegen das Medikament
zu beobachten.

e Eflornithin (seit 1990) ist DL-a-Difluormethylornithin (DFMO), das ur-
spriinglich fiir die Behandlung des Mammakarzinoms entwickelt wurde. Das
vergleichsweise teure Medikament inhibiert die Ornithin-Decarboxylase, die
fiir die Polyamin-Synthese wichtig ist. Die Substanz zeigt eine gute Wirkung
im frithen und spiten Stadium einer 7. b. gambiense-Infektion.

2Chemische Struktur s. Anhang; die Daten stammen aus: Handbook of Drugs for Tropical
Parasitic Infections (Abdi et al., 1995)
3http:/ /www.who.int /health-topics/afrtryps.htm
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e Nifurtimox (seit Mitte der 70er Jahre), ein 5-Nitrofuran, wird zur Behand-
lung der siidamerikanischen Chagas-Krankheit (Erreger: Trypanosoma cru-
zi) eingesetzt, hat sich aber auch bei der Behandlung der fortgeschritte-
nen westafrikanischen Schlafkrankheit als niitzlich erwiesen. Der genaue
Wirkmechanismus ist unbekannt, kénnte jedoch auf die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies zuriickzufiihren sein. Nifurtimox wird u. a. wegen seiner
schlechten Verfiigbarkeit in Afrika und aufgrund der wenigen Erfahrungen
bei der Behandlung der Schlafkrankheit nur bei einer Melarsoprol-Resistenz
der Krankheitserreger verwendet.

1.2 Lebenszyklus von Trypanosoma bruce:

Der Lebenszyklus von T. brucei ist durch einen Wirtswechsel zwischen Insekt
und Sédugetier, einhergehend mit einer Anderung der Morphologie charakterisiert
(s. Abb. 1.1).

Trypomastigote Form Epimastigote Form

Abbildung 1.1: Ultrastruktur von T. brucei (nach Dénges, 1988). Links ist
die trypomastigote, rechts die epimastigote Form dargestellt. ER = endoplasmatisches
Reticulum; Fi = Fibrillen; Go = Golgi-Apparat; Ki = Kinetoplast; Mi = Mitochondri-
um; N = Zellkern

Auffallend ist insbesondere die Lage der Geiflel relativ zum Zellkern. Bei der
trypomastigoten Form entspringt die Geiflel hinter dem Zellkern und zieht sich
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entlang der Zelloberfliche nach vorn. Epimastigote Trypanosomen besitzen den
Geiflelursprung kurz vor dem Zellkern. In der N&ihe des Geiflelursprungs befin-
det sich der fiir die Familie der Trypanosomatidae charakteristische Kinetoplast.
Dieses Organell ist Bestandteil des einzigen Mitochondriums und beinhaltet die
mitochondriale DNA.

T. brucei durchlduft einen komplexen Lebenszyklus (s. Abb. 1.2). Dabei tre-
ten morphologisch und biochemisch grofle Unterschiede zwischen den einzelnen
Stadien des Parasiten auf. Am auffilligsten sind dabei die Verdnderungen der
Mitochondrienaktivitdt und der Aufbau der Zelloberfliche.

In der Speicheidrilse der Tsatsefliege

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von T. bru-
cet im Sdugetier und in der Tsetsefliege (nach Vickerman, 1985). Ge-
zeigt sind insbesondere stadienspezifische Verdnderungen der Zelloberfliche und des
Mitochondriums.

Mit dem Stich einer Tsetsefliege gelangen einige hundert metazyklische trypo-
mastigote Parasiten in die Haut des Saugetierwirtes. In ca. ein bis drei Wochen
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vermehren sich die Infektionsstadien durch Léngsteilung in der N&ihe der Ein-
stichstelle, ehe sie in das Lymphgefifisystem und von dort in die Blutzirkulation
gelangen. Die trypomastigoten Parasiten sind zunéchst schlank und teilungsak-
tiv. Die 20-30 pum langen Trypanosomen werden auch als long slender-Form be-
zeichnet. Ist eine hohe Parasitendichte (max. 10° Zellen/ml; Ziegelbauer, 1994)
erreicht, differenziert sich die schlanke Form zur intermediiren und schliefflich zur
gedrungenen Blutform, die auch als short stumpy-Form bezeichnet wird. Diese
15-20 pm langen Trypanosomen sind nicht mehr teilungsaktiv und fiir den Uber-
gang in die Tsetsefliege prdadaptiert. Dieser Transformationsprozess wird durch
einen von den schlanken Bluttrypanosomen freigesetzten cAMP-vermittelten Si-
gnalstoff (stumpy-induction-factor; SIF) hervorgerufen (Vassella et al., 1997).
Pleomorphe Trypanosomen-Stidmme sind durch die Fahigkeit charakterisiert, sich
ausgehend von der sich schnell vermehrenden schlanken Blutform in die sich nicht
mehr teilende gedrungene Blutform zu differenzieren. Monomorphe Trypanoso-
menstimme, die durch fortwihrende Ubertragung pleomorpher Stimme von ei-
nem Labortier zum nichsten entstanden sind, haben diese Fiahigkeit verloren.
Wahrscheinlich ist dies auf einen Defekt des cAMP-Signaltransduktionsweges
zuriickzufiihren (Vassella et al., 1997). Monomorphe Trypanosomen erreichen in-
nerhalb kurzer Zeit hohe Zelldichten von bis zu 10° Zellen/ml (Ziegelbauer, 1994)
und toten ihren Wirt in nur wenigen Tagen.

Von der Tsetsefliege bei der Blutmahlzeit aufgenommene gedrungene Trypanoso-
men differenzieren sich im Mitteldarm des Insekts zur langgestreckten prozykli-
schen trypomastigoten Form, die sich wieder vermehrt. In vitro kann diese Trans-
formation bei 27°C und durch Zugabe von Citrat und cis-Aconitat zum Kultur-
medium simuliert werden (Czichos et al., 1986; Overath et al., 1986; Ziegelbauer
et al., 1990). Nach wenigen Tagen durchbrechen die Parasiten die peritrophi-
sche Membran und siedeln sich im ektoperitrophischen Raum an. Hier nimmt die
Liange der Trypanosomen nochmal deutlich zu. Diese mesozyklischen Parasiten
wandern schliellich in das Lumen der Speicheldriisen, wo sie sich zunichst zu
epimastigoten und letztlich zu trypomastigoten metazyklischen Trypanosomen
entwickeln, die wieder infektios fiir Sdugetiere sind.

Im Blut des Sdugetierwirtes gewinnen die Trypanosomen ihre Energie ausschlief3-
lich aus der Glykolyse, die grofitenteils in bestimmten Zellorganellen, den Gly-
kosomen (Opperdoes, 1987), und nicht im Cytoplasma stattfindet. Das bei der
Glykolyse entstehende Pyruvat und Glycerin werden an das Blut des Wirtes ab-
gegeben. Die mitochondriale Aktivitét ist bei Bluttrypanosomen stark reduziert.
Die NADH-Diaphorase-Aktivitdt im Mitochondrium zeigt deutliche Unterschie-
de zwischen der gedrungenen (hohe Aktivitdit) und schlanken (keine Aktivitéit)
Blutform auf (Vickerman, 1965). Bluttrypanosomen besitzen keinen funktionie-
renden Citratzyklus und aufgrund fehlender Cytochrome auch keine oxidative
Phosphorylierung. Prozyklische Trypanosomen haben gegeniiber den Blutformen
ein stark vergroflertes Mitochondrium und gewinnen ihre Energie aus dem oxi-
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dativen Stoffwechsel. Als vorwiegende Energiequelle dient den Insektenformen
die Aminosédure Prolin (fiir eine Ubersicht zum Energiestoffwechsel s. Clayton &
Michels, 1996).

Wie schon erwéihnt (s. 1.1), entgehen die Bluttrypanosomen der Immunantwort
ihres Wirtes durch antigene Variation. Verantwortlich dafiir ist ein 12-15 nm
dicker ,Mantel“, der die Oberfliche jedes Parasiten umgibt. Jede Zelle besitzt ca.
107 Molekiile des variablen Oberflichenglykoproteins (variant surface glycopro-
tein; VSG; Cross, 1975), dass iiber einen Glykosyl-Phosphatidylinositol (GPI)-
Anker mit der Plasmamembran verbunden ist (Ferguson et al., 1988). Bluttrypa-
nosomen besitzen ein Repertoire von ca. 1000 verschiedenen VSG-Genen, von
denen jeder Parasit immer nur eines exprimiert. Mit einer geringen Rate kdnnen
die Trypanosomen jedoch die Expression auf ein anderes VSG-Gen ,,umschalten*
und zu einer neuen Population heranwachsen, wéahrend sich die Immunabwehr
gegen das vorherrschende Oberflichenglykoprotein richtet. Die im Mitteldarm
der Fliege vorkommenden prozyklischen Trypanosomen besitzen einen invarian-
ten Oberflichenmantel, das sog. Prozyklin. Es werden dabei zwei Proteinklassen,
EP (glutamic acid-proline dipeptide repeat protein) und GPEET (pentapeptide
repeat protein), unterschieden, die von 4 Genen kodiert werden (zur Nomenkla-
tur s. Roditi & Clayton, 1999). Die fiir das Sdugetier infektisen metazyklischen
Formen besitzen wieder eine VSG-Oberflache. Allerdings haben die metazykli-
schen Parasiten ihr eigenes Repertoire an VSG-Genen, das ca. 27 Gene umfasst
(Turner et al., 1988).

Die Transkription und RNA-Prozessierung verlaufen bei 7. brucei anders als bei
hoheren Eukaryonten. Ahnlich wie bei Bakterien werden alle mRNAs diskonti-
nuierlich synthetisiert. Nach Polyadenylierung am 3’-Ende wird an die mRNA
durch trans-splicing eine 39 Nukleotide lange ,Kappe“ (Miniexonsequenz, spli-
ced leader) am 5°-Ende angefiigt. Die Regulation der meisten trypanosomalen
Proteine verlduft posttranskriptional (Vanhamme & Pays, 1995).

1.3 Eisenabhingige Enzyme von Trypanosoma
brucet

Wie alle lebenden Organismen benétigen Bluttrypanosomen Eisen zum Wachs-
tum (Schell et al., 1991; Steverding, 1998). Als Eisenquelle dient den Parasiten
das Transferrin aus dem Blut des Sdugetierwirtes. Zu diesem Zweck besitzen die
Trypanosomen einen Rezeptor, der keine Homologie zum Transferrin-Rezeptor
des Wirtes zeigt (Chaudhri et al., 1994; Ligtenberg et al., 1994; Steverding et al.,
1994; Steverding et al., 1995) und nur von Bluttrypanosomen exprimiert wird.
Rezeptorgebundenes Transferrin wird endozytiert und der Rezeptor-Transferrin-
Komplex ins Endosom transportiert. Der hier herrschende saure pH-Wert bewirkt
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die Freisetzung des Eisens aus dem Transferrin und dessen Ubertritt ins Cytoplas-
ma (Steverding et al., 1995). Das Apotransferrin (eisenfreies Transferrin) dissozi-
iert anschlieend vom Rezeptor (Maier & Steverding, 1996). Das Transferrin wird
ins Lysosom transportiert, und dort protolytisch abgebaut. Die Abbauprodukte
werden von den Trypanosomen ausgeschieden (Steverding et al., 1995). In vitro
Untersuchungen mit dem Eisenchelator Deferoxamin zeigten, dass Bluttrypano-
somen unter Eisenmangelbedingungen den Transferrin-Rezeptor vermehrt expri-
mieren (Fast et al., 1999). Gleichzeitig wird die Proliferation und Vitalitét der
Trypanosomen herabgesetzt. Der Fe3T-Deferoxamin-Komplex zeigt hingegen kei-
ne Wirkung (Scory, 1999).

In den cytochromfreien Bluttrypanosomen wurden bisher vier eisenabhingige
Enzyme nachgewiesen: Aconitase (Overath et al., 1986), Alternative Oxidase
(Fairlamb & Bowman, 1977b; Clarkson et al., 1989), Ribonukleotid-Reduktase
(Dormeyer et al., 1997; Hofer et al., 1997) und Superoxid-Dismutase (Le Trant
et al., 1983). Diese Enzyme werden im Folgenden im Hinblick auf deren Funktion
im Stoffwechsel von 7. bruce: eingehend beschrieben.

1.3.1 Ribonukleotid-Reduktase

Ribonukleotid-Reduktasen sind die einzigen Enzyme, die aus den Ribonukleoti-
den die Desoxyribonukleotide fiir die DNA-Synthese zur Verfiigung stellen. Ver-
einfacht stellt sich die katalytische Reaktion folgendermafien dar:

PPOCH B PPOCH B
2 -0 Ribonukleotid— 2 -0
Reduktase (RR)

OH OH RR=(SH), RR-S,+H,0 OH H

Abbildung 1.3: Die Ribonukleotid-Reduktase-Reaktion?

Ribonukleotid-Reduktasen werden in drei Klassen eingeteilt, die sich insbesondere
bzgl. ihrer Metall-Cofaktoren (s. Abb. 1.4) und ihrer dreidimensionalen Struktur
gegeneinander abgrenzen lassen. Die Cofaktoren wirken als Radikalstarter und
generieren ein Thiylradikal, das die Nukleotid-Reduktion initiiert.

“Die Reduktion von NTP findet nur bei Klasse II- oder ITI-Enzymen statt (Sjcberg, 1995)
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Klasse 1 Klasse 2
CH,Ad
) /) e/
—_— —_—
——— ——————
AN ‘
Fe Fe

H
j\N)\(zL’ FeS Cluster
H L SAM

Klasse 3

Abbildung 1.4: Die verschiedenen Klassen der Ribonukleotid-Redukta-
sen (nach Stubbe & Van der Donk, 1995). Gezeigt sind die unterschiedlichen
Metall-Cofaktoren der Enzymklassen, die an der Bildung des Thiylradikals (s. Mitte)
beteiligt sind. SAM = S-Adenosylmethionin

Klasse I-Enzyme lassen sich in zwei Unterklassen, Ia und Ib, aufteilen, die u. a.
Unterschiede in ihren reduzierenden Proteinen erkennen lassen (Reichard, 1997).
Bis auf wenige Einzeller besitzen alle Eukaryonten eine Klasse Ia-Ribonukleotid-
Reduktase, die auch bei den Prokaryonten weit verbreitet ist. Klasse Ib-Enzyme
konnten bisher nur bei Bakterien nachgewiesen werden (Jordan et al., 1994). Ri-
bonukleotid-Reduktasen der Klasse II, die bestimmte anaerob oder aerob leben-
de Prokaryonten besitzen, verwenden Adenosylcobalamin als Cofaktor (s. Abb.
1.4) und sind mono- oder homodimere Enzyme (Reichard, 1997). Demgegeniiber
besitzen Klasse III-Enzyme, die erstmals bei anaerob lebenden E. coli nachge-
wiesen wurden (Fontecave et al., 1989), eine den Klasse I-Enzymen vergleich-
bare Struktur. S-Adenosylmethionin und ein Eisen-Schwefel-Cluster sind fiir die
Bildung eines Glycylradikals verantwortlich (s. Abb. 1.4), das fiir die Aktivitét
des Enzyms benétigt wird (Ollagnier et al., 1996). Zurzeit wird noch diskutiert,
ob Mn-abhiingige Ribonukleotid-Reduktasen (Willing et al., 1988) eine vierte
Enzym-Klasse reprisentieren.

T. brucei besitzt eine Klasse Ia-Ribonukleotid-Reduktase, die kloniert und se-
quenziert wurde (Dormeyer et al., 1997; Hofer et al., 1997). Im Folgenden sol-
len daher der Aufbau und die Wirkungsweise der Klasse I-Enzyme ausfiihrlicher
erlautert werden.

Klasse I-Ribonukleotid-Reduktasen sind cyfs-Tetramere, die aus zwei homodi-
meren Untereinheiten R1 («) und R2 () zusammengesetzt sind (s. Abb. 1.5).
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Substratspezifitat
(ATP,dATP,dTTP,dGTP)

Gesamtaktivitat
(ATP, dATP) R1

HS
aktives Zentrum HS

Se
\

3+
Fe*\\ e

R2

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung einer Klasse I-Ribonukleotid-
Reduktase. Das Enzym besteht aus zwei homodimeren Untereinheiten (R1 und R2).
Jedes R1-Protein enthélt zwei verschiedene allosterische Zentren. Eines kontrolliert die
Gesamtaktivitidt der Ribonukleotid-Reduktase, das andere die Substratspezifitit. Jedes
R2-Protein besitzt ein Tyrosylradikal, das durch ein Eisenzentrum stabilisiert wird.

Die grofie R1-Untereinheit (94 kDa bei T. brucei; Hofer et al., 1997) besitzt
Bindungsstellen fiir die Ribonukleotidsubstrate und fiir allosterische Effektoren.
Zudem enthélt sie redoxaktive Sulthydrylgruppen. Die kleinere R2-Untereinheit
(39 kDa bei T. brucei; Hofer et al., 1997) besitzt zwei Tyrosylradikale, die je-
weils durch einen p-oxo-verbriickten Di-Eisen(III)-Cluster stabilisiert werden (s.
Abb.1.6).

E238

=S
o E238 o o \
% N,
D84 —c\ /c\ /C—E204 o 02 / Io)
o.. o o. [ ‘ /
" eé \Fe e D84 — / \ \Fe * /\\ C—
/ o o \ / """""""" E204
H118 N X’ N H241 H118 N H241

A RS04 XV Ty

Abbildung 1.6: Reduzierte und oxidierte Form des Di-Eisen(III)-Clusters
der R2-Untereinheit (nach Sjoberg, 1995)

Der genaue Mechanismus der Ribonukleotid-Reduktion ist noch nicht im Detail
geklart. Aufgrund verschiedener Untersuchungen wurde jedoch fiir die Ribonuk-
leotid-Reduktase von E. coli ein Reaktionsmechanismus vorgeschlagen (s. Abb.
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1.7). Nach der Bindung eines Ribonukleotids im aktiven Zentrum der Ribonukleo-
tid-Reduktase wird vermutlich durch den Transfer des freien Radikals vom Tyr122
der R2-Untereinheit zum Cys439 der R1-Untereinheit die Reaktion initiiert (Mao
et al., 1992b).

Cys439

Se SH
PPO PPO PPO
B B
o o
H H o—
HO OH o o H
O sH o sH o CCoH 9 o
Cys462 Cys225 l
a l a l a l
S SH SH
PPO PPO PPO
B B
o o
- H o~ H
HO H o H
—co,” ‘s—s‘ —co,” ‘s—? —CO,H s‘—?

Abbildung 1.7: Vorgeschlagener Mechanismus einer Klasse I-Ribonuk-
leotid-Reduktase-Reaktion von E. coli (nach Stubbe & Van der Donk,
1995). Gezeigt ist das aktive Zentrum des Enzyms

Das Thiylradikal spaltet im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Reaktion
das 3’-Wasserstoffatom des Substrates ab (Stubbe et al., 1983). Nach Protonie-
rung der 2’-Hydroxylgruppe wird Wasser abgespalten. Das radikalische Interme-
diat wird durch die redoxaktiven Cysteine (Cys462, Cys225) reduziert (Mao et
al., 1992a & c). Dabei entstehen ein Disulfidradikal-Anion und ein instabiles 3’-
Ketodesoxynukleotid, das zum Desoxyribonukleotid reduziert wird. Gleichzeitig
wird das Thiylradikal regeneriert. Die redoxaktiven Sulfhydrylgruppen der R1-
Untereinheit werden bei der Ribonukleotid-Reduktion zum Disulfid oxidiert.

Damit die katalytische Aktivitdt der Ribonukleotid-Reduktase erhalten bleibt,
benotigt das Enzym Reduktionsidquivalente. Geliefert werden diese von kleinen
Dithiolproteinen wie Thioredoxin und Glutaredoxin (Holmgren, 1989). Das wih-
rend der Reduktion entstandene oxidierte Thioredoxin wird durch NADPH in ei-
ner von der Thioredoxin-Reduktase katalysierten Reaktion wieder reduziert. Oxi-
diertes Glutaredoxin reagiert spontan mit Glutathion, einem cysteinhaltigen Tri-
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peptid. Das entstandene Disulfid wird NADPH-vermittelt durch die Glutathion-
Reduktase reduziert (s. Abb.1.8).

NDP
SH SH
NADP [ [ GSSG NADPH
SH SH
Thioredoxin Glutaredoxin
S S
NADPH [ | [g 2 GSH NADP

N |

dNDP

Thioredoxin— Ribonukleotid— Glutathion—
Reduktase Reduktase Reduktase

Abbildung 1.8: Thioredoxin und Glutaredoxin als Donatoren der Re-
duktionsiqgivalente fiir die Ribonukleotid-Reduktase (nach Dormeyer,
2000)

T. brucei besitzt einen einzigartigen Thiolstoffwechsel. Die Parasiten haben kein
Glutathion/Glutathion-Reduktase-System. Lange Zeit wurde angenommen, dass
T. brucei auch kein Thioredoxin-System aufweist. Neuere Untersuchungen haben
jedoch gezeigt, dass die Parasiten ein klassisches Thioredoxin besitzen (Recken-
felderbdumer et al., 2000). Glutathionylspermidin-Konjugate, wie Trypanothion,
stellen fiir 7. brucei die wichtigsten Thiole dar, die durch das Enzym Trypano-
thion-Reduktase in reduzierter Form gehalten werden.

NDP
SH
NADP T(SH), [ TS, NADPH
SH
Tryparedoxin
S
NADPH TS, [g T(SH), NADP
dNDP
Trypanothion— Ribonukleotid— Trypanothion—
Reduktase Reduktase Reduktase

Abbildung 1.9: Trypanothion-abhingige Reduktion der 7. bruce:
Ribonukleotid-Reduktase (nach Dormeyer et al., 2001). Links: Spontane
Reduktion der Ribonukleotid-Reduktase durch Trypanothion; Rechts: Tryparedoxin-
vermittelte Reduktion der Ribonukleotid-Reduktase
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In millimolaren Konzentrationen ist Trypanothion direkter Elektronendonor der
Ribonukleotid-Reduktase. Bei submikromolarer Konzentration wird die Reakti-
on durch Tryparedoxin katalysiert (s. 1.9; Dormeyer et al., 2001). Tryparedoxin
ist ein 16 kDa Protein, das als Trypanothion-abhéngige Thiol-Disulfid Oxido-
reduktase fungiert. Seine katalytischen Eigenschaften liegen zwischen denen des
klassischen Thioredoxins und Glutaredoxins (Liidemann et al., 1998).

1.3.2 Superoxid-Dismutase

Bei vielen zelluldren Oxidationsprozessen wird molekularer Sauerstoff zum Super-
oxidradikal-Anion reduziert. Dieses ist nicht besonders reaktiv, dismutiert jedoch
unter der katalytischen Wirkung des Enzyms Superoxid-Dismutase zu Wasser-
stoffperoxid und Sauerstoff. Die Enzyme Katalase und Glutathion-Peroxidase
dienen zur Beseitigung des Peroxids, das in einer Fenton-Reaktion, katalysiert
durch Fe?", das hochreaktive Hydroxylradikal bilden kann (s. Abb.1.10).

H.O + 1/20
\Qa\a\ase ? ?
20,7285 2055, 0, + HO, T,
. S Csy
2H /U[at/”.
Peroy; /0N~ GSSG + 2H,0
2+ OIGS@
0, Fe
Fenton—Reaktion
O; Fe3+

HO™ + HO®

Abbildung 1.10: Bildung und Weiterreaktion von Superoxidradikal-
Anionen (nach Eisenbrand & Metzler, 1994)

Es werden drei Typen von Spperoxid—Dismutasen mit verschiedenen Metallzen-
tren unterschieden (fiir eine Ubersicht s. Bannister et al., 1987):

e Cu/Zn-Superoxid-Dismutasen
e Mn-Superoxid-Dismutasen

e Fe-Superoxid-Dismutasen

Die verschiedenen Superoxid-Dismutasen zeigen ein unterschiedliches Verhalten
gegeniiber Cyanid (inhibiert Cu/Zn-haltige Enzyme), Wasserstoffperoxid (inhi-
biert Cu/Zn- und Fe-haltige Enzyme) und Azid (inhibiert alle Enzyme mit un-
terschiedlicher Effektivitéit). 7. brucei besitzt, wie andere Trypanosomatiden,
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keine bei Eukaryonten iibliche Cu/Zn-, sondern eine eisenabhingige Superoxid-
Dismutase (Le Trant et al., 1983). Genauere Studien iiber die Superoxid-Dismutase
des Trypanosomatids Crithidia fasciculata konnten drei Isoenzyme im Cytosol
nachweisen. Beim wichtigsten Isoenzym handelt es sich um ein 43 kDa Prote-
in, das sich aus zwei gleichgrofien Untereinheiten zusammensetzt (Le Trant et
al., 1983). Interessanterweise haben Trypanosomen keine Glutathion-Peroxidase
und keine Katalase, die, wie oben erwédhnt, zum Hauptabwehrsystem reaktiver
Sauerstoffderivate gehoren.

Eine besondere Bedeutung scheinen Superoxid-Dismutasen fiir die Aktivitit der
Ribonukleotid-Reduktase zu besitzen. Fiir E. coli wurde gezeigt, dass die an
der Bildung des Tyrosylradikals beteiligte NAD(P)H:Oxidoreduktase molekula-
ren Sauerstoff zum Superoxidradikal-Anion reduziert (Fontecave et al., 1987).
Dieses kann die R2-Untereinheit der Ribonukleotid-Reduktase irreversibel inak-
tivieren (Gaudu et al., 1996).

1.3.3 Alternative Oxidase

T. brucei-Blutformen gewinnen ihre Energie ausschliellich aus der Glykolyse,
die grofitenteils in Glykosomen (Opperdoes, 1987) stattfindet (s. Abb. 1.11). Das
dabei entstehende NADH muss reoxidiert werden, damit die Glykolyse fortgefiihrt
werden kann.
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Abbildung 1.11: Glykolyse bei T. brucei-Blutformen (nach Helfert et
al. 2001). Gezeigt ist eine Zusammenfassung des aeroben glykosomalen Energie-
stoffwechsels. Dabei entstehen zu 90 % Pyruvat und zu 10 % Glycerin (Helfert et
al., 2001). GPO = Glycerin-3-Phosphat-Oxidase; DHAP = Dihydroxyacetonphosphat;
G-3-P = Glycerin-3-Phosphat; GP-DH = Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase. Die
weiteren Abkiirzungen finden sich im Abkiirzungsverzeichnis.

Bluttrypanosomen besitzen im Mitochondrium kein Cytochrom-abhéngiges Elek-
tronen-Transportsystem, das iiblicherweise fiir die Regeneration von Redukti-
onsdquivalenten verantwortlich ist. Demgegeniiber wird im Glykosom das Gleich-
gewicht der Reduktionséiquivalente durch die Glycerin-3-Phosphat-Dehydroge-
nase (GP-DH) aufrecht erhalten, die Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) zu Gly-
cerin-3-Phosphat (G-3-P) reduziert und gleichzeitig NADH reoxidiert. Glycerin-
3-Phosphat wird zu einem geringen Teil im Glykosom zu Glycerin umgesetzt.
Das meiste Glycerin-3-Phosphat gelangt iiber das Cytoplasma in die duflere Mit-
ochondrienmembran. Dort wird es von der Glycerin-3-Phosphat-Oxidase (GPO;
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Fairlamb & Bowman, 1977b), bestehend aus einer Glycerin-3-Phosphat-Dehy-
drogenase (einem Flavoprotein) und einer trypanosomalen Alternativen Oxidase,
wieder zu Dihydroxyacetonphosphat oxidiert, das ins Glykosom diffundiert (s.
Abb. 1.12; Clarkson et al., 1989).

DHAP

Alternative
Oxidase

O, H50

Abbildung 1.12: Schematische Darstellung der mitochondrialen Glycerin-
3-Phosphat-Oxidase (GPO) von T. brucei-Blutformen (nach Clarkson
et al., 1989). Die mitochondriale Regeneration von Dihydroxyacetonphosphat
(DHAP) aus Glycerin-3-Phosphat (G-3-P) wird durch eine Elektronentransport-Kette
vermittelt. Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase (GP-DH) oxidiert G-3-P zu DHAP
und reduziert gleichzeitig Ubichinon (Q) zu Ubichinol (QHz). Dieses wird durch die
trypanosomale Alternative Oxidase reoxidiert, wobei molekularer Sauerstoff zu Wasser
reduziert wird.

Der Elektronentransport zwischen den Enzymen der Glycerin-3-Phosphat-Oxi-
dase (GPO) erfolgt durch das Ubichinon (Q)/Ubichinol (QHz)-System. Bei der
Oxidation von Ubichinol durch die Alternative Oxidase wird molekularer Sauer-
stoff zu Wasser reduziert. Gegeniiber der cytochromabhéngigen Atmung ist die
Respiration von Bluttrypanosomen Cyanid-unempfindlich, wird allerdings durch
Salicylhydroxamséure (SHAM) inhibiert (Opperdoes et al., 1976).

Bei der trypanosomalen Alternativen Oxidase handelt es sich um ein 33 kDa
grofies Protein (Chaudhuri et al., 1995), das von einem single-copy-Gen kodiert
wird (Chaudhuri & Hill, 1996; Chaudhuri et al., 1998). Alternative Oxidasen sind
u. a. auch bei Pflanzen bekannt. Deren genauere Analyse zeigte eine dimere Struk-
tur des Proteins (Umbach & Siedow, 1993) mit einem der R2-Untereinheit der Ri-
bonukleotid-Reduktase vergleichbaren Di-Eisen-Zentrum (Andersson & Nordlund,
1999; vgl. Abb. 1.6).
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1.3.4 Aconitase

Die Aconitase ist ein Nicht-Hidm-Eisenprotein mit einem [4Fe-4S]-Cluster. Das
Enzym katalysiert die Umsetzung von Citrat zu Isocitrat, die in zwei Schritten
ablauft:

COO H COO

H—C—H pp “ooc—c MO H—C—OH

A

00C—C—O0H <— "00C—C “00C —C—H

2 (|:H2 THz
COO™ COO™ COO™
Citrat cis—Aconitat Isocitrat

Abbildung 1.13: Isomerisierung von Citrat.

Dieser Prozess ist Bestandteil des mitochondrialen Citratzyklus.

Bei der Regulation des Eisenstoffwechsels von Siugerzellen spielen sog. IRES-
Binde-Proteine (IRPs®) eine entscheidende Rolle. Bei Siugetieren sind zwei ver-
schiedene IRE-Binde-Proteine (IRP-I und IRP-II; Rouault & Klausner, 1997)
bekannt. Das IRP-I ist eine cytoplasmatische Aconitase, die nicht mit dem mit-
ochondrialen Protein iibereinstimmt. Bei Eiseniiberschuss wird Citrat in Isocitrat
isomerisiert, bei Eisenmangel hingegen &ndert das Enzym seine Konformation
und bindet mit hoher Spezifitit an bestimmte Stellen der Transferrin-Rezeptor-
und Ferritin-mRNA. Dadurch wird die Expression der Rezeptoren erhéht und die
Synthese der Eisenspeichermolekiile (Ferritin) reduziert.

T. brucei besitzt eine Aconitase (Grofle: 98 kDa; Saas et al., 2000), die sowohl
im Mitochondrium, als auch im Cytoplasma vorkommt. Diese Aconitase wurde
kloniert und sequenziert. Dabei zeigte sich u. a. eine groBe Ubereinstimmung mit
der Sequenz des humanen IRP-I (Saas et al., 2000). Bei Bluttrypanosomen konnte
mit Hilfe von knock-out-Mutanten jedoch kein Einfluss der Aconitase auf die Ex-
pression und Regulation des trypanosomalen Transferrin-Rezeptors nachgewiesen
werden (Fast et al., 1999). Uber die Bedeutung der Aconitase im Cytoplasma des
Parasiten wird somit noch spekuliert.

5IRE = iron response element
6IRP = iron regulatory protein
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1.4 Ziele

Seit einigen Jahren ist wieder ein Ansteigen der durch 7. b. rhodesiense und 7. b.
gambiense hervorgerufenen Schlafkrankheit in Afrika zu verzeichnen. In manchen
Gebieten ist die Schlafkrankheit mittlerweile Todesursache Nummer eins, noch
vor der Immunschwiichekrankheit AIDS (WHO, 20017). Trotzdem sind nach wie
vor die therapeutischen Mittel zur Behandlung der Schlafkrankheit beschrinkt
und beruhen auf z. T. vor Jahrzehnten entwickelten Medikamenten. Grundla-
genforschung, die neue Ansitze fiir eine Chemotherapie liefern konnte, ist daher
dringend notwendig. Zu diesem Zweck wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
die Desoxyribonukleotid-Synthese, der Eisenstoffwechsel und die Differenzierung
des Parasiten ndher untersucht:

e Alle Organismen sind auf die Bildung von Desoxyribonukleotiden fiir die
DNA-Synthese angewiesen. Die Ribonukleotid-Reduktase ist das einzige
Enzym, das die Umwandlung von Ribonukleotiden zu Desoxyribonukleoti-
den katalysiert. Mit immunologischen und molekularbiologischen Methoden
sollte die Regulation der Ribonukleotid-Reduktase im Lebens- und Zellzy-
klus von T. bruce: untersucht werden.

e Bluttrypanosomen benétigen Eisen zum Wachstum. Mit Hilfe des Eisenche-
lators Deferoxamin ® sollte der Einfluss eines Eisenmangels auf die DNA-
Synthese und die Atmung der Parasiten untersucht werden. Ferner soll-
te die Aktivitdt der eisenabhéngigen Enzyme Ribonukleotid-Reduktase,
Superoxid-Dismutase und Alternative Oxidase bei einer Storung des Ei-
senhaushaltes gemessen werden.

e Die Differenzierung pleomorpher Bluttrypanosomen ist ein cAMP-vermit-
telter Prozess. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Wirkung von 8-(4-Chlor-
phenylthio)-cAMP (pCPTcAMP)?3, einem membranpermeablen cAMP-De-
rivat, auf die Differenzierung von kulturadaptierten, monomorphen Blut-
trypanosomen untersucht werden. In diesem Zusammenhang sollte auch die
Regulation der Ribonukleotid-Reduktase bei cAMP-behandelten Trypano-
somen genauer analysiert werden.

Thttp//www.who.int /health-topics/afrtryps.htm
8Struktur s. Anhang
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Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Produkt

cis-Aconitsdure

Aminosiuren

8-(4-Chlorphenylthio)-cAMP (pCPTcAMP)
Cruz-Marker (MW-Standard)

Deferoxamin Mesylat

DIG-markierte MW-Standards III und VI
Dihydroliponséure

EMEM (+ L-Glutamin, +Phenolrot)

Fotales Kilberserum (FCS)
Héminchlorid
Medium 199 (2x) (Earles modifizierte Salze,

+ L-Glutamin, + Aminoséuren, - Phenolrot)

MEM 1x (- L-Glutamin, -Phenolrot)
MEM 50x (essentielle Aminoséuren)

Milchpulver (Blotting grade Blocker,
non-fat dry milk)
NEAA 100x (nicht-essentielle Aminoséuren)

Penicillin/Streptomycin (100x;

Penicillin 10.000 U/ml, Streptomycin 10.000 ug/ml)

Pferdeserum

18

Bezugsquelle

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Santa Cruz, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Biowhittaker Europe, Verviers
(Belgien)

Biochrom, Berlin

Sigma, Deisenhofen

Life Technologies, Karlsruhe

Life Technologies, Karlsruhe
Biowhittaker Europe, Verviers
(Belgien)

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Biowhittaker Europe, Verviers
(Belgien)

Biowhittaker Europe, Verviers
(Belgien)

Life Technologies, Karlsruhe
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Alle weiteren Chemikalien waren von der hochsten verfiigbaren Reinheit und wur-
den von Merck (Darmstadt), Riedel-de Haén (Seelze), Roth (Karlsruhe), Serva
(Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen. Fiir die molekularbiologischen
Arbeiten wurden die Produkte von Roche Diagnostics (Mannheim) verwendet.
Die Radiochemikalien stammten von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg).

2.2 AntikoOrper

Produkt

Kaninchen-Antiserum gegen
T. b. brucei Aldolase

Monoklonaler Maus-Antikérper gegen
das lysosomale Membranprotein CB1
von 7. b. brucei (Klon: CB1)

Polyklonaler Kaninchen-Antikérper gegen
T. cruzi Liponamid-Dehydrogenase

Monoklonaler Maus-Antikérper gegen
T. b. brucei Procyclin (Klon: TBRP/247)

Polyklonaler Kaninchen-Antikérper gegen
die rekombinante R1-Untereinheit der
T. b. brucet Ribonukleotid-Reduktase

Polyklonaler Kaninchen-Antikérper gegen
die rekombinante R2-Untereinheit der
T. b. brucei Ribonukleotid-Reduktase

Polyklonaler Kaninchen-Antikérper gegen
VSG von T. b. brucei TC221

Peroxidase-konjugiertes
anti-Kaninchen IgG der Ziege

Peroxidase-konjugiertes
anti-Maus IgG der Ziege

Peroxidase-konjugierte
anti-DIG Fab Fragmente des Schafs

Bezugsquelle

C. Clayton, ZMBH, Heidelberg

Cedarlane Laboratories, Ontario
(Kanada)

R. L. Krauth-Siegel, BZH, Heidelberg
Cedarlane Laboratories, Ontario

(Kanada)
Eurogentec, Herstal (Belgien)

Eurogentec, Herstal (Belgien)

Eurogentec, Herstal (Belgien)
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg

Roche Diagnostics, Mannheim
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2.3 Oligonukleotide

Name 5°-N,-3°
spliced leader TAG AAC AGT TTC TGT ACT ATA TTG

R1 TGA TGA TCG CAC ACT GTT TGA GT
R2 CAT CGC AAA TGA ACT CTC GTT CAA
R1 ™~ ATG TTG GAA ACG GTG AAG

R1 < GGA AAC CAA AGA TAT CCG

R2 7 ATG CCA CCC AAA TCT CAC

R2 < CTA GAA ATC TGC GTC CAG

Die Oligonukleotide wurden von Roth (Karlsruhe) hergestellt.

2.4 Haufig verwendete Puffer

PBS
137 mM NaCl, 8 mM Na,HPO, x 12H,0, 2,7 mM KCl, 1,4 mM KH,PO,; pH 7,2

SB-Medium

60 mM NayHPO4x2H50, 50 mM Glucose-Monohydrat, 45 mM NaCl, 3 mM
KH;POy; pH 8,2

Lyse-Puffer (nach Steverding et al., 1994)
50 mM HEPES, 2,5 mM EDTA, 2 mM EGTA; pH 7 mit NaOH eingestellt

2.5 Stammldsungen der Testsubstanzen

Die Stammlosungen wurde fiir die Versuche stets frisch angesetzt und sterilfiltriert
(Porengréfie des Membranfilters: 0,2 pm).

Deferoxamin
5 mM in eiskaltem ddH,O

Eisen-Deferoxamin
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Deferoxamin-Stammlésung wurde zur Eisen-Sattigung mit FeCls im molaren Verhélt-
nis 1:1,1 gemischt

Eisen-A mmonium-Citrat
10 mM in ddH,O

8-(4-Chlorphenylthio)-cAMP (pCPTcAMP)
10 mM in eiskaltem PBS

2.6 Verbrauchsmaterialien

Produkt Bezugsquelle

Centricon 30 Millipore, Eschborn

Filterpapier (Dicke: 0,3 mm) Whatman Biometra, Gottingen

Gewebekulturflaschen (T-25, T-75, T-182) Greiner Labortechnik,
Frickenhausen

Gewebekulturplatten (24 und 96 Loch) Greiner Labortechnik,
Frickenhausen

Hématokritkapillare Brand, Freiburg

Injektionskaniilen Sterican (R) (0,6 x 25 mm) Braun, Melsungen

Membran fiir Clark-Elektrode Y SI-Instruments, Ohio (USA)

Membranfilter, steril (Porengréie 0,2um) Sartorius, Géttingen

Nylon Membran, positiv geladen Roche Diagnostics, Mannheim

Objekttriger (markiert) Menzel-Gliser, Braunschweig

Szintillationsgefisse Packard, Meriden (USA)
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2.7 Gerite

Produkt Bezugsquelle
COy-Inkubatoren Heraeus, Hanau

Easy cast Model B1A Peqlab Biotechnologie,

(fiir die Agarose-Gelelektrophorese) Erlangen

Kiihlzentrifuge RC-5B, Rotor SM24 Sorvall, Conneticut (USA)
Kiihlzentrifuge 5412R Eppendorf, Hamburg
Lichtmikroskop Leica DMIL Leitz, Wetzlar

Megafuge 1.0R Heraeus, Hanau
Neubauer-Hamozytometer (improved) Fischer Scientific, Nidderau

Ultrazentrifuge RCM 120GX, Rotor S120 AT3 Sorvall, Conneticut (USA)

Weitere verwendete Gerdte werden an entsprechender Stelle im Methodenteil
erwihnt.
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2.8 Zellkultur

2.8.1 Kultivierung von T. b. bruce: TC221

Baltz-Medium (nach Baltz et al., 1985)

Zu 500 ml EMEM wurden 3 g HEPES, 0,5 g Glucose-Monohydrat, 100 mg Natri-
umpyruvat, 7 mg Hypoxanthin, 2 mg Thymidin, 10,7 mg Adenosin und 14,1 mg
Bathocuproindisulfonat gegeben. Nach dem Losen der Substanzen wurde ein pH-
Wert von 7,5 eingestellt. Anschliefend wurde das Medium sterilfiltriert und mit
5 ml NEAA (100x) versetzt.

Baltz Medium komplett (nach Baltz et al., 1985)

Zu 100 ml Baltz Medium wurden 20 ml iFCS (durch 30miniitige Inkubation bei
56°C inaktiviertes fotales Kélberserum), 1 ml Penicillin/Streptomycin (100x) und
1 ml 2-Mercaptoethanol-Stammlésung (20 mM in ddH,O) gegeben. Die Fliissig-
keiten wurden gemischt und das komplettierte Medium sterilfiltriert.

Kulturadaptierte Bluttrypanosomen der 7. b. brucei-Zelllinie TC221 vom Stamm
427 (Hirumi et al., 1980), wurden in Gewebekulturflaschen mit Filterdeckel (Dau-
erkulturen) oder auf Gewebekulturplatten (Wachstumsversuche) in Baltz Medi-
um komplett bei 37°C und 5 % CO, in wasserdampfgesittigter Atmosphére kulti-
viert. Innerhalb von 24 h hatten sich die Zellen etwa verzehnfacht. Bei Zelldichten
zwischen 1-2x10° Zellen/ml wurden die Trypanosomen verdiinnt und mit einer
Dichte von 1x10% bis 1x10* Zellen/ml eingest.

2.8.2 Gewinnung und Kultivierung prozyklischer T. b.
brucer AnTat 1.1

SDM-79 Medium (nach Brun & Schénenberger, 1979)

Zu 661 ml MEM (1x) wurden 94 ml Medium 199 (2x), 8 ml MEM (50x), 6 ml
NEAA (100x), 1 g Glucose-Monohydrat, 8 g HEPES, 5 g MOPS, 2 g NaHCO3,
100 mg Natriumpyruvat, 200 mg L-Alanin, 592 mg L-Glutamin, 100 mg L-Arginin,
70 mg L-Methionin, 80 mg L-Phenylalanin, 600 mg L-Prolin, 60 mg L-Serin,
160 mg Taurin, 350 mg L-Threonin, 100 mg L-Tyrosin, 10 mg Adenosin, 10 mg
Guanosin, 50 mg Glucosamin-HCI, 4 mg Folséure, 2 mg p-Aminobenzoesidure und
0,2 mg Biotin gegeben. Nach dem Lésen der Substanzen wurde mit NaOH (s) ein
pH-Wert von 7,3 eingestellt und das Medium mit ddH,O auf 1 1 Gesamtvolumen
aufgefiillt. Das Medium wurde sterilfiltriert und bis zur Verwendung bei -20°C
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eingefroren.

SDM-79 Medium komplett (nach Brun & Schénenberger, 1979)

Zu 100 ml SDM-79 Medium wurden 10 ml iFCS (s. 0.), 1 ml Penicillin/Strepto-
mycin (100x) und 300 pl Himinchlorid-Stammlésung (3,8 mM in 0,05 M NaOH,
autoklaviert (121°C, 2 bar, 20 min)) gegeben. Die Fliissigkeiten wurden gemischt
und das komplettierte Medium sterilfiltriert.

Gedrungene Bluttrypanosomen des pleomorphen Stamms 7. b. brucei AnTat 1.1
(van Meirvenne et al., 1975) wurden aus dem Blut von NMRI-M#usen 5 Tage nach
der Infektion mittels DEAE-Cellulose-Chromatographie (Lanham & Godfrey,
1970) steril isoliert (s. 2.9). Zur Differenzierung in prozyklische Insektenformen
wurden die Trypanosomen mit einer Zelldichte von 5x10® Zellen/ml in SDM-79
Medium (komplett) mit 3 mM Citrat/cis-Aconitat (CCA) eingesiit und bei 27°C
in geschlossenen Gewebekulturflaschen inkubiert (Czichos et al., 1986; Overath
et al., 1986; Ziegelbauer et al., 1990). Etablierte prozyklische Trypanosomen
wurden in SDM-79 Medium (komplett) ohne CCA weiterkultiviert. Spéitestens
beim Erreichen einer Zelldichte von 2-3x107 Zellen/ml wurden die Trypanoso-
men verdiinnt und mit mindestens 10° Zellen/ml wieder eingesit.

2.8.3 Auftauen von Trypanosomen

Das Aufauen, der in fliissigem Stickstoff gelagerten Zellen, muss ziigig erfolgen,
da das im Einfriermedium enthaltene DMSO zytotoxisch ist. Die schon auf-
getaute, aber noch kalte Zellsuspension wurde in einem 10fachen Uberschuss
Baltz bzw. SDM-79 Medium komplett aufgenommen und 10 min bei 4°C und
1600x g zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand bis auf ca. 1 ml mit einer
Pipette abgenommen. Die Zellen wurden im iibriggebliebenen Medium resuspen-
diert. Bluttrypanosomen von 7. b. bruce: TC221 wurden in einer Kulturflasche
(T-25, Filterdeckel) in Baltz Medium komplett mit einer Zelldichte von 1x10°
Zellen/ml eingesét. Etablierte prozyklische Trypanosomen des Stamms 7. b. bru-
cei AnTat 1.1 wurden mit einer Dichte von 1x10°® Zellen/ml in SDM-79 Medium
komplett (Kulturflasche T-25) eingesiit.

2.8.4 Einfrieren von Trypanosomen
Zum Einfrieren wurden Zellen verwendet, die sich in der logarithmischen Wachs-

tumsphase befanden. Die Trypanosomen wurden abzentrifugiert (1600xg, 4°C,
10 min) und zu einer Dichte von 5x10° (TC221) bzw. 5x10° (etablierte prozy-
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klische AnTat 1.1) Zellen/ml mit Einfriermedium (90 % (v/v) iFCS, 10 % (v/v)
DMSO, steril) resuspendiert. Uber einen Zeitraum von 24 h wurden die Trypa-
nosomen bei -80°C langsam eingefroren, ehe sie in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt
und darin gelagert wurden.

2.8.5 Bestimmung der Zelldichte

Die Bestimmung der Zelldichte erfolgte nach Angaben des Herstellers mit einem
Neubauer-Hamozytometer (improved). Bei zu erwartenden Zellzahlen von mehr
als 1,5x10°® Zellen/ml wurden die Trypanosomen 1:5 oder 1:10 im entsprechenden
Kulturmedium vorverdiinnt.

2.8.6 Wachstumsversuche

Fiir Wachstumsversuche wurden nur kulturadaptierte Bluttrypanosomen von 7.
b. brucei TC221, deren Zelldichte nicht mehr als 1x10°% Zellen/ml betrug (loga-
rithmische Wachstumsphase), verwendet. Dadurch sollte die Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse gesichert werden. Die untersuchten Zellen wurden 96 h in Baltz
Medium komplett in Gegenwart der Testsubstanz unter Standardbedingungen (s.
2.8.1) in 24-Loch-Platten kultiviert. Zu Beginn wurden die Trypanosomen mit ei-
ner Zelldichte von 1x10* Zellen/ml eingesiit. Jeder einzelne Versuchsansatz hatte
ein Endvolumen von 1 ml. Die Konzentration des jeweils fiir die Testsubstanz
verwendeten Losungsmittels war in allen Einzelansétzen gleich. Alle 24 h wurden
die Ansidtze vorsichtig resuspendiert und unmittelbar danach die Zelldichte be-
stimmt. Es wurden mindestens zwei unabhingige Zdhlungen vorgenommen, bei
Zelldichten von maximal 1x10° Zellen/ml wurde viermal gez#hlt. AnschlieBend
wurde der Mittelwert aus den Zdhlergebnissen berechnet.

2.9 Gewinnung von Bluttrypanosomen aus infi-
zierten Mausen

2.9.1 Infektion von Miusen

TDB

80 mM NaCl, 20 mM Glucose-Monohydrat, 20 mM Na,HPO4x12H,O, 5 mM
KCl, 2 mM NaH,HPO4,xH;0, 1 mM MgSO,x7H,0O; pH 7 mit HCI eingestellt
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Fiir die Anzucht von T. b. brucei AnTat 1.1 wurden in fliilssigem Stickstoff ge-
lagerte Stabilate verwendet. Die Zellen befanden sich in Hamatokritkapillaren in
einem 1:1 Gemisch aus Mauseblut und TDB/20 % (v/v) Glycerin. Die Kapillare
(Inhalt: ca. 50 ul Stabilat) wurden an beiden Enden aufgebrochen und der In-
halt mit 1 ml eiskaltem TDB in ein auf Eis gestelltes, steriles Becherglas gespiilt.
Nachdem die Vitalitdt der Trypanosomen im Lichtmikroskop iiberpriift worden
war, wurden weibliche NMRI- oder BALB/c-M#use! mit 300 ul der Zellsuspen-
sion intraperitoneal infiziert.

2.9.2 Isolierung und Aufreinigung von Trypanosomen

CGA (nach Steverding, personliche Mitteilung)

100 mM Trinatriumcitrat-Dihydrat, 40 mM Glucose-Monohydrat; pH 7,7 mit
NaOH eingestellt

DEAE-Siulenmaterial

DE 52-Cellulose (Whatman Biometra, Géttingen) wurde mit SB-Medium (s. 2.4)
im Verhéltnis 1:1 gemischt. Danach wurde pH 8 mit H3PO, eingestellt.

Schlanke (long slender) und gedrungene (short stumpy) Bluttrypanosomen wur-
den 3 bzw. 5 Tage nach der Infektion aus dem Blut der Mé&use isoliert. Dazu wur-
den die Tiere mit CO, getotet und der Brustraum freigelegt. Nach Durchtrennung
der Vena cava posterior wurde das austretende Blut sofort mit wenigen Tropfen
eines gerinnungshemmenden Citrat-Glucose-Antikoagulans (CGA) versetzt und
mit einer Pipette moglichst quantitativ in ein Plastikrohrchen {iberfiithrt. Nach
der anschlieBenden Zentrifugation (400xg, 4°C, 15 min) waren drei Fraktionen
unterscheidbar. Zu unterst die tiefrote Erythrozytenschicht, dariiber das weifle
Trypanosomenpellet und oben das schwach rétlich gefirbte Blutplasma. Letzte-
res wurde vorsichtig abgenommen. Das Trypanosomenpellet wurde in 1 ml eis-
kaltem SB-Medium resuspendiert und mit moglichst wenig Erythrozyten in ein
neues Plastikrohrchen iiberfiithrt. Das Pellet wurde nun zweimal durch Resuspen-
dieren und Pelletieren (400x g, 4°C, 10 min) in je 1 ml eiskaltem SB-Medium (s.
2.4) gewaschen. Zum Schluss folgte eine Reinigung der Trypanosomen durch ei-
ne DEAE-Cellulose-Chromatografie bei 4°C (Lanham & Godfrey, 1970). Zu die-
sem Zweck wurden ca. 2x16 cm grofle konventionelle Chromatographie-Saulen
(Glasbldserei Heidelberg), die etwa 10 cm hoch mit DEAE-Sdulenmaterial ge-
packt waren, verwendet. Die ungeladenen Trypanosomen passierten die Anionen-
austauschersiule ungehindert, wihrend die in der Zellsuspension noch enthalte-

! Die M#use stammten aus der Tierversuchsanstalt Heidelberg und waren ca. 10 Wochen alt.
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nen Erythrozyten wegen ihrer negativen Oberflichenladung vom Sidulenmaterial
zuriickgehalten wurden.

2.10 Proteinanalytik

2.10.1 Herstellung von Zelllysaten

Protease-Inhibitoren Konzentration der Stammldsung
Ng-p-Tosyl-L-lysin- 100 mM in ddH,O

chlormethylketon (TLCK)

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 200 mM in Isopropanol

Leupeptin 10 mM in ddH,O
N-(trans-Epoxysuccinyl)-L-leucin- 2,8 mM in ddH50O
4-guanidinobutylamid (E-64)

Pepstatin A 1,5 mM in ddH,O

Die Stammlésungen wurden bei -20°C gelagert.

Die Trypanosomen (6x 107 Zellen/ml) wurden in Lyse-Puffer (s. 2.4) mit Protease-
Inhibitoren (200 M TLCK, 400 uM PMSF, 10 uM Leupeptin, 2 uM E-64 und
1 uM Pepstatin A) resuspendiert und solange auf Eis lysiert, bis im Lichtmikro-
skop keine intakte Zelle mehr zu erkennen war. Danach wurde 10%iges (w/v)
SDS zum Zelllysat gegeben (Endkonzentration: 1 % (v/v)), der gesamte Ansatz
gut gemischt und das Lysat bis zur Verwendung bei - 20°C aufbewahrt.

2.10.2 Proteinbestimmung

Die Gesamtproteinmenge der Lysate wurde mit dem BCA-Protein-Assay, ei-
ner Kombination der Proteinbestimmung nach Biuret mit einem stabilen und
selektiven Detektionsreagenz fiir Kupfer(I)-Ionen, der Bicinchoninsiure (BCA),
bestimmt.
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BCA-Protein— “ooc O N.. N Q
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Abbildung 2.1: BCA-Protein-Assay (aus: Manual der Firma Pierce Che-
mical Company, Rockford, Illinois (USA))

Der Test wurde in 96-Loch-Mikrotiterplatten mit den BCA-Reagenzien A und
B von Pierce Chemical Company, Rockford, Illinois (USA) nach Herstelleran-
gaben durchgefiihrt. Zu 10 pl des unverdiinnten Lysates wurden 200 pl der
BCA-Arbeitslosung (Reagenzien A und B im Verhéltnis 50:1) gegeben und 30
min bei 37°C inkubiert. Die in der alkalischen Arbeitslésung enthaltenen Cu?*-
Ionen werden durch die in der Testlésung enthaltenen Proteine zu Cu*-Ionen
reduziert. Diese bilden mit der BCA einen farbigen Komplex, der bei 550 nm
photometrisch quantifiziert werden kann. Fiir den Konzentrationsbereich von 0,1
bis 0,9 mg Protein/ml wurde mit Rinderserumalbumin (BSA) eine Eichgerade
erstellt. Von jeder Probe (Lysate bzw. Eichlosungen) wurde eine Doppelbestim-
mung durchgefiihrt. Die photometrische Auswertung erfolgte mit einem ELISA-
Plate-Reader MR 5000 (Dynatech, Denkendorf).

2.10.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
2.10.3.1 Herstellung der Gele und Durchfiihrung der Elektrophorese

Trenngelpuffer 4x
1,5 M Tris, 0,4 % (w/v) SDS; pH 8,8 mit HCI eingestellt

Trenngel (10 % (w/v) Acrylamid)

1625 ul Rotiphorese Gel A (Roth, Karlsruhe), 650 ul Rotiphorese Gel B (Roth,
Karlsruhe), 1250 ul Trenngelpuffer 4x, 1475 ul ddH,O, 25 pl Ammoniumper-
oxidisulfat (APS; 10 % (w/v), frisch angesetzt), 2,5 ul N,N,N" N ’-Tetramethy]l-
ethylendiamin (TEMED)

Das Gel wurde mit 167 ul wassergesittigtem 1-Butanol iiberschichtet.
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Sammelgelpuffer 4x
0,5 M Tris, 0,4 % (w/v) SDS; pH 6,8 mit HCI eingestellt

Sammelgel (4,5 % (w/v) Acrylamid)

440 pl Rotiphorese Gel A (Roth, Karlsruhe), 176 ul Rotiphorese Gel B (Roth,
Karlsruhe), 750 pl Sammelgelpuffer 4x, 1634 pl ddH,O, 27 pl Ammoniumper-
oxidisulfat (APS; 10 % (w/v), frisch angesetzt), 9 pl N,N,N" N’ -Tetramethyl-
ethylendiamin (TEMED)

Probenpuffer 4x

0,25 M Tris, 40 % (v/v) Glycerin, 8 % (w/v) SDS, 0,004 % (w/v) Bromphenol-
blau; pH 6,8 mit HCl. Vor Gebrauch wurde 1,4-Dithiothreitol (DTT; Endkonzen-
tration: 100 mM) dazugegeben.

Elektrophoresepuffer
19,2 mM Glycin, 2,5 mM Tris, 0,1 % (w/v) SDS

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte in einem diskon-
tinuierlichen Gelsystem (Laemmli, 1970). Sammelgel (4,5 % (w/v) Acrylamid)
und Trenngel (10 % (w/v) Acrylamid) mit einer Dicke von 1 mm wurden in ei-
nem Minigel-Giefistand von Bio-Rad (Miinchen) hergestellt. Zur Denaturierung
der Proteine wurden die Proben 1:4 in Probenpuffer 4x verdiinnt und 3 min
im Wasserbad gekocht. Die Elektrophorese erfolgte etwa 1 h bei 180 V in einer
Mini-PROTEAN II-Zelle von Bio-Rad (Miinchen).

2.10.3.2 Silberfirbung

Fixierlosung

30 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsiure

Conditioner

0,4 M Essigsdure, 30 % (v/v) Ethanol. Vor Gebrauch wurden Glutardialdehyd
(Endkonzentration: 0,5 % (v/v)) und NayS;03x5H20 (Endkonzentration: 0,1 %
(w/v)) frisch dazugegeben.
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Silberlosung
0,1 % (w/v) Silbernitrat, 0,01 % (v/v) Formaldehyd

Entwickler
2,5 % (w/v) NayCOs3, 0,02 % (v/v) Formaldehyd

Mit einer Silberfarbung kénnen bis zu 0,1 ng Protein in einem SDS-Polyacryl-
amidgel nachgewiesen werden. Die Farbung wird bei RT durchgefiihrt.

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden die SDS-Poly-
acrylamidgele mindestens 1 h in Fixierlosung geschwenkt. Danach wurden sie
16 min in Conditioner inkubiert und 3 x5 min mit ddH,O gewaschen. Nun wurden
die Gele 20 min in Silberlosung geschwenkt und kurz mit ddH;O abgespiilt. Zum
Schluss wurden die Gele wenige Minuten in Entwicklerlésung gegeben. Waren die
Proteinbanden gut sichtbar, wurde der Entwickler entfernt und die Reaktion mit
50 mM EDTA gestoppt.

2.11 Immunologische Methoden

2.11.1 Western Blotting

Diskontinuierliches Puffersystem

Anodenpuffer I: 300 mM Tris
Anodenpuffer II: 25 mM Tris
Kathodenpuffer: 40 mM 6-Aminohexansiure

Ponceau S-Firbelosung
1 % (v/v) Essigséure, 0,1 % (w/v) Ponceau S

TBST
150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 0,05 % (v/v) Tween 20; pH 8

Blockierungspuffer
TBST, 5 % (w/v) Magermilchpulver
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Inkubations-TBST
TBST, 5 % (v/v) Pferdeserum, 0,1 % (w/v) Magermilchpulver

Die in den SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennten Proteine wurden im Semi-
Dry Verfahren auf eine Polyvinylidendifluorid- (PVDF-) Membran (Immobilon-
P; Millipore, Eschborn) transferriert. Das Blotting wurde in einer Multiphor II
Nova Blot Unit (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) mit einem diskontinu-
ierlichen Puffersystem (Anodenpuffer I und II, Kathodenpuffer) nach Hersteller-
angaben durchgefiihrt. Es wurde 55 min bei 41 mA (0,8 mA/cm?) pro Minigel
geblottet. Der Transfer der Proteine auf die Membran (Blot) wurde mit dem re-
versibel an Proteine bindenden Farbstoff Ponceau S iiberpriift. Dazu wurde die
Membran wenige Sekunden in Ponceau S-Farbelosung geschwenkt, anschlieend
in 1%iger (v/v) Essigséure entfirbt und zur Neutralisierung kurz in TBST gewa-
schen. Die Blots wurden iiber Nacht bei 4°C in Blockierungspuffer aufbewahrt,
um unspezifische Bindungsstellen abzuséttigen. Danach wurden die Membranen
bei RT 3x5 min mit TBST gewaschen. Es folgte dann eine einstiindige Inkubation
bei RT mit dem gewiinschten Erstantikorper, der in Inkubations-TBST verdiinnt
wurde. Nach erneutem dreimaligem Waschen (je 5 min) der Blots mit TBST, wur-
de der jeweilige Zweitantikorper (Peroxidase-konjugiertes anti-Kaninchen bzw.
anti-Maus IgG der Ziege) 1:5000 in Inkubations-TBST verdiinnt und die Mem-
branen 1 h bei RT darin geschwenkt. Zum Schluss wurden die Blots nochmals,
wie oben beschrieben, gewaschen. Die Entwicklung der Western Blots erfolgte
mit den ECLplus-Reagenzien und einem Hyperfilm ECL (beides von Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) nach Angaben des Herstellers.

Die densitometrische Auswertung von Western Blots wurde mit dem Programm
LumiAnalyst Version 3.0 (Roche Diagnostics, Mannheim) durchgefiihrt.

2.11.2 Affinitdtsreinigung von Antiserum

PBST
PBS (s. 2.4), 0,2 % (v/v) Tween 20

Blockierungslésung
PBST, 5% (w/v) Magermilchpulver

Das zur Affinitétsreinigung verwendete Protein wurde zuerst gelelektrophoretisch
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gereinigt. Hierzu wurden 50 ug Protein in einem priparativen Gel mit nur 2 Ta-
schen (eine kleine fiir ca. 25 pl, eine grofle fiir mehr als 250 ul) aufgetrennt (vgl.
2.10.3.1). Nach der Elektrophorese wurde das Protein auf eine PVDF-Membran
geblottet und mit Ponceau S angefiirbt (s. 2.11.1). Die Proteinbande wurde in
kleine Stiicke zerschnitten und in einem Eppendorf-Reaktionsgefil mindestens
30 min bei RT mit Blockierungslosung auf einem Rotator inkubiert. Danach
wurden die Blotstiicke 2x5 min mit PBST gewaschen und 1 h mit einer 1:40
Verdiinnung des Antiserums in Blockierungslosung bei RT rotiert. Nach dreima-
ligem Waschen (je 5 min) mit PBST wurden die spezifisch an den Blot gebunde-
nen Antikérper mit 1 ml eiskalter 0,1 M Glycinlésung (pH 2,8) durch 5miniitiges
Schiitteln eluiert. Das Eluat wurde in einem neuen Reaktionsgefdfl gesammelt
und mit 0,1 ml Tris-HCI (1 M, pH 8) mit BSA (1 mg/ml) neutralisiert. Bis zur
Verwendung wurde der gereinigte Antikorper bei - 20°C aufbewahrt.

Die Blotstiicke konnten insgesamt mindestens dreimal zur Aufreinigung von Se-
rum ohne Verlust der Spezifitit des Antikorpers verwendet werden. Dazu wurden
die Blotstiicke nach Entfernung des Eluats durch zweimaliges kurzes Waschen mit
PBST neutralisiert und wie beschrieben blockiert und inkubiert.

Fiir die Inkubation von Western Blots mit affinitétsgereinigten Antikérpern, wur-
de das Eluat 1:10, 1:25 oder 1:50 in Inkubations-TBST verdiinnt.

2.11.3 Produktion von VSG AnTat 1.1 Antikorpern
2.11.3.1 Reinigung von T. b. brucet VSG

Bluttrypanosomen des pleomorphen Stamms AnTat 1.1 wurden fiinf Tage nach
der Infektion (s. 2.9.1) aus dem Blut von 6 NMRI-M#usen isoliert und mit-
tels DEAE-Chromatographie (Lanham & Godfrey, 1970) gereinigt. Die Aufreini-
gung des variablen Oberflichenglykoproteins (VSG) erfolgte nach der Methode
von Steverding und Kremp (1998). Die Trypanosomen (10® Zellen/ml) wurden
in Lyse-Puffer mit Protease-Inhibitoren (s. 2.10.1)in Gegenwart von 10 mM p-
Chlormercuribenzoat zur Inaktivierung der endogenen GPl-spezifischen Phos-
pholipase C (Gurnett et al., 1986) 1 h auf Eis inkubiert. Danach wurde das
Lysat 1 h bei 114000xg und 4°C zentrifugiert (Ultrazentrifuge RCM 120 GX;
Sorvall, Conneticut (USA)). Das Membranpellet wurde in PBS mit 0,2 % (v/v)
Triton X-100 durch Beschallen (3x2 min, Modus: continued, 20 % Maximallei-
stung; Branson Sonifier cell disruptor B 15; Heinemann, Schwébisch Gmiind)
unter Eiskiihlung solubilisiert und nach Zugabe von DTT (1 mM) und EDTA
(2,5 mM) fiir 15 min im Wasserbad bei 37°C inkubiert. DTT bewirkt dabei die
Reaktivierung der GPI-spezifischen Phospholipase C. Nach einer einstiindigen
Zentrifugation bei 114000x g und 4°C war das gesamte VSG im Uberstand. Die
Reinheit des isolierten VSG wurde in einem Silbergel (s. 2.10.3.2) iiberpriift.
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2.11.3.2 Immunisierung von Miusen

Das gereinigte VSG wurde mit Centricon 30 nach Angaben des Herstellers aufkon-
zentriert und mit Titermax Gold Adjuvans (Sigma, Deisenhofen), wie in der Pro-
duktinformation vorgegeben, gemischt. Drei BALB/c-Méusen wurden je 20 ug
VSG injiziert. Die Immunisierung wurde im Abstand von jeweils drei Wochen
insgesamt viermal durchgefiihrt. Drei Wochen nach der letzten Injektion wurden
die M#use mit CO, getotet. Das Blut wurde wie beschrieben (s. 2.9.2), jedoch
ohne CGA-Zugabe, entnommen und mindestens 1 h bei RT stehen gelassen. Da-
nach wurde 10 min bei 1600xg, 4°C zentrifugiert. Die Uberstinde wurden in
Eppendorf-Reaktionsgefifien gesammelt und erneut zentrifugiert (15000x g, 4°C,
10 min). Dieser Schritt wurde einmal wiederholt. Der Uberstand (Antiserum)
wurde bis zur Verwendung bei - 20°C gelagert.

2.12 Analytische Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermdéglicht die simultane Messung verschiedener physi-
kalischer und chemischer Zelleigenschaften in einer Einzelzellsuspension mit etwa
10® Partikeln/ml. Zur Analyse wird die im Probenréhrchen vorgegebene Zellsus-
pension iiber eine Stahlkapillare durch Uberdruck in die Messkiivette eingefiihrt.
Die Zellen werden beim Eintreten in die Messkammer durch die sie umgeben-
de Trigerfliissigkeit (PBS) stark beschleunigt. Dadurch werden die Zellen auf-
getrennt und wandern aneinandergereiht zum Analysenpunkt. Dieser Vorgang
wird als hydrodynamische Fokussierung bezeichnet. Am Analysenpunkt wer-
den die Zellen mit einem Argon-lonenlaser, der Licht einer Wellenléinge von 488
nm generiert, in Bruchteilen einer Sekunde analysiert. Es konnen die Lichtstreu-
ung der Zellen und deren Fluoreszenz (nach Inkubation mit Farbstoffen, die bei
488 nm angeregt werden) bestimmt werden. Fiir jede Zelleigenschaft (Lichtstreu-
ung, Fluoreszenz) wird der Messbereich in eine Anzahl von Kanilen eingeteilt.
Der Wert eines gemessenen Impulses wird einem Kanal zugeordnet. Bei DNA-
Analysen werden diese Signale linear verstidrkt. Das Messen verschiedener Im-
pulsformen, wie Pulshohe, -fliche und -breite dient bei der DNA-Analyse zum
Herausfiltern (Diskriminierung, ,Gating“) von Gy/G1, S, Go/M-Multiplets und
Go/G1-Duplets.

2.12.1 Fixierung und Farbung der Trypanosomen

PC-Puffer
0,2 M NayHPOy, 0,1 M Zitronensiure; pH 7,8 mit HCI eingestellt
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RNase-Stammldsung

15 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI; pH 7,5 mit NaOH eingestellt; vor Gebrauch mit
10 mg/ml RNase im Wasserbad 15 min kochen

FarbelGsung

10 ml HBSS (Life Technologies, Karlsruhe), 500 pzl RNase-Stammlésung, 50 ul
Propidiumjodid (0,1 mg/ml H,0)

Zur Fixierung wurden mindestens 1x10° maximal 1x107 Zellen/ml abzentri-
fugiert (1600xg, 4°C, 8 min). Die Trypanosomen wurden mit 1 ml eiskaltem
SB-Medium (s. 2.4) gewaschen und erneut zentrifugiert (700xg, 4°C, 8 min).
Anschlieflend wurden die Zellen mit 1 ml 70%igem (v/v) Ethanol versetzt, gut
gemischt und bis zur Farbung der DNA, jedoch mindestens 2 h, bei -20°C gela-
gert. Danach wurden die Zellen bei 300x g, 4°C fiir 10 min zentrifugiert und mit
Phosphatpuffer (HBSS; Life Technologies, Karlsruhe) gewaschen. Nach erneutem
Zentrifugieren wurden die Trypanosomen in 0,9 ml HBSS und 0,3 ml PC-Puffer
aufgenommen und 5 min bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Zellen abzen-
trifugiert (300xg, 4°C, 8 min) und nach dem Dekantieren des Uberstandes mit
200 pl Farbelosung versetzt. Nach einer 30miniitigen Inkubation bei RT konnte
der DNA-Gehalt der Zellen mit dem Durchflusszytometer bestimmt werden.

2.12.2 Analyse des DN A-Gehalts mit dem Durchflusszy-
tometer

Die Untersuchung der Zellen wurde mit dem Durchflusszytometer FACScan un-
ter Verwendung der Software CELLQuest (beides von Becton Dickinson, Heidel-
berg) durchgefiihrt. Zellmultiplets und -duplets wurden diskriminiert (s. 2.12).
Die iibrigen Daten wurden in Histogrammen dargestellt.

2.13 Molekularbiologische Methoden

Alle zur Aufreinigung, Auftrennung oder Analyse von RNA verwendeten wissri-
gen Losungen wurden zur Inaktivierung moglicher RNasen mit Diethylpyrocar-
bonat (DEPC) behandelt. Die Endkonzentration von DEPC in den Lésungen
betrug 0,1 % (v/v). Nach griindlichem Schiitteln der behandelten Lésungen wur-
den diese mindestens 12 h bei RT stehen gelassen und anschliefend autoklaviert.
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2.13.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus T. b. bruce:

Denaturierungslésung

Stammlésung;:

Zu 293 ml ddH,0, 17,6 ml Natriumcitrat (0,75 M, pH 7, Endkonzentration:
25 mM) und 26,4 ml N-Lauroylsarcosin (10 % (w/v), Endkonzentration: 0,5 %)
wurden 250 g Guanidinisothiocyanat (Endkonzentration: 4 M) gegeben und bei
60°C gelost. Die Losung war 3 Monate bei RT haltbar.

Arbeitslosung:

Stammlésung mit 0,1 M 2-Mercaptoethanol versetzt

Gesamt-RNA wurde aus schlanken und gedrungenen Bluttrypanosomen und aus
der prozyklischen Insektenform des pleomorphen Stamms 7. b. brucei AnTat 1.1
isoliert. Fiir die Gewinnung von schlanken bzw. gedrungenen Trypanosomen wur-
den 10 bzw. 5 weibliche NMRI-M#use wie beschrieben (s. 2.9.1) mit 7. b. brucei
AnTat 1.1 infiziert und die Zellen nach 3 bzw. 5 Tagen post infectionem isoliert
(s. 2.9.2). Die RNA prozyklischer Trypanosomen wurde aus der etablierten In-
sektenform (s. 2.8.2) bei Zelldichten von maximal 6x10° Zellen/ml gewonnen.
Die Préaparation totaler RNA erfolgte mit Guanidinisothiocyanat und Phenolex-
traktion. Zunichst wurden von den verschiedenen Trypanosomenstadien je 1x10%
Zellen abzentrifugiert (1600x g, 4°C, 10 min), in 1 ml Denaturierungslésung aufge-
nommen und in Eppendorf-Reaktionsgefifie iiberfiihrt. Dann wurde jeder Ansatz
mit 50 pul Natriumacetat (2 M) versetzt und kréftig geschiittelt. Nach Zuga-
be von 600 pl eines Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisches (25:24:1) wur-
den die Proben 15 min auf Eis inkubiert. Nach einer 20miniitigen Zentrifugation
bei 10000x g und 4°C wurde von jeder Probe die obere wissrige Phase vorsich-
tig mit einer Pipette entfernt und in einem neuen Reaktionsgefifi gesammelt.
Die wissrige Phase enthielt die gewiinschte RNA. DNA und Proteine befanden
sich in der organischen Phase. Die RNA wurde durch die Zugabe von 800 ul
2-Propanol zur wéssrigen Phase ausgefillt. Die Proben wurden nun mindestens
60 min bei - 20°C inkubiert und anschlieffend 30 min bei 10000xg, 4°C zentri-
fugiert. Anschlielend wurde jedes RNA-Pellet in 150 ul Denaturierungslésung
gelost. Durch Zugabe von 150 ul 2-Propanol und eine nachfolgende Inkubation
der Proben bei - 20°C fiir 30 min, wurde die RNA erneut prézipitiert. Danach
wurden die Proben 10 min bei 10000x g und 4°C zentrifugiert, die Uberstéinde
dekantiert und die RNA-Pellets mit 100 pl Ethanol (70 % (v/v)) versetzt. Die
Proben wurden kurz gevortext und 10-15 min bei RT inkubiert um restliches
Guanidin aus den Pellets zu entfernen. Anschliefend wurden die Proben 10 min
bei 10000x g, 4°C zentrifugiert und nach dem Dekantieren der Uberstéinde die
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RNA bei 55°C im Heizblock nahezu getrocknet. Vollstéindiges Trocknen wiirde
die Loslichkeit der RNA stark herabsetzen. Jedes RNA-Pellet wurde zum Schluss
in 50 pul DEPC-behandeltem ddH;O aufgenommen, durch Erwérmen fiir 10 min
bei 55°C im Heizblock vollsténdig gelost und mit einem Ribonuklease-Inhibitor
(E00311; 35 U/ul; MBI Fermentas, St. Leon-Rot) nach Angaben des Herstellers
versetzt. Die RNA-Losungen wurden bis zur Verwendung bei - 80°C gelagert.

2.13.2 Quantifizierung von RNA

TE-Puffer
10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA; pH 8 mit NaOH eingestellt

Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit der RNA-Losungen erfolgte
photometrisch (Spektrophotometer DU 7400; Beckman, Miinchen) bei 260 und
280 nm. Die RNA-Losungen wurden dazu 80fach in TE-Puffer verdiinnt. Ein
Asgo-Wert von 1,0 bei einer Kiivettendicke von 1 cm entspricht einer Konzentra-
tion von 40 ug RNA/ml. Die Konzentration einer RNA-Losung berechnet sich
demnach wie folgt:

crva(pg/ml) = Aggy X 40 x 80

Der Aggo-Wert erlaubt eine Aussage iiber die Verunreinigung der RNA mit Pro-
teinen. Der Quotient Aggg/Aggy sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Bei niedrigeren
Werten muss eine zusétzliche Reinigung der RNA durchgefiihrt werden. Die aus
den verschiedenen Stadien von 7. b. brucei isolierte RNA besafl eine Konzentra-
tion von 700-800 pg/ml. Der Aggy/Agge-Wert lag bei 1,8-1,9.

2.13.3 Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer 50x
2 M Tris-HCI, 1 M Natriumacetat, 0,1 M EDTA; pH 8,3

Gelladepuffer 10x

1 mM EDTA, 60 % (w/v) Saccharose, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau; pH 8,3 mit
NaOH eingestellt
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Zur Herstellung von Agarosegelen wurde die Agarose (Endkonzentration: 1-1,2 %
(w/v)) durch Aufkochen im entsprechenden Volumen TAE-Puffer gelost. Nach
Abkiihlung der Losung auf ca. 60°C wurde im Geltrdger ein 5-10 mm dickes
Gel mit 10 Probentaschen gegossen. Nach dem Gelieren des Gels wurden die
DNA-Proben mit 1/10 Volumen Gelladepuffer 10x versetzt und bei 70-100 V
in ca. 2 h aufgetrennt. AnschlieBend wurde das Gel in einer 0,05%igen (v/v)
Ethidiumbromid-Lésung (in TAE-Puffer) inkubiert und die DNA-Banden durch
UV-Tllumination (Wellenlénge: 254 nm) detektiert. Sollte das Gel danach noch
weiterverwendet werden (Southern Blotting), wurde durch mehrmaliges Waschen
des Gels in ddH5O bei RT iiberschiissiges Ethidiumbromid entfernt.

2.13.4 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR bewirkt die selektive Vervielfialtigung eines beliebigen Abschnitts in ei-
nem DNA-Molekiil. Die Moglichkeiten der PCR beschrianken sich nicht auf die
Vermehrung von DNA-Matrizen. Auch RNA-Molekiile konnen vervielfiltigt wer-
den, wenn sie mit dem Enzym reverse Transkriptase in eine einzelstrangige cDNA
umgeschrieben werden. Im Anschluss an diesen Schritt werden Oligonukleotide,
die als Primer dienen, und Tag-Polymerase zugesetzt. Diese Form der PCR wird
als RT-PCR bezeichnet. PCR- und RT-PCR-Reaktionen wurden in einem Ther-
mocycler (Minicycler; Biozym, Hessisch Oldendorf) durchgefiihrt.

2.13.4.1 Durchfiihrung der RT-PCR

Total-RNA (1,5 ug) aus T. b. brucei AnTat 1.1 Blutstromformen bzw. der pro-
zyklischen Insektenform wurde mit Ready-To-Go RT-PCR Beads (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) nach Herstellerangaben revers transkribiert und
amplifiziert. Eingesetzt wurden dabei ein spliced leader-Primer und ein genspe-
zifischer Primer (R1 bzw. R2; s. 2.3). Zur Durchfithrung der RT-PCR wurde
folgendes Programm verwendet:

Reverse Transkription 30 min, 42°C
Initiation 4 min, 95°C  Initial-Denaturierung
32 Zyklen 1 min, 95°C  Denaturierung

1 min, 56°C  Annealing

1 min, 72°C  Amplifikation
Termination 5 min, 72°C  Endpolymerisation
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2.13.4.2 Herstellung von R1- und R2-spezifischen DIG-markierten
Sonden

Die Herstellung der Sonden erfolgte in zwei Schritten. Der erste diente zur Ge-
winnung eines moglichst reinen DNA-Fragments fiir die im zweiten Schritt durch-
gefithrte DIG-Markierung. Zunéchst wurde das gewiinschte DNA-Fragment mit-
tels PCR unter Verwendung chromosomaler 7. b. brucei-DNA (freundlicherweise
von Nina Reckenfelderbdumer (AK Krauth-Siegel) zur Verfiigung gestellt) und
genspezifischen Primern (R1 7 & R1 < bzw. R27 & R2%; s. 2.3) amplifiziert:

PCR-Ansatz Endkonzentration
Matrizen (chromosomale)-DNA 2 ul 50 ng
Oligonukleotide (Primer) jelul  0,2uM

dNTPs 4l 500 M
Reaktionspuffer 10x 5 pl

ddH,0 ad 50 pl

Start der Reaktion durch Zugabe von 5 pul Tag-Polymerase (2 U/pul).

PCR-Programm

Initiation 2 min, 95°C  Initial-Denaturierung
30 Zyklen 30 s, 95°C Denaturierung

30 s, 50-52°C  Annealing

3 min, 72°C  Amplifikation
Termination 5 min, 72°C  Endpolymerisation

Nach der Initial-Denaturierung wurde die Tag-Polymerase zugegeben.

In einem 1%igen Agarosegel (s. 2.13.3) wurde das PCR-Produkt elektrophoreti-
siert und mit Ethidiumbromid angefarbt. Das gewiinschte DNA-Fragment wurde
ausgeschnitten und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) ent-
sprechend den Angaben des Herstellers isoliert. Mit Hilfe des PCR DIG Probe
Synthesis Kit (Roche Diagnostics, Mannheim) wurde, wie vorgegeben, in einer
PCR (gleiches PCR-Programm und gleiche Oligonukleotide wie zuvor) neben
den iiblichen dNTPs Digoxigenin (DIG)-11-dUTP (s. Abb. 2.2) in das isolierte
DNA-Fragment eingebaut.



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN 39

o o o
I /IK/\/\/ I on
HN X>"NH NHNO
[ o H

1] >
O/

9 9

0~ -P-0-P-0-P-0O N
A1 i i (@]
o o0 o
x 4 Li®t

OH

Abbildung 2.2: Struktur von Digoxigenin (DIG)-11-dUTP (aus: DIG ap-
plication manual for filter hybridization (2000); Roche Diagnostics,
Mannheim)

Die Konzentration der DIG-markierten Sonde wurde nach einer 1:49 Verdiinnung
in TE-Puffer (s. 2.13.2) im GENQUANT-Photometer (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg) bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt. Das Photometer
berechnete automatisch die DNA-Konzentration.

2.13.5 Southern Blotting

Denaturierungspuffer
1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH

Neutralisierungspuffer
2 M NaCl, 1 M Tris-HCI; pH 5,5

SSC 20x
3 M Na(Cl, 0,3 M Trinatriumcitrat-Dihydrat; pH 7 mit HCI eingestellt

Hybridisierungslésung

SSC 5%, 0,1 % (w/v) N-Lauroylsarcosin, 0,02 % (w/v) SDS, 1 % (v/v) Blocking-
reagenz-Losung (aus 10%iger (w/v) Blockingreagenz-Stammlésung; Roche Dia-
gnostics, Mannheim)

Waschpuffer 2x
SSC 2x, 0,1 % (w/v) SDS
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Waschpuffer 0,1x
SSC 0,1x, 0,1 % (w/v) SDS

Puffer 1
150 mM NaCl, 100 mM Maleinsiure; pH 7,5 mit NaOH (s) eingestellt

Puffer 11

Puffer I, 0,5 % (v/v) Blockingreagenz-Losung (aus 10%iger (w/v) Blockingreagenz-
Stammldsung; Roche Diagnostics, Mannheim)

DNA wurde in 1,2%igen Agarosegelen, wie beschrieben (s. 2.13.3), elektrophore-
tisch aufgetrennt. Danach wurden die Gele zur Depurinierung der DNA 10 min bei
RT in 0,1 M HCI geschwenkt. Anschlieend wurden die Gele kurz mit ddH,O ab-
gespiilt und 30 min mit Denaturierungspuffer behandelt, erneut mit Wasser abge-
spiilt, 30 min in Neutralisierungspuffer geschwenkt und mit SSC 20x getréinkt. Die
denaturierte DNA wurde 1 h bei 50 mbar mit Hilfe eines Vakuumblotters (Modell
785, Bio-Rad, Miinchen), nach Angaben des Herstellers, auf eine positiv geladene
Nylonmembran iibertragen. Durch Bestrahlung mit UV-Licht (UV-Crosslinker
UVC 500; Hoefer, San Francisco (USA)) nach Herstellerangaben wurde die DNA
auf der Membran (Blot) fixiert und die Blots bei 68°C getrocknet. Danach wur-
de jeder Blot in einer Glasrohre plaziert, mit Hybridisierunglosung iiberschichtet
und 1 h bei 68°C im Hybridisierungsofen (Hybridiser HB-1D; Techne, Cambridge
(Grofibritannien)) prihybridisiert. Die in Hybridisierungslésung aufgenommenen
Sonden (1 pug DIG-markierte DNA /1 ml Hybridisierungslgsung) wurden 10 min
bei 95°C denaturiert und die Membranen iiber Nacht bei 68°C mit der jeweiligen
Sondenlésung hybridisiert. Am néchsten Tag wurden die Blots zweimal 5 min bei
RT mit Waschpuffer 2x und anschlieflend bei 68°C zweimal 15 min mit Wasch-
puffer 0,1x gewaschen. Alle weiteren Schritte erfolgten bei RT. Jeder Blot wurde
nach einer kurzen Aquilibrierung in Puffer I 1 h in Puffer II blockiert, um unspe-
zifische Bindungsstellen abzusittigen. Peroxidase-konjugierter anti-Digoxigenin
Antikorper wurden 1:1000 in Puffer II verdiinnt und die Blots 30 min mit der
Antikorperlosung inkubiert. Nach einem 30miniitigen Waschen in Puffer I wur-
den die Blots mit den ECLplus-Reagenzien und einem Hyperfilm ECL (beides
von Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) nach Herstellerangaben entwickelt.
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2.14 Enzymtests

2.14.1 Alternative Oxidase

Messpuffer fiir zellfreie Lysate
PBS (s. 2.4) mit 20 mM sn-Glycerin-3-Phosphat, 1 mM EDTA; pH 7,2

Die Aktivitdt der Alternativen Oxidase wurde polarographisch gemessen, in dem
der Sauerstoffverbrauch amperometrisch mit einer Clark-Elektrode (Yellow Springs
Instruments Co., Yellow Springs, Ohio (USA)) in einer thermostatisierten Mess-
zelle (2,4 ml) bei 37°C aufgezeichnet wurde. Die Elektrode (Abb. 2.3) besteht
aus einer Platin-Arbeitselektrode (Kathode) und einer Silber/Silberchlorid-Be-
zugselektrode (Anode). Der Sauerstoff diffundiert aus der Losung durch eine gas-
permeable Membran in die Elektrolytzelle.

- ‘ ‘ ‘ ........ T Ableitungen

HiIfskathode-.\__‘___

Anode

(Silberring) _.~Kathode (Platin)

Elektrolytlésung
(BMKCIl) e

gasdurchlassige
Membran

Abbildung 2.3: Clark-Elektrode (nach Otto, 2000)

Zur Messung der Respiration intakter Zellen wurden Kultur-Bluttrypanosomen
durch Zentrifugation geerntet (1600xg, 4°C, 10 min) und zweimal mit komplet-
tem Baltz-Medium (s. 2.8.1) gewaschen (ca. 1 ml fiir 2x10® Zellen). Danach
wurden die Parasiten in komplettem Medium zu einer Zelldichte von 6,5x10%
Zellen/ml resuspendiert und bis zur Messung auf Eis gestellt. Als Messpuffer
(2,4 ml) diente auf 37°C vorgewdrmtes Baltz Medium komplett. Fiir den Test
wurden 100 pl Trypanosomensuspension (6,5x107 Zellen) eingesetzt. Der Sauer-
stoffverbrauch der Trypanosomen wurde 7-10 min aufgezeichnet. Danach wurden
24 pl Salicylhydroxamsdure (SHAM, 100 mM in DMSO) zugegeben, wodurch
innerhalb weniger Sekunden die Atmung der Trypanosomen unterbrochen wur-
de. SHAM ist ein spezifischer Inhibitor der Alternativen Oxidase (Clarkson et
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al., 1989). Um die Nulllinie zu bestimmen, wurde zum Schluss eine Spatelspitze
Natriumdithionit zum Verbrauch des gesamten Sauerstoffs ins Medium gegeben.

Zur Bestimmung der Aktivitdt der Alternativen Oxidase in zellfreien Lysaten,
wurden Bluttrypanosomen zu einer Zelldichte von 7,2x10% Zellen/ml in Lyse-
Puffer in Gegenwart von Protease-Inhibitoren (s. 2.10.1) resuspendiert. Durch
einmaliges Einfrieren in fliisssigem Stickstoff und Wiederauftauen wurden die Zel-
len lysiert. Als Messpuffer (2,4 ml) diente auf 37°C vorgewérmtes PBS mit sn-
Glycerin-3-Phosphat (20 mM) als Substrat. Fiir den Test wurden 200 pl lysierte
Trypanosomen (1,3x107 Zelliquivalente) eingesetzt. Am Ende der Messung wur-
den, wie oben beschrieben, SHAM und Natriumdithionit zugegeben.

Fiir die Auswertung der Messergebnisse wurde eine Sauerstoffkonzentration von
225 pM fiir den auf 37°C temperierten Messpuffer angenommen (vgl. Helfert et
al., 2001).

2.14.2 Ribonukleotid-Reduktase

Die Bestimmung der Ribonukleotid-Reduktase-Aktivitét erfolgte durch Messung
der zeitabhiingigen Reduktion von [*H|GDP zu [*H]dGDP, entsprechend der von
Dormeyer (2000) etablierten Methode.

Fiir den Assay wurde zuerst ein radioaktives Testgemisch hergestellt. 50 ul [PH]GDP
(1 mCi/ml, 11 Ci/mmol) wurden in einem Eppendorf-Reaktionsgefifi im Vakuum
zur Trockne eingeengt und die weiteren Komponenten, gelost in HEPES-Puffer
(50 mM, pH 7,6), dazugegeben:

Radioaktives Testgemisch Konzentration
50 pl [PH]GDP, eingedampft

258 ul dTTP 3,1 mM

100 pl MgCl, 512 mM

200 pl KC1 3,6 M

442 1] HEPES-Puffer 50 mM, pH 7,6

Gesamtvolumen: 1 ml
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Reaktionsgemisch Endkonzentration
20 pl DTE (50 mM) 5 mM

10 41 GDP (10 mM) 500 pM

7,5 ul R1 (5,6 mg/ml; 57 uM) 2 uM

30 ul R2 (3,6 mg/ml; 92 uM) 13 uM

107,5 ul HEPES-Puffer (50 mM, pH 7,6)
25 pl radioaktives Testgemisch:

dTTP 100 uM
MgCl, 6,4 mM
KCl 90 mM

[*H]GDP 6,25 pCi

Gesamtvolumen: 200 pl

Fiir den Assay wurden alle Komponenten gemischt und die Reaktion wurde durch
Zugabe des Testgemisches gestartet.

Das Reaktionsgemisch wurde 20 min bei 37°C im Heizblock inkubiert. Durch
10miniitiges Erhitzen auf 100°C wurde die Reaktion gestoppt und das ausgefal-
lene Protein bei RT abzentrifugiert (13000 g, 5 min). Die Uberstiinde wurden in
einem neuen Eppendorfgefiafl gesammelt und mit 15 U alkalischer Phosphatase in
10 pl HEPES-Puffer (50 mM, pH 7,6) versetzt, um die Nukleotide zu dephospho-
rylieren. Nach einer 30miniitigen Inkubation bei 37°C wurden die Proben 5 min
auf 100°C erhitzt, um die Dephosphorylierungsreaktion zu beenden. Die Proben
wurden abschlieflend scharf abzentrifugiert (s. o.).

Guanosin, Desoxyguanosin und Guanin, das als Abbauprodukt in geringem Ma-
e entstand, wurden fiir die Quantifizierung mittels HPLC voneinander getrennt.
Alle eingesetzten Puffer wurden sterilfiltriert (Porengréfie: 0,2 pM) und minde-
stens 15 min im Ultraschallbad entgast. Die Trennung erfolgte in einem Borsaure-
puffer (100 mM Ammoniumborat, pH 8,2) an einer Kationenaustauscher-Matrix
mit Sulfonatliganden (Aminex A9; Bio-Rad, Miinchen) bei einer Flussrate von
1 ml/min und 37°C. Detektiert wurde bei 253 nm. Von jeder Probe wurden 40 ul
in die HPLC injiziert. Nukleosid, Desoxynukleosid und die freie Base verteilten
sich nach der Auftrennung auf jeweils zwei Fraktionen mit einem Volumen von
je 3 ml. Sie wurden direkt in Szintillationsgefdfien gesammelt, mit 16 ml Szintil-
lationscocktail (Ready Value; Beckman, Miinchen) vermischt und im Szintillati-
onszihler (6000 IC; Beckman, Miinchen) 2 min vermessen.
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2.14.3 Superoxid-Dismutase

Lyse-Puffer
5 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA; pH 7,8

Zur Bestimmung der Aktivitdt der Superoxid-Dismutase in Zelllysaten wurde
eine indirekte Methode verwendet (Beauchamp & Fridovich, 1971). Die Aufar-
beitung der Trypanosomen erfolgte nach den Beschreibungen von Ismail et al.
(1997). Bluttrypanosomen wurden zu einer Dichte von 10° Zellen/ml in Lyse-
Puffer in Gegenwart von PMSF (400 M) resuspendiert. Nach einer einstiindigen
Inkubation auf Eis wurden die lysierten Trypanosomen 1 h bei 100000xg, 4°C
zentrifugiert. Die Uberstinde wurden in 30 ul Portionen aliquotiert und bis zu
ihrer Verwendung bei -80°C gelagert.

Der Nachweis der Superoxid-Dismutase erfolgte in einem diskontinuierlichen Gel-
system unter nativen Bedingungen. Alle Puffer (s. 2.10.3.1) wurden daher ohne
SDS und DTT angesetzt. Pro Sammelgel-Tasche wurden 3x107 Zelldquivalente
(30 pl Uberstand plus 10 pl Probenpuffer 4x) aufgetragen. Als Positivkontrolle
diente Fe-Superoxid-Dismutase (200 ng/Tasche) aus Rindererythrozyten (Sigma,
Deisenhofen), die ebenfalls in dem Lyse-Puffer mit PMSF und Probenpuffer 4x
verdiinnt wurde. Die ca. 16 h bei 20 mA dauernde Gelelektrophorese wurde im
Kiihlraum bei 4°C durchgefiihrt, um eine Erwédrmung und somit Denaturierung
der Superoxid-Dismutase zu verhindern. Danach wurden die Gele 15 min mit
Nitroblau-Tetrazolium- (NBT-) Losung (2 mg NBT/ml ddH,0) bei RT im Dun-
keln inkubiert. Anschliefflend folgte eine 15miniitige lichtgeschiitzte Inkubation
(bei RT) in Riboflavin-Losung (10 ug Riboflavin/ml ddH,O) ohne bzw. mit 5 mM
H,0,, einem Inhibitor von Fe- und Cu/Zn-Superoxid-Dismutasen. Zum Schluss
wurden die Gele kurz mit ddH,O abgespiilt, in eine Plastikfolie eingeschweif3t
und 2 h auf einem Leuchtschirm belichtet. Durch die Lichteinwirkung wurde eine
Autoxidation von Riboflavin ausgelost. Das dabei entstehende Superoxidradikal-
Anion reduziert das NBT zum blauen Formazan. Als Folge firbt sich das gesamte
Gel blau, bis auf die Stellen, wo sich die Superoxid-Dismutase befindet und das
Superoxidradikal-Anion durch Dismutation zerstort.
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2.14.4 Diaphorase-Assay

Reaktionslésung
1,3 mg NADH, 0,3 mg NBT in 1 ml PBS

Mowiol 4-88-Lésung

6 g Glycerin und 2,4 g Mowiol 4-88 wurden gemischt und 5 min bei RT geriihrt.
Dann wurden 6 ml ddH,O dazugegeben und die Losung 2 h bei RT inkubiert. Da-
nach wurden 12 ml 0,2 M Tris-HCI (pH 8,5) mit 0,02 % (w/v) NaN3 dazugegeben
und 1-2 h bei 50°C im Wasserbad erwidrmt. Zum Schluss wurde die Losung 15
min bei 7800x g zentrifugiert, der Uberstand gesammelt und bis zur Verwendung
bei 4°C gelagert.

Der Nachweis der Diaphorase in Trypanosomen wurde nach den Beschreibungen
von Vickerman (1965) und Tyler et al. (1997) durchgefiihrt. Die Trypanosomen
wurden bei 1600xg und 4°C, 10 min zentrifugiert und zu einer Zelldichte von
2x107 Zellen/ml in eiskaltem PBS (s. 2.4)/1 % (w/v) Glucose-Monohydrat re-
suspendiert. Anschlieflend wurde Glutardialdehyd (5 % (v/v) in PBS; Endkonzen-
tration: 2,5 %) zugegeben und die Zellen 5 min auf Eis fixiert. Nach zweimaligem
Waschen mit PBS und Zentifugieren (700xg, 4°C, 10 min) wurden die Zellen
in PBS zu einer Dichte von 107 Zellen/ml resuspendiert und bis zur weiteren
Verwendung auf Eis gelagert.

Ein Objektriger mit acht markierten Untersuchungsfeldern wurde nach der griind-
lichen Reinigung mit Ethanol p.a. mit 30 ul Poly-L-Lysin-Lésung (100 ug Poly-
L-Lysin/ml PBS) pro Untersuchungsfeld 15 min beschichtet. Danach wurde die
Lésung mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt und 30 ul fixierte Trypanosomen
auf die Untersuchungsfelder pipettiert. Nach einer 3miniitigen Inkubation bei RT
hatten sich geniigend Zellen abgesetzt. Nicht-adhirente Zellen wurden mit der
Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Die fixierten Zellen wurden nun mit je 30 ul Reak-
tionslésung 1 h in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach viermaligem Waschen
mit 30 ul PBS/Untersuchungsfeld (2 min Einwirkzeit), wurde das Priparat mit
wenigen Tropfen Polyvinylalkohol (Mowiol 4-88 (Rodriguez & Deinhard, 1960)
eingedeckelt. Die fixierten Zellen wurden mit dem Axiovert 100 M, LSM 510
Mikroskop von Zeiss (Gottingen) und der gleichnamigen Software ausgewertet.
Verwendet wurde ein 100x Olimmersionsobjektiv.
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2.14.5 Dihydroliponamid-Dehydrogenase

Die Aktivitit der Dihydroliponamid-Dehydrogenase in Zelllysaten wurde anhand
des bei der Oxidation der Dihydroliponsédure zu Liponsdure gebildeten NADH
photometrisch bestimmt. Nach dem Ernten und Waschen mit SB-Medium (s. 2.4)
wurden 2x 107 Trypanosomen scharf abzentrifugiert (15000 g, 4°C, 1 min) und in
100 pl PBS/2 % (v/v) Triton-X-100 durch Beschallen im Ultraschallbad (3 min)
lysiert. In Einmal-Plastikkiivetten (1 ml Volumen) wurden 850 pl PBS, 90 ul
Zelllysat (1,8x107 Zelldquivalente), 50 ul NADT (40 mM in PBS, Endkonzentra-
tion: 2 mM) und 10 pl Dihydroliponsdure (200 mM in DMSO, Endkonzentration:
2 mM) miteinander gut durchgemischt. Nach 3 min wurde die Absorption bei
340 nm in einem zeitlichen Abstand von 5 min iiber einen Zeitraum von 18 min
mit einem Photometer (Spectrophotometer Ultrospec II; Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg) gemessen. Lingere Messungen waren wegen des schnellen Um-
satzes der Dihydroliponsiure und NAD™ nicht notig. Aus der Anfangsrate der
Umsetzung wurde die Aktivitédt der Dihydroliponamid-Dehydrogenase berechnet.

2.15 Messung der DN A-Synthese

Zur Messung der DNA-Synthese wurden Trypanosomen zunichst zweimal mit
Baltz Medium komplett ohne Thymidin gewaschen und zentrifugiert (700xg,
4°C, 10 min). Danach wurden pro Loch einer 24-Loch-Gewebekulturplatte 2x 107
Parasiten in Baltz Medium komplett (s. 2.8.1) ohne Thymidin eingesit. Jeder Ver-
suchsansatz hatte ein Endvolumen von 1 ml. Nach kurzem Resuspendieren der
Zellen wurden 5 pCi (0,21 nmol) [6->H]-Thymidin dazupipettiert und der Ansatz
vorsichtig mit der Pipettenspitze gemischt. Die Trypanosomen wurden 2 h unter
Standardbedingungen (s. 2.8.1) inkubiert. Auf der Kulturplatte wurde zusétzlich
eine Negativkontrolle, die nur aus dem verwendeten Medium und dem radioaktiv-
markierten Thymidin bestand, mitgefiihrt. Diese Kontrolle wurde im gesamten
Versuchsverlauf wie die Ansédtze mit Trypanosomen behandelt. Nach der Inku-
bation wurden alle Versuchsansétze resuspendiert, in Eppendorf-Reaktionsgefifie
iiberfiihrt und zentrifugiert (700xg, 4°C, 10 min). Die Uberstéinde wurden abpi-
pettiert und die Zellen mit 1 ml eiskaltem SB-Medium (s. 2.4) gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation (700xg, 4°C, 10 min) wurden die Zellen in 200 pl SB-
Medium (eiskalt) mit 50 pug Heringssperma-DNA (Roche Diagnostics, Mannheim)
resuspendiert und mit 200 ul TCA (20 % (w/v)) versetzt. Nach einer einstiindi-
gen Inkubation auf Eis, wurden die Prézipitate bei 15000x g, 4°C, 2 min zen-
trifugiert. Zu den Pellets wurden 200 pl 0,1 M NaOH/2 %(w/v) SDS gegeben
und im Heizblock bei 60°C in ca. 30 min aufgelost. Die Reaktionsgefifie wurden
30 s bei 15000 x g zentrifugiert und der Inhalt quantitativ in Szintillationsgefifie
iiberfithrt. Jedes Eppendorf-Reaktionsgefafi wurde mit 100 ul 1 M NaOH/2 %
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(w/v) SDS gespiilt. Die Spiillésung wurde ebenfalls in das entprechende Szintilla-
tionsgefdf} pipettiert. Zum Schluss wurden zu jeder Probe 4 ml Szintillationscock-
tail (Rotiszint 22; Roth, Karlsruhe) gegeben und die Proben gut geschiittelt. An-
schlieBend wurde die Radioaktivitéit der Proben im Szintillationszéhler (6000 IC;
Beckman, Miinchen) fiir 10 min gemessen.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Regulation der Ribo-
nukleotid-Reduktase im Lebens- und Zell-
zyklus von T. b. bruce:

Alle Organismen sind auf die Bildung von Desoxyribonukleotiden fiir die DNA-
Synthese angewiesen. Das einzige Enzym, das die Umwandlung von Ribonukleo-
tiden zu Desoxyribonukleotiden katalysiert, ist die Ribonukleotid-Reduktase. Die
Ribonukleotid-Reduktase stellt somit ein attraktives Ziel fiir eine Chemotherapie
aller sich schnell vermehrenden Zellen und Organismen dar.

Wie die meisten Eukaryonten besitzen Trypanosomen eine Klasse I-Ribonukleo-
tid-Reduktase (Dormeyer et al., 1997; Hofer et al., 1997), die aus zwei homodime-
ren Untereinheiten (R1 und R2) besteht. Die Aktivitit des Enzyms ist nur durch
die Interaktion der R1- und R2-Untereinheit gewdhrleistet. Der Nachweis die-
ser Untereinheiten in verschiedenen Lebensstadien und im Zellzyklus der Trypa-
nosomen sollte Aussagen iiber die Regulation der Ribonukleotid-Reduktase des
Parasiten liefern.

3.1.1 Die Ribonukleotid-Reduktase im Lebenszyklus von
T. b. brucet

Schlanke (long slender, LS) und gedrungene (short stumpy, SS) Bluttrypano-
somen wurden aus infizierten M#usen gewonnen (s. 2.9). In wvitro konnte eine
Differenzierung der gedrungenen Form zur prozyklischen Insektenform induziert
werden (s. 2.8.2). Dieses Stadium entspricht der Vermehrungsform im Darm der
Tsetse-Fliege. Die Trypanosomen wurden lysiert (s. 2.10.1) und gleiche Protein-
mengen (6 pg) im Western Blot mit Antikérpern gegen die R1- und R2-Proteine

48
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analysiert. Wie Abb. 3.1 zeigt, kommt das R1-Protein (Gréfle: 94 kDa; Hofer et
al., 1997) in allen untersuchten Lebensstadien, jedoch in unterschiedlicher Menge,
vor. Im Gegensatz dazu ist das R2-Protein (Grofle: 39 kDa; Hofer et al., 1997)
nur in der proliferierenden schlanken Blutform und prozyklischen Insektenform
nachweisbar, nicht jedoch in den sich im Zellarrest befindlichen gedrungenen Blut-
trypanosomen.

- - - | aR1

-_ ®» | R2

. . aVSG

® | oFEP

. l aCB1

- W =  AlD

LS | SS |PRO

Abbildung 3.1: Vorkommen der R1- und R2-Untereinheit der Ribo-
nukleotid-Reduktase und stadienspezifischer Proteine im Lebenszyklus
von T. b. brucei. Lysate der schlanken Blutform (LS), der gedrungenen Blutform
(SS) und der prozyklischen Insektenform (PRO) der pleomorphen T. b. brucei Vari-
ante AnTat 1.1 wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt (s. 2.10) und im Western Blot
mit Antikérpern gegen R1 (aR1; 1:10), R2 (aR2; 1:5000), VSG AnTat 1.1 (aVSG;
1:50), Prozyklin (aEP; 1:2000), CB1-gp (aCB1; 1:3000) und Aldolase («ALD; 1:1000)
analysiert (s.2.11.1). Antiseren gegen VSG AnTat 1.1 und R1-Protein wurden vor der
Verwendung affinitétsgereinigt (s. 2.11.2). Es ist ein représentatives Ergebnis gezeigt.

Eine densitometrische Auswertung der Western Blots (s. 2.11.1) mit rekombinan-
ten R1- und R2-Proteinen als Standards erméoglichte eine Abschétzung der Menge
an R1- und R2-Untereinheiten pro Zelle in den verschiedenen Lebensstadien des
Parasiten. Schlanke Bluttrypanosomen besitzen demnach ungefihr 46000 R1- und
15000 R2-Molekiile/Zelle, gedrungene Trypanosomen 16000 R1-Molekiile/Zelle
und die prozyklische Insektenform 27000 R1- und 31000 R2-Molekiile/Zelle.
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Die Homogenitit der Parasiten im jeweiligen Lebensstadium wurde mit An-
tikorpern gegen bekannte stadienspezifische Proteine iiberpriift (Abb. 3.1). Dazu
wurden im SDS-Gel 300 ng (fiir den Nachweis von VSG), 1,2 ug (fiir den Nachweis
von Prozyklin), 600 ng (fiir den Nachweis von CB1-gp) bzw. 1,2 ug Gesamtprotein
(fiir den Nachweis von Aldolase) aufgetrennt.

Das variable Oberflichenglykoprotein (VSG) wurde nur von den Bluttrypanoso-
men, das Oberflichenglykoprotein Prozyklin (EP) lediglich von der prozyklischen
Insektenform exprimiert. Das CB1-Glykoprotein (CB1-gp), Hauptbestandteil der
Membran von Flagellartasche, Endosom und Lysosom bei Bluttrypanosomen,
wurde von der gedrungenen Blutform am stérksten exprimiert (Brickman & Bal-
ber, 1994). Das Enzym Aldolase kommt in allen Lebensstadien der Trypanosomen
in vergleichbarer Menge vor (Mutomba & Wang, 1998). Der Antikorper gegen Al-
dolase diente im Western Blot als Nachweis, dass gleiche Proteinmengen von allen
Lebensstadien des Parasiten untersucht wurden.

Die meisten Proteine werden in Trypanosomen auf posttranskriptionaler Ebene
reguliert. Um zwischen transkriptionaler und posttranskriptionaler Regulation
der parasitidren Ribonukleotid-Reduktase unterscheiden zu kénnen, wurde die Ex-
pression der R1- und R2-Gene im Lebenszyklus von T. b. brucei untersucht (Abb.
3.2). Interne Fragmente der R1- und R2-Transkripte wurden mittels RT-PCR
amplifiziert. Durch Southern Blot-Hybridisierung mit R1- und R2-spezifischen
Sonden konnten anschlieffend Fragmente der erwarteten Grofie (760 und 800 bp)
in allen drei untersuchten Lebensstadien des Parasiten nachgewiesen werden. Ei-
ne stadienspezifische Regulation der Menge an R1- und R2-mRNA wurde nicht
beobachtet. Somit liegt eine posttranskriptionale Regulation der Ribonukleotid-
Reduktase vor.
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Abbildung 3.2: Transkription der R1- und R2-Gene im Lebenszyklus von
T. b. brucet. Gesamt RNA wurde aus der schlanken Blutform (LS), der gedrungenen
Blutform (SS) und der prozyklischen Insektenform (PRO) der pleomorphen T. b. bru-
cei-Variante AnTat 1.1 isoliert und quantifiziert (s. 2.13.1 und s. 2.13.2). Anschlieflend
wurde die mRNA (1,5 pug) in cDNA revers transkribiert. Interne Fragmente der R1- und
R2-Gene wurden ausgehend von der cDNA mit einem spliced leader und einem gen-
spezifischen Primer amplifiziert (s. 2.13.4.1). Gleiche Mengen PCR-Produkt wurden in
einem 1,2%igen Agarosegel aufgetrennt (s. 2.13.3), auf eine Nylonmembran iibertragen
und mit DIG-markierten R1- und R2-Sonden hybridisiert iibertragen und mit DIG-
markierten R1- und R2-Sonden hybridisiert (s. 2.13.4.2 und 2.13.5). Die genspezifische
R1-Sonde erstreckte sich iiber die Codons 1-321, die R2-Sonde umfasste den gesamten
kodierenden Bereich des Gens. Fragmente von erwarteter Gréfie (R1 = 760 bp; R2 =
800 bp) wurden in allen drei Lebensstadien in etwa der gleichen Menge nachgewiesen.
Gezeigt ist ein repriisentatives Ergebnis.

3.1.2 Die Ribonukleotid-Reduktase im Zellzyklus von T.
b. bruce:

Untersuchungen des Zellzyklus kénnen nur mit synchronisierten Zellen durch-
gefiihrt werden. Im Gegensatz zu den meisten Zellsystemen, konnen Bluttrypano-
somen in vitro jedoch nicht synchronisiert werden. Aus diesem Grund wurde eine
in vitro-Differenzierung der gedrungenen Blutform zur prozyklischen Insekten-
form induziert, die mit dem Durchlaufen eines synchronen Zellzyklus verbunden
ist (Czichos et al., 1986; Ziegelbauer et al., 1990; Matthews & Gull 1994).

Gedrungene Bluttrypanosomen wurden 48 h bei 27°C in Gegenwart von Citrat
und cis-Aconitat kultiviert, um eine Differenzierung zur prozyklischen Insekten-
form zu induzieren (s. 2.8.2). In Abb. 3.3 ist das Vorkommen der R1- und R2-
Proteine wihrend der Differenzierung gezeigt. Nach 12 h konnte eine Zunahme
von R1-Protein beobachtet werden. Gleichzeitig wurde zu diesem Zeitpunkt, das
in gedrungenen Bluttrypanosomen nicht vorhandene R2-Protein (vgl. Abb. 3.1),
nachgewiesen. Im weiteren Verlauf der Differenzierung zeigte sich eine kontinu-
ierliche Zunahme der R1- und R2-Proteine. Diese ging mit der Proliferation der
Zellen und dem Verschwinden von VSG und CB1-gp einher. Prozyklin konnte 3 h
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nach Differenzierungsbeginn nachgewiesen werden. Zwischen 6 h und 12 h war
das Signal im Western-Blot am stérksten, wurde dann jedoch wieder schwicher.
Nach 48 h hatte die Prozyklin-Expression das Niveau etablierter prozyklischer

Trypanosomen erreicht (vgl. Abb. 3.1 und Abb. 3.3).
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Abbildung 3.3: Zelldichte und Vorkommen der R1- und R2-Untereinheit
wihrend der Differenzierung der gedrungenen Form zur prozyklischen
Insektenform. Gedrungene Blutformen der pleomorphen T. b. brucei Variante
AnTat 1.1 wurden aus dem Blut infizierter Miuse gewonnen (s. 2.9). Die Differen-

zierung der Trypanosomen wurde durch Kultivierung der Zellen mit 3 mM Citrat/cis-
Aconitat bei 27°C induziert (s. 2.8.2). Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde die Zelldich-
te bestimmt (s. 2.8.5) und 3x107 Zellen durch Zentrifugation geerntet. Die Trypanoso-

men wurden lysiert (s. 2.10.1) und gleiche Proteinmengen, wie in Abb. 3.1 beschrieben,

analysiert.
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Ausgehend von den erhaltenen Ergebnissen wurde eine Zellzyklus-abhéingige Re-
gulation der Ribonukleotid-Reduktase untersucht. Dazu wurde das Vorkommen
der R1- und R2-Proteine zwischen 10 h und 22 h nach Beginn der induzierten Dif-
ferenzierung von gedrungenen Bluttrypanosomen zur prozyklischen Insektenform
im Western Blot untersucht (Abb. 3.4). Im gleichen Zeitraum wurde die Synchro-
nitdt des ersten Zellzyklus durch die Bestimmung des DN A-Gehalts der Parasiten
mit der analytischen Durchflusszytometrie iiberpriift. Nach zehnstiindiger Kulti-
vierung der Trypanosomen bei 27°C konnte das R2-Protein nachgewiesen werden.
Die Proteinmenge nahm nach weiteren 2 h deutlich zu, dnderte sich aber danach
nicht mehr signifikant, obwohl sich die Zellen nach 14 h und 20 h teilten. Die-
ses Ergebnis deutet somit auf keine Regulation der Ribonukleotid-Reduktase im
Zellzylus von T. b. bruce: hin.
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Abbildung 3.4: DN A-Gehalt und Vorkommen der R1-und R2- Unterein-
heit in differenzierenden Trypanosomen wihrend des ersten synchro-
nen Zellzyklus. Die Differenzierung gedrungener Blutformen des pleomorphen T. b.
brucei Variante AnTat 1.1 wurde, wie in Abb. 3.3 beschrieben, induziert. Zu verschie-
denen Zeitpunkten wurde die Zelldichte bestimmt (s. 2.8.5) und die Zellen geerntet.
Ein Teil der Zellen wurde lysiert und im Western Blot mit Antikérpern gegen R1-und
R2-Protein analysiert (vgl. Abb. 3.1). Die iibrigen Trypanosomen wurden mit Ethanol
fixiert, mit Propidiumjodid gefirbt und der DNA-Gehalt mittels analytischer Durch-
flusszytometrie bestimmt (s. 2.12). Die relative Propidiumjodid-Fluoreszenz, die zum
DNA-Gehalt der Zellen direkt proportional ist, wurde gegen die Anzahl der Ereignisse
pro Messkanal, die mit der Zellzahl dquivalent ist, aufgetragen. Jedes Histogramm zeigt
die Daten von 10000 Ereignissen. Die Positionen von Go/G1-, S- und Go/M-Phasen sind
zum Vergleich fiir asynchrone etablierte prozyklische Trypanosomen (PRO) gezeigt.
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3.2 Untersuchungen zur Wirkung des Eisenche-
lators Deferoxamin auf Sauerstoffverbrauch,
DNA-Synthese und Superoxid-Dismutase-
Aktivitidt von kulturadaptierten Bluttrypa-
nosomen

Wie alle lebenden Organismen benétigen Bluttrypanosomen Eisen zum Wachs-
tum. Als Eisenquelle nehmen die Parasiten eisenbeladenes Transferrin (Holotrans-
ferrin) aus dem Blut ihres Wirtes auf (Schell et al. 1991; Steverding, 1998). Die
Bedeutung des Eisens fiir das Wachstum der Trypanosomen zeigt sich u. a. in
ihrer Empfindlichkeit gegeniiber Deferoxamin. Dieser Eisenchelator inhibiert in
vitro das Wachstum der Parasiten. Fiir Deferoxamin wurde ein EDsy-Wert von
2,5 pM bestimmt, wihrend der Eisen-Deferoxamin-Komplex ungiftig ist (Sco-
ry, 1999). Trypanosomen zeigen bzgl. der Vitalitit und der Proliferation eine
zehnfach hohere Empfindlichkeit gegeniiber Deferoxamin als Sdugerzellen (Scory,
1999). Trotz der hohen Affinitét des Chelators zu dreiwertigem Eisen, scheint De-
feroxamin nicht in der Lage zu sein, Fe?*-Tonen aus Transferrin-Eisen-Komplexen
zu binden (Scory, 1999). Die Wirkung des Chelators beruht vielleicht auf einer
Inaktivierung eisenabhingiger Enzyme des trypanosomalen Stoffwechsels.

Bluttrypanosomen besitzen keine Cytochrome, benétigen aber Eisen fiir die kata-
lytische Aktivitidt der Alternativen Oxidase (Fairlamb & Bowman, 1977b; Clark-
son et al., 1989), der Ribonukleotid-Reduktase (Dormeyer et al., 1997; Hofer et
al., 1997) und der Superoxid-Dismutase (Le Trant et al., 1983).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Wirkung von Deferoxamin auf den Sauer-
stoffverbrauch, der Aufschluss iiber die Aktivitdt der Alternativen Oxidase gibt,
auf die DNA-Synthese und auf die Ribonukleotid-Reduktase- und Superoxid-
Dismutase-Aktivitat von T. b. brucei-Blutformen untersucht. Eine hohe Zell-
dichte (2,5x10° Zellen/ml) und kurze Inkubationszeit (24 h) sicherten, dass die
Trypanosomen withrend der Inkubation mit Deferoxamin (100 M) nicht abstar-
ben. Wahrend der 24stiindigen Inkubation mit Deferoxamin teilten sich die Zellen
maximal einmal. AnschlieBend wurden die Trypanosomen durch Zentrifugation
geerntet und fiir die verschiedenen Untersuchungen aufgearbeitet.

3.2.1 Wirkung von Deferoxamin auf den Sauerstoffver-
brauch von T. b. bruce: Bluttrypanosomen

Der Sauerstoffverbrauch der Bluttrypanosomen wurde polarographisch mit einer
Clark-Elektrode bestimmt und gab somit indirekt Aufschluss iiber die Aktivitét
der parasitiiren Alternativen Oxidase (Abb. 3.5). Dieses Enzym spielt bei der
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Reoxidation des wihrend der Glykolyse entstehenden NADH eine wichtige Rolle
(Fairlamb & Bowman, 1977b; Clarkson et al., 1989).

200 nmol Oy

5 min

Abbildung 3.5: Wirkung von Deferoxamin auf die Atmungsrate von T.
b. brucei. TC221 Bluttrypanosomen (2,5x10° Zellen/ml) wurden 24 h unter den
iiblichen Kulturbedingungen (s. 2.8.1) in Baltz Medium komplett mit 100 pM Defer-
oxamin (A), 24 h in Baltz Medium komplett mit 100 gM Deferoxamin und weitere
2 h zusitzlich mit 100 M Eisen-Ammonium-Citrat (B), 24 h in Baltz Medium kom-
plett mit 100 uM Eisen-Deferoxamin (C) oder 24 h in Baltz Medium komplett mit der
entsprechenden Menge ddH20O (Spur D) inkubiert. Danach wurden die Trypanosomen
geerntet und der Sauerstoffverbrauch bei 37°C mit einer Clark-Elektrode bestimmt (s.
2.14.1). Zum markierten Zeitpunkt (, T. b.“) wurden 6,5x107 Zellen in die thermosta-
tisierte Messzelle mit 2,4 ml Baltz Medium komplett injiziert. Der zweite Pfeil (SHAM)
markiert die Zugabe von 1 mM Salicylhydroxamséiure (in DMSO; Endkonzentration:
1 % (v/v)) in die Messzelle. Die dargestellten Daten sind représentative Ergebnisse aus
zwei Messungen zweier unabhingiger Experimente.

Die Atmung Deferoxamin-behandelter Parasiten (Abb. 3.5 A; 2,2 + 0,5 nmol
O2/min/107 Zellen) entsprach nur 13 % des Sauerstoffverbrauchs der unbehandel-
ten Kontrolle (Abb. 3.5 D; 17,1 + 1 nmol Oy/min/107 Zellen), deren Atmungsrate
mit den Ergebnissen von Helfert et al. (2001) vergleichbar ist. Der Sauerstoff-
verbrauch Eisen-Deferoxamin-behandelter Trypanosomen (Abb. 3.5 C; 15,3 +
0,8 nmol Oy/min/107 Zellen) unterschied sich nicht signifikant von dem unbehan-
delter Parasiten. Eine anschlielende zweistiindige Inkubation von Deferoxamin-
behandelten Trypanosomen, mit 100 uM FEisen-Ammonium-Citrat bewirkte ei-
ne partielle Wiederherstellung der Atmungsrate (Abb. 3.5 B; 6,5 + 0,9 nmol
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O2/min/107 Zellen). In allen Anséitzen wurde die Zellatmung durch Salicylhy-
droxamséure (SHAM), einem spezifischen Inhibitor der Alternativen Oxidase
(Clarkson et al., 1989), vollstéindig gehemmt.

Ob Deferoxamin in der Lage ist, enzymgebundenes Eisen zu komplexieren, wurde
an zellfreien Lysaten (s. 2.14.1) von Bluttrypanosomen untersucht (Abb. 3.6).

200 nmol O,

Abbildung 3.6: Wirkung von Deferoxamin auf den sn-Glycerin-3-
Phosphat-abhingigen Sauerstoffverbrauch zellfreier Lysate von T. b.
brucei. Lysate von TC221 Bluttrypanosomen (s. 2.14.1) wurden mit 1 mM Deferoxa-
min (A), mit 1 mM Eisen-Deferoxamin (B) und mit ddH2O (C) auf Eis inkubiert. Nach
1 h wurde die Aktivitéit der Alternativen Oxidase mit 20 mM sn-Glycerin-3-Phosphat
als Substrat bei 37°C mit einer Clark-Elektrode bestimmt (s. 2.14.1). Der erste Pfeil
(L) markiert den Zeitpunkt, zu dem 200 pl Lysat (entsprechend 1 mg Gesamtpro-
tein) in die mit 2,4 ml Messpuffer gefiillte Kammer injiziert wurden. Der zweite Pfeil
(SHAM) markiert die Zugabe von 1 mM Salicylhydroxamséiure (in DMSO; Endkonzen-
tration: 1 % (v/v)). Zum Vergleich wurden Trypanosomen (2,5x10% Zellen/ml) 24 h in
Baltz Medium komplett mit 100 yM Deferoxamin inkubiert, anschlieflend lysiert und
der Sauerstoffverbrauch des Zelllysates bestimmt (D). Die dargestellten Daten sind
reprisentative Ergebnisse aus zwei Messungen zweier unabhéngiger Experimente.

Die Lysate wurden mit 1 mM Deferoxamin (Abb. 3.6 A), 1 mM Eisen-Deferoxamin
(Abb. 3.6 B) bzw. mit ddH,O (Abb. 3.6 C) 1 h auf Eis inkubiert. Der Sauer-
stoffverbrauch wurde polarographisch mit sn-Glycerin-3-Phosphat als Substrat
gemessen (Clarkson et al., 1989). Es konnte kein signifikanter Unterschied in der
Atmungsrate der Lysate beobachtet werden (Abb. 3.6; 9,4 + 0,9 (A); 9,6 4 0,6
(B); 9,9 + 0,6 (C) nmol Os/min/mg Protein). Eine 24stiindige Vorinkubation der
Parasiten mit 100 uM Deferoxamin zeigte hingegen eine Erniedrigung des Sau-
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erstoffverbrauchs des zellfreien Lysates auf 4,1 + 0,3 nmol Os/min/mg Protein
(Abb. 3.6D).

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die Wirkung von Deferoxamin auf den Sau-
erstoffverbrauch von Bluttrypanosomen nicht auf einer Komplexierung des im
Protein fixierten Eisens der Alternativen Oxidase beruht. Vermutlich erniedrigt
der Chelator den intrazelluldren Eisenbestand soweit, dass kein Eisen mehr fiir
neu-synthetisiertes Apoenzym zur Verfiigung steht.

3.2.2 Wirkung von Deferoxamin auf die DNA-Synthese
und die Aktivitidt der Ribonukleotid-Reduktase von
T. b. brucez

Die DNA-Synthese kulturadaptierter Bluttrypanosomen wurde durch den Einbau
von [*H]Thymidin bestimmt (s. 2.15).
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Abbildung 3.7: Inhibierung der DN A-Synthese durch Deferoxamin in 7.
b. brucei. TC221 Bluttrypanosomen (2,5x10% Zellen/ml) wurden 24 h unter den
iiblichen Kulturbedingungen (s. 2.8.1) in Baltz Medium komplett mit ddH,O (Kon-
trolle), 24 h in Baltz Medium komplett mit 100 M Deferoxamin (DF), 24 h in Baltz
Medium komplett mit 100 M Eisen-Deferoxamin (FeDF) und 24 h in Baltz Medium
komplett mit 100 uM Deferoxamin und anschlieBend mit 100 gM Eisen-Ammonium-
Citrat weitere 2 h inkubiert (DF+FAC). Danach wurden die Trypanosomen geerntet
und der Einbau von [*H]Thymidin in der TCA-prézipitierbaren Fraktion bestimmt (s.
2.15). Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichung zweier unabhiingiger Expe-
rimente, die jeweils als Doppelbestimmung durchgefithrt wurden.

Bei Deferoxamin-behandelten Trypanosomen betrug die DNA-Synthese nur 18 %
im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abb. 3.7). In Gegenwart von eisengeséttig-
tem Chelator war die DNA-Synthese gegeniiber der unbehandelten Kontrolle ca.
1,3fach erhoht (Abb. 3.7). Dieser Effekt beruht wahrscheinlich auf iiberschiissigem
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freiem Eisen im Inkubationsmedium, bedingt durch die Herstellung des Eisen-
Deferoxamins (s. 2.5). Eine anschlieende zweistiindige Inkubation Deferoxamin-
behandelter Trypanosomen mit 100 uM Eisen-Ammonium-Citrat hatte keine Zu-
nahme, sondern eher eine weitere Abnahme der DNA-Synthese zur Folge (Abb.
3.7). Durch eine zweistiindige Inkubation unbehandelter Parasiten mit 100 M
Eisen-Ammonium-Citrat wurde dagegen die DNA-Synthese ca. 1,2fach gegeniiber
der Kontrolle erh6ht (Daten nicht gezeigt).

Da die Ribonukleotid-Reduktase ein eisenabhiingiges trypanosomales Enzym ist,
das fiir die DNA-Synthese unentbehrlich ist, wurde der Einfluss von Deferoxamin
auf das gereinigte Enzym untersucht. Rekombinante 7. b. brucei Ribonukleotid-
Reduktase wurde mit 1 mM Deferoxamin, 1 mM Eisen-Deferoxamin und ddH,O
auf Eis inkubiert. Nach 1 h wurde die Enzymaktivitiat durch die zeitabhéngige Re-
duktion von *H]GDP zu [*H]dGDP bestimmt (s. 2.14.2). Es war kein signifikanter
Unterschied in den Reduktionsraten festzustellen (Abb. 3.8). In Gegenwart des
klassischen Ribonukleotid-Reduktase-Inhibitors Hydroxyharnstoff (HU; 30 mM)
wurde dagegen die Aktivitdt des Enzyms zu mehr als 90 % gehemmt (Abb. 3.8).
Die Wirkung von Deferoxamin auf die DNA-Synthese beruht somit nicht auf einer
Komplexierung enzymgebundenen Eisens der Ribonukleotid-Reduktase.
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Abbildung 3.8: Inkubation von T. b. bruce: Ribonukleotid-Reduktase
mit Deferoxamin. Rekombinante T. b. brucei Ribonukleotid-Reduktase wurde mit
ddH20 (H20), 1 mM Deferoxamin (DF) und 1 mM Eisen-Deferoxamin (FeDF) auf Eis
inkubiert. Nach 1 h wurde die Aktivitit des Enzyms bestimmt (s. 2.14.2). Ebenfalls
gezeigt sind die Aktivitidt des Enzyms in Gegenwart des klassischen Ribonukleotid-
-Reduktase-Inhibitors Hydroxyharnstoff (HU) und die Aktivitit einer unbehandelten
Kontrolle (Kontrolle). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung dreier
unabhingiger Experimente.
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3.2.3 Wirkung von Deferoxamin auf die Aktivitit der Su-
peroxid-Dismutase von T. b. bruce?

Wihrend der Bildung des Tyrosylradikal-Kations der R2-Untereinheit der Ri-
bonukleotid-Reduktase entstehen Superoxidradikal-Anionen. Untersuchungen an
Escherichia coli haben gezeigt, dass diese die Ribonukleotid-Reduktase irreversi-
bel hemmen (Gaudu et al., 1996). Die Superoxid-Dismutase katalysiert die Um-
wandlung zweier Superoxidradikal-Anionen in Wasserstoffperoxid und molekula-
ren Sauerstoff. Das Enzym ist somit essentiell fiir die Aktivitdt der Ribonukleo-

tid-Reduktase.

Die Aktivitdt der eisenabhédngigen Superoxid-Dismutase von Bluttrypanosomen
wurde enzymatisch nach nativer Polyacrylamid-Gelelektrophorese im Gel unter-
sucht (s. 2.14.3). Lysate Deferoxamin- und Eisen-Deferoxamin-behandelter bzw.
unbehandelter Trypanosomen lieferten nach Farbung der Gele achromatische
Banden gleicher Intensitit (Abb. 3.9). Zugabe von 5 mM H3Os, einem Inhi-
bitor eisenabhéngiger Superoxid-Dismutasen, wihrend des Féarbeprozesses ver-
hinderte die Entstehung achromatischer Banden (Daten nicht gezeigt). Aus den
Ergebnissen ldsst sich somit kein Einfluss von Deferoxamin auf die Aktivitédt der
Superoxid-Dismutase erkennen.

1 2 9

Abbildung 3.9: Aktivitdt der Superoxid-Dismutase von T. b. brucet in
Gegenwart von Deferoxamin. TC221 Bluttrypanosomen (2,5x10° Zellen/ml)
wurden unter den iiblichen Kulturbedingungen (s. 2.8.1) in Baltz Medium komplett
mit zusdtzlichem ddH20 (1), Baltz Medium komplett mit 100 M Deferoxamin (2) und
Baltz Medium komplett mit 100 M eisengesittigtem Deferoxamin (3) kultiviert. Nach
24 h wurden die Trypanosomen geerntet und lysiert. Die 16slichen Fraktionen der Zell-
lysate wurden in einem nicht-denaturierenden 10%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt
und gefiirbt (s. 2.14.3). Pro Gel-Tasche wurden 3x10” Zelliquivalente aufgegeben. Es
wurden zwei unabhiingige Experimente durchgefiihrt. Gezeigt ist ein reprisentatives
Ergebnis.
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3.3 Untersuchungen zur in vitro-Differenzierung
von monomorphen, kulturadaptierten Blut-
trypanosomen mit dem membranpermeablen

cAMP-Derivat 8-(4-Chlorphenylthio)-cAMP

Der Differenzierungsprozess pleomorpher schlanker Bluttrypanosomen wird durch
eine, von den Parasiten freigesetzte, niedermolekulare Verbindung, den sog. stum-
py-induction-factor (SIF), induziert (Vassella et al. 1997). In vitro kann dieser
Prozess durch die Inkubation pleomorpher Trypanosomen mit membranpermea-
blen cAMP-Derivaten nachgeahmt werden. Als besonders geeignet hat sich dabei
8-(4-Chlorphenylthio)-cAMP (pCPTcAMP) erwiesen (Vassella et al., 1997).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Moglichkeit einer pCPTcAMP-vermittelten
Differenzierung schlanker Bluttrypanosomen einer kulturadaptierten, monomor-
phen T. b. brucei-Zelllinie untersucht werden.

3.3.1 Wirkung von pCPTcAMP auf die Proliferation kul-
turadaptierter Bluttrypanosomen

Die Inkubation der monomorphen, kulturadaptierten 7. b. brucei-Zelllinie TC221
mit verschiedenen pCPTcAMP-Konzentrationen (s. 2.8.6) hatte eine Wachstums-
hemmung der Parasiten zur Folge (Abb. 3.10). Die Wirkung von pCPTcAMP auf
die Zellproliferation war dabei zeit- und dosisabhéngig. Mit 1 mM pCPTcAMP
behandelte Parasiten erreichten bei einer Zelldichte von 1-2x10° Zellen/ml die
stationdre Wachstumsphase. Unbehandelte Trypanosomen wuchsen etwa 10mal
hoher.
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Abbildung 3.10: Wirkung von pCPTcAMP auf die Proliferation kultu-
radaptierter T. b. brucei-Blutformen. TC221 Bluttrypanosomen (10* Zel-
len/ml) wurden unter den iiblichen Kulturbedingungen (s. 2.8.1) in Baltz Medium
komplett mit PBS (Kontrolle; weile Kreise) oder in Baltz Medium komplett mit
0,1 mM (schwarze Quadrate), 0,5 mM (schwarze Dreiecke) oder 1 mM (schwarze Krei-
se) pCPTcAMP inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde die Anzahl leben-
der Zellen mit einem Neubauer-Himozytometer bestimmt (s. 2.8.6). Gezeigt sind die
Mittelwerte £ Standardabweichung dreier unabhingiger Experimente.

3.3.2 Morphologische und biochemische Verinderungen
pCPTcAMP-behandelter kulturadaptierter Bluttry-
panosomen

Die Wachstumsversuche (s. 3.3.1) lieflen eine effektive Hemmung der Zellprolife-
ration kulturadaptierter Bluttrypanosomen wihrend der Inkubation mit 1 mM
pCPTcAMP erkennen. Vielleicht beruht dies auf einer Differenzierung der Pa-
rasiten zur im Zellarrest befindlichen gedrungenen Blutform. Aus diesem Grund
wurde die Verinderung der Morphologie, die Expression stadienspezifischer Pro-
teine und die DNA-Synthese der Bluttrypanosomen wihrend der pCPTcAMP-
Inkubation untersucht.

Nach einer 72stiindigen Inkubation mit 1 mM pCPTcAMP hatten sich die schlan-
ken Trypanosomen zu einer gedrungenen Form transformiert (Abb. 3.11). Gleich-
zeitig war eine deutliche Verdnderung der Mitochondrienaktivitit zu erkennen,
die sich in einer Zunahme der NADH-Diaphorase-Aktivitit zeigte (Vickerman,
1965).
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Abbildung 3.11: Wirkung von pCPTcAMP auf die Morphologie
und Diaphorase-Aktivitit kulturadaptierter T. b. brucei-Blutformen.
T(221 Bluttrypanosomen (10° Zellen/ml) wurden unter den iiblichen Kulturbedingun-
gen (s. 2.8.1) in Baltz Medium komplett mit 1 mM pCPTcAMP inkubiert. Zu den an-
gegebenen Zeitpunkten wurden die Trypanosomen geerntet und mit Glutardialdehyd
fixiert. Die Inkubation der fixierten Zellen mit NADH und NBT diente zum Nach-
weis der NADH-Diaphorase-Aktivitit (s. 2.14.4). Im aktiven Mitochondrium kommt
es zu einer Reduktion von NBT zum dunkelblauen Formazan. Mit optischem Pha-
senkontrast unter Verwendung eines 100x-Olimmersionsobjektivs wurden Morphologie
und NADH-Diaphorase-Aktivitdt der Trypanosomen untersucht. Die Pfeile zeigen auf
die Formazan-Prézipitate im Mitochondrium. Es wurden zwei unabhéingige Versuche
durchgefiihrt. Gezeigt ist ein repriisentatives Ergebnis.

Verantwortlich fiir die NADH-Diaphorase-Aktivitéit ist vermutlich die Dihydro-
liponamid-Dehydrogenase (Tyler et al., 1997). Im Western Blot wurde die Ex-
pression dieses mitochondrialen Enzyms wihrend der pCPTcAMP-Inkubation
der Bluttrypanosomen untersucht (Abb. 3.12). 48 h nach Inkubationsbeginn hat-
te die Proteinmenge deutlich zugenommen.
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Abbildung 3.12: Expression stadienspezifischer Proteine wihrend der
pCPTcAMP-Inkubation kulturadaptierter T. b. brucei-Blutformen.
T(C221 Bluttrypanosomen (10° Zellen/ml) wurden unter den iiblichen Kulturbedin-
gungen (s. 2.8.1) in Baltz Medium komplett mit 1 mM pCPTcAMP inkubiert. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden die Trypanosomen geerntet, lysiert und gleiche Prote-
inmengen (vgl. 3.1.1; fiir den Nachweis von LipDH wurden 3 ug Gesamtprotein verwen-
det) mittels SDS-PAGE aufgetrennt (s. 2.10). Im Western Blot wurden die Proteine mit
Antikorpern gegen R2 (aR2; 1:5000), CB1-gp (aCB1; 1:3000) und Dihydroliponamid-
Dehydrogenase (aLipDH; 1:25) analysiert. Die Antikorper gegen LipDH wurde vor der
Verwendung affinitidtsgereinigt (s. 2.11.2). Eine Western Blot-Analyse mit Antikérpern
gegen Aldolase (aALD; 1:2500) wurde zum Nachweis, dass stets gleiche Proteinmengen
im SDS-Gel aufgetrennt wurden, durchgefiihrt. Gezeigt ist ein reprisentatives Ergebnis
zweler unabhingiger Experimente.

Um eine quantitative Aussage machen zu kénnen, wurde die Dihydroliponamid-
Dehydrogenase-Aktivitdt enzymatisch bestimmt (Abb. 3.13). Wie erwartet, war
die Aktivitdtsmessung mit dem Ergebnis im Western Blot vergleichbar. Nach
einer 72stiindigen pCPTcAMP-Inkubation der Bluttrypanosomen war die Akti-
vitdt des Enzyms gegeniiber der Kontrolle ca. 4,4fach erhoht und erreichte etwa
85 % der Dihydroliponamid-Dehydrogenase-Aktivitéit etablierter prozyklischer
Trypanosomen der pleomorphen T. b. brucei-Variante AnTat 1.1.
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Abbildung 3.13: Aktivitdt der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase
wihrend der pCPTcAMP-Inkubation kulturadaptierter 7. b. brucei-
Blutformen. TC221 Bluttrypanosomen (10° Zellen/ml) wurden unter den iiblichen
Kulturbedingungen (s. 2.8.1) in Baltz Medium komplett mit 1 mM pCPTcAMP
inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Trypanosomen geerntet und
lysiert. Die Aktivitdt der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase wurde durch die Oxidation
von Dihydroliponsiure zur Liponsdure untersucht. Das bei der Reaktion entstandene
NADH wurde photometrisch bei 340 nm bestimmt (s. 2.14.5). Zum Vergleich ist die
Dihydrolipoamid-Dehydrogenase- Aktivitdt etablierter prozyklischer Trypanosomen
(PRO) gezeigt. Es wurden drei Experimente durchgefiihrt. Dargestellt sind die
Mittelwerte £ Standardabweichung.

Einen weiteren Hinweis auf die Differenzierung von pCPTcAMP-behandelten
Trypanosomen, lieferten Western Blot-Analysen mit Antikérpern gegen die R2-
Untereinheit der Ribonukleotid-Reduktase (Abb. 3.12). Wie schon gezeigt wurde
(s. 3.1.1), haben gedrungene, sich im Zellarrest befindliche Bluttrypanosomen der
pleomorphen 7. b. brucei-Variante AnTat 1.1 kein R2-Protein. Bei pCPTcAMP-
behandelten Trypanosomen konnte eine deutliche Abnahme des R2-Proteins be-
reits 48 h nach Inkubationsbeginn beobachtet werden. Nach 72 h war das Protein
nicht mehr nachweisbar.

Um eine Aussage iiber die DNA-Synthese pCPTcAMP-behandelter Bluttrypano-
somen zu erhalten, wurde der [*H]Thymidineinbau der Parasiten bestimmt (Abb.
3.14). Schon nach 24 h betrug die DNA-Synthese vorinkubierter Trypanosomen
gegeniiber der Kontrolle 40 %, nach 72 h sogar nur noch 10 %, was auf einen
Zellarrest der Trypanosomen schlieflen lésst.
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Abbildung 3.14: DNA-Synthese wihrend der pCPTcAMP-Inkubation
kulturadaptierter T. b. bruce:-Blutformen. TC221 Bluttrypanosomen
(105 Zellen/ml) wurden unter den iiblichen Kulturbedingungen (s. 2.8.1) in Baltz Me-
dium komplett mit 1 mM pCPTcAMP inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten
wurden die Trypanosomen geerntet und der Einbau von [*H]Thymidin in der TCA-
prazipitierbaren Fraktion bestimmt (s. 2.15). Die Daten zeigen die Mittelwerte + Stan-
dardabweichung dreier unabhingiger Experimente, die jeweils als Doppelbestimmung
durchgefithrt wurden.

Erginzende Informationen lieferte die Bestimmung der Zellzyklus-Phasen unbe-
handelter und 72 h mit pCPTcAMP inkubierter Bluttrypanosomen mittels ana-
lytischer Durchflusszytometrie (Abb. 3.15). Durch die Inkubation erhohte sich
die Zahl der Zellen in der G/G;-Phase von 52 % auf 70 %, wihrend sie sich in
der S-Phase von 18 % auf 6 % verringerte.
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Abbildung 3.15: DN A-Gehalt wihrend der pCPTcAMP-Inkubation kul-
turadaptierter T. b. brucei-Blutformen. TC221 Bluttrypanosomen (10° Zel-
len/ml) wurden unter den iiblichen Kulturbedingungen (s. 2.8.1) in Baltz Medium
komplett mit 1 mM pCPTcAMP inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wur-
den die Trypanosomen geerntet, mit Ethanol fixiert und mit Propidiumjodid gefirbt.
Der DNA-Gehalt wurde mittels analytischer Durchflusszytometrie bestimmt (s. 2.12).
Es sind Go/G1, S und Go/M-Phasen gezeigt. Das Ergebnis ist reprisentativ fir zwei
unabhingige Experimente.

Schliefllich wurde noch die Expression von CB1-gp (vgl. 3.1.1), einem weiteren
stadienspezifischen Protein, im Western Blot untersucht (Abb. 3.12). pCPTcAMP
behandelte Trypanosomen lielen 48 h nach Inkubationsbeginn einen deutlichen
Anstieg der Proteinmenge erkennen.

Zusammenfassend zeigen die durchgefiihrten Analysen, dass eine pCPTcAMP-
induzierte Differenzierung monomorpher, schlanker Bluttrypanosomen zur ge-
drungenen, im Zellarrest befindlichen, Blutform mdoglich ist.

3.3.3 Induzierte Differenzierung pCPTcAMP-behandelter,
kulturadaptierter Bluttrypanosomen zur prozykli-
schen Insektenform

In vitro kann eine Differenzierung gedrungener Bluttrypanosomen zur prozykli-
schen Insektenform induziert werden (s. 3.1). Es sollte untersucht werden, ob
eine solche Transformation auch bei pCPTcAMP-behandelten Trypanosomen
moglich ist. Dazu wurden kulturadaptierte Bluttrypanosomen 48 h bei 37°C mit
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1 mM pCPTcAMP inkubiert und anschlieend in Gegenwart von Citrat und cis-
Aconitat iiber einen Zeitraum von 96 h bei 27°C kultiviert. Alle 24 h wurden
Proben aus der Kultur genommen und die Expression stadienspezifischer Prote-
ine im Western Blot untersucht (Abb. 3.16).

Bereits nach einer 24stiindigen Kultivierung bei 27°C hatten die pCPTcAMP-
behandelten Trypanosomen ihr Oberflichenglykoprotein geéindert. Das variable
Oberflichenglykoprotein (VSG) der Bluttrypanosomen war nahezu verschwun-
den, wihrend das Oberflichenglykoprotein Prozyklin (EP) der Insektenform ma-
ximal exprimiert wurde. Die Differenzierung gedrungener Bluttrypanosomen ist,
wie schon gezeigt (s. 3.1) durch die erneute Bildung der R2-Untereinheit der Ri-
bonukleotid-Reduktase gekennzeichnet. Im Western Blot konnte die Expression
von R2-Protein bei pCPTcAMP-behandelten Trypanosomen nach der 24stiindi-
gen Kultivierung bei 27°C nachgewiesen werden.

aR2

aVSG

oEP
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Abbildung 3.16: Expression stadienspezifischer Proteine wihrend der in
vitro-Differenzierung pCPTcAMP-behandelter kulturadaptierter T'. b.
brucei-Blutformen. T(C221 Bluttrypanosomen (10° Zellen/ml) wurden 48 h un-
ter den iiblichen Kulturbedingungen (s. 2.8.1) in Baltz Medium komplett mit 1 mM
pCPTcAMP inkubiert. Danach wurden die Parasiten geerntet und 5x10° Zellen/ml
in SDM-79 Medium komplett mit 3 mM Citrat/cis-Aconitat bei 27°C weiterkultiviert
(s. 2.8.2). Zu den angegebenen Zeiten wurden die Trypanosomen geerntet, lysiert und
gleiche Proteinmengen (vgl. 3.1.1) mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Im Western Blot
wurden die Proteine mit Antikérpern gegen R2 (aR2; 1:5000), VSG TC221 (aVSG;
1:1000) und Prozyklin («EP; 1:2000) analysiert. Antikorper gegen Aldolase dienten als
Nachweis, dass gleiche Proteinmengen aufgetrennt wurden. Die gezeigten Daten sind
reprisentative Ergebnisse von zwei unabhingigen Experimenten.

Gedrungene Bluttrypanosomen befinden sich in einem Zellarrest. Thre Differen-
zierung zur prozyklischen Insektenform ist durch den Wiederbeginn der Zell-
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proliferation gekennzeichnet (Ziegelbauer et al., 1990; Vassella et al., 1997). Im
Gegensatz zur unbehandelten Kontrolle konnten sich pCPTcAMP-behandelte
Trypanosomen wihrend der Kultivierung bei 27°C in Gegenwart von Citrat und
cis-Aconitat vermehren (Abb. 3.17). Nach einer Ruhezeit von 24 h teilten sich
die Zellen mit einer Generationszeit von 36 h. Im Vergleich dazu verzwei- oder
verdreifachten sich etablierte prozyklische Trypanosomen innerhalb von 24 h (s.
3.1.2; Ziegelbauer et al., 1990; Vassella et al., 1997). Nach einer einwéchigen Kul-
tivierung der pCPTcAMP-behandelten Parasiten bei 27°C begannen jedoch die
Zellen abzusterben, ohne dass sich eine prozyklische Trypanosomenkultur eta-
blierte (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.17: Zellproliferation wihrend der in wvitro-Differenzierung
pCPTcAMP-behandelter kulturadaptierter T. b. brucei-Blutformen
in prozyklische Insektenformen. TC221 Bluttrypanosomen (103 Zellen/ml) wur-
den 48 h unter den iiblichen Kulturbedingungen (s. 2.8.1) in Baltz Medium komplett
ohne (weifle Kreise) und mit (schwarze Kreise) 1 mM pCPTcAMP inkubiert. Danach
wurden die Parasiten geerntet und 5x10° Zellen/ml in SDM-79 Medium komplett mit
3 mM Citrat/cis-Aconitat bei 27°C weiterkultiviert (s. 2.8.2). Zu den angegebenen
Zeiten wurden die lebenden Zellen mit einem Neubauer-Himozytometer gezédhlt (s.
2.8.5). Die Daten zeigen Mittelwerte + Standardabweichung von vier unabhingigen
Experimenten.

Die Untersuchungen bestétigen die in 3.3.2 erhaltenen Ergebnisse. Kulturad-
aptierte Bluttrypanosomen differenzieren sich durch die Inkubation mit dem
membranpermeablen cAMP-Derivat pCPTcAMP zur gedrungenen Blutform. Die
Trypanosomen sind durch eine Verdnderung der Kulturbedingungen in der Lage
sich zur prozyklischen Insektenform weiterzuentwickeln.



Kapitel 4

Diskussion

Die Arbeit hatte drei Untersuchungs-Schwerpunkte:

1. Regulation der Ribonukleotid-Reduktase im Lebens- und Zellzyklus von 7.
b. brucei.

Dieses eisenabhédngige Enzym katalysiert die Bildung von Desoxyribonu-
kleotiden und ist daher unentbehrlich fiir die DNA-Synthese des Parasiten.

2. Wirkung des Eisenchelators Deferoxamin auf essentielle eisenabhéngige En-
zyme in Bluttrypanosomen.

Deferoxamin besitzt eine trypanozide Wirkung, deren Ursache bisher nicht
genau bekannt ist (Scory, 1999)

3. Wirkung des membranpermeablen cAMP-Derivats 8-(4-Chlorphenylthio)-
cAMP (pCPTcAMP) auf monomorphe, kulturadaptierte Bluttrypanoso-
men.

Bislang wurde nicht untersucht, ob pCPTcAMP, dhnlich wie bei pleomor-
phen T. b. brucei-Stammen (Vassella et al., 1997), auch bei kulturadaptier-
ten, monomorphen Bluttrypanosomen eine Differenzierung induziert.

4.1 Regulation der Ribonukleotid-Reduktase im
Lebens- und Zellzyklus von T. b. brucez

Die Ribonukleotid-Reduktase spielt bei der DNA-Synthese eine zentrale Rolle,
da dieses Enzym die Herstellung von Desoxyribonukleotiden aus Ribonukleoti-
den katalysiert. Wie die meisten Eukaryonten besitzen Trypanosomen eine Klasse
I-Ribonukleotid-Reduktase, die aus zwei homodimeren Untereinheiten (R1 und
R2) aufgebaut ist (Dormeyer et al., 1997; Hofer et al., 1997). Fiir die Aktivitét des

69
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Enzyms ist eine Interaktion der R1- und R2-Untereinheit notwendig. Eine Hem-
mung der trypanosomalen Ribonukleotid-Reduktase hitte eine Unterbrechung
der Zellteilung zur Folge. Somit stellt dieses Enzym ein attraktives Ziel fiir eine
Chemotherapie dar.

Antiproliferierende Wirkung von Ribonukleotid-Reduktase-Inhibitoren konnte be-
reits bei Tumoren (Robins et al., 1995), Viren (Liuzzi et al., 1994) und Plas-
modium falciparum (Chakrabarti et al., 1993) nachgewiesen werden. Prinzipiell
konnen mehrere Angriffspunkte unterschieden werden: Antisense-Oligonukleotide,
die die Expression der Ribonukleotid-Reduktase unterbinden, Peptide oder Pep-
tidmimetika, die die Bildung des aktiven Ribonukleotid-Reduktase-Komplexes
verhindern, Substratanaloga, die die katalytische Aktivitdt des Enzyms inhibie-
ren und Verbindungen, die das essentielle Tyrosylradikal reduzieren. Chakrabarti
et al. (1993) konnten zeigen, dass Antisense-Oligonukleotide schon in submikro-
molekularen Konzentrationen gegen den Erreger der Malaria tropica, Plasmo-
dium falciparum wirksam sind. Vielversprechende Ergebnisse wurden auch mit
Peptidmimetika, die das carboxyterminale Ende der R2-Untereinheit von Herpes
simplex simulieren, erzielt (Liuzzi et al., 1994). Die Inkubation von Sdugerzellen
mit dem Antitumormittel Hydroxyharnstoff (HU) fiihrt zu einer Zerstérung des
Tyrosylradikals der R2-Untereinheit der Ribonukleotid-Reduktase, die eine De-
stabilisierung des Eisenzentrums der Untereinheit nach sich zieht (McClarty et
al., 1990).

Im Rahmen der Arbeit wurde die Expression der Ribonukleotid-Reduktase in den
verschiedenen Lebensstadien von 7. b. bruce: untersucht. Mittels Western Blot-
Analyse konnte gezeigt werden, dass die R1-Untereinheit sowohl in der schlanken
als auch in der gedrungenen Blutform sowie in der prozyklischen Insektenform,
wenn auch in geringfiigig unterschiedlichen Mengen, vorhanden ist. Im Gegen-
satz dazu ist die R2-Untereinheit in der gedrungenen, sich im Zellarrest befindli-
chen, Blutform nicht nachweisbar (s. 3.1.1). Mittels RT-PCR und Southern Blot-
Hybridisierung konnte die R1- und R2-mRNA in den drei Entwicklungsstadien
in etwa gleicher Menge nachgewiesen werden (s. 3.1.1). Dieses Ergebnis bestitigt
frithere Northern Blot-Analysen, die zeigten, dass die R2-mRNA von 7. b. bruce:
in den drei Lebensstadien in annihernd gleicher Menge vorhanden ist (Dormeyer
et al., 1997). Aus diesen Ergebnissen lisst sich schlussfolgern, dass die Ribonuk-
leotid-Reduktase in 7. b. brucei durch eine posttranskriptionale Regulation der
R2-Untereinheit kontrolliert wird.

Eine Regulation der Ribonukleotid-Reduktase ist ebenfalls bei der Enddifferenzie-
rung von Saugerzellen bekannt. Im Vergleich zu den Trypanosomen scheinen hier

beide Untereinheiten der Ribonukleotid-Reduktase reguliert zu werden (Mann et
al., 1988; Chen et al., 1998).

Die Expression der Ribonukleotid-Reduktase im Zellzyklus von 7. b. bruce: wur-
den ausgehend von der gedrungenen Blutform untersucht. Eine Synchronisation
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von Trypanosomen ist bisher nicht moglich. Daher wurde ausgenutzt, dass die
in vitro-Differenzierung der gedrungenen Blutform zur prozyklischen Insekten-
form mit dem synchronen Durchlaufen eines Zellzyklus verbunden ist (Czichos
et al., 1986; Ziegelbauer et al., 1990; Matthew & Gull, 1994). Es konnte gezeigt
werden, dass wihrend der Differenzierung nach 10 bis 12 h die R2-Untereinheit
wieder gebildet wird (s. 3.1.2). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit fritheren
Beobachtungen, die eine DNA-Synthese von Trypanosomen 6 bis 12 h nach Dif-
ferenzierungsbeginn mittels Thymidineinbau nachgewiesen hatten (Pays et al.,
1993).

Bei Sidugerzellen, Hefezellen und Malariaparasiten findet eine transkriptiona-
le Regulation der Ribonukleotid-Reduktase-Synthese innerhalb des Zellzyklus
statt (Bjorklund et al., 1990; Fernandez-Sarabia & Fantes, 1990; Elledge et al.,
1992; Chakrabarti et al., 1993; Rubin et al., 1993). Sdugerzellen weisen eine
S-Phase-spezifische Regulation der Ribonukleotid-Reduktase auf (Bjérklund et
al., 1990). Aufgrund der langen Halbwertszeit von R1-Protein (> 20 h; Mann
et al., 1988) bleibt die R1-Proteinmenge wihrend des gesamten Zellzyklus kon-
stant. Die R2-Proteinmenge hingegen ist wihrend der S-Phase des Zellzyklus am
hochsten (Eriksson et al., 1984). Die Ribonukleotid-Reduktase-Aktivitit von He-
fezellen ist zu Beginn der S-Phase des Zellzyklus am hochsten (Lowdon & Vitols,
1973). Allerdings wird im Vergleich zu Séugerzellen die Enzymaktivitat durch
die transkriptionale Regulation von R1-Protein kontrolliert (Elledge et al., 1992).
Plasmodium falciparum besitzt ebenfalls eine S-Phase-abhéingige Regulation der
Ribonukleotid-Reduktase (Chakrabarti et al., 1993), die jedoch noch eingehender
untersucht werden muss.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte keine Zellzyklus-abhingige Regulation der R1-
und R2-Untereinheit bei der Differenzierung gedrungener Bluttrypanosomen nach-
gewiesen werden. Dieses Ergebnis kann jedoch nicht verallgemeinert werden, da
es bisher nicht moglich ist, kulturadaptierte Blutform- oder prozyklische Insek-
tenform-Trypanosomen zu synchronisieren.

Trypanosomen unterscheiden sich in der Genanordnung im Genom, der Tran-
skription und der RNA-Prozessierung stark von anderen eukaryontischen Zellen.
Die trypanosomalen proteinkodierenden Gene sind héufig in zwei oder mehr Ko-
pien hintereinander angeordnet. Ahnlich wie in Bakterien erfolgt die Transkrip-
tion polyzistronisch (Clayton, 1992; Pays, 1993). Dies konnte eine Erklirung fiir
die posttranskriptionale Regulation der meisten trypanosomalen Proteine sein
(Vanhamme & Pays, 1995; Graham, 1995; Clayton & Hotz, 1996). Ausserdem
scheinen regulatorische Sequenzen in der 3 “-nichtkodierenden Region der mRNA
fiir die Regulation der trypanosomalen Proteine verantwortlich zu sein (Hug et
al., 1993; Berberof et al., 1995; Hotz et al., 1995). Ob die Regulation der Ribonuk-
leotid-Reduktase ebenfalls auf solche regulatorischen Sequenzen zuriickzufiihren
ist, muss noch untersucht werden.
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4.2 Wirkung des Eisenchelators Deferoxamin auf
kulturadaptierte Bluttrypanosomen

Bluttrypanosomen haben keine Cytochrome und dementsprechend einen gerin-
gen Eisenbedarf, den sie durch die Aufnahme von Wirtstransferrin decken (Schell
et al., 1991; Steverding, 1998). Die Parasiten benotigen das Eisen fiir die Akti-
vitédt der Ribonukleotid-Reduktase (Dormeyer et al., 1997; Hofer et al., 1997), der
Alternativen Oxidase (Fairlamb & Bowman, 1977b; Clarkson et al., 1989) und
der Superoxid-Dismutase (Le Trant et al., 1983). Diese Enzyme spielen eine be-
deutende Rolle bei der DNA-Synthese, der ATP-Gewinnung und dem oxidativen
Stress. Eisenchelatoren kénnten somit interessant fiir die Entwicklung neuer Me-
dikamente gegen die afrikanische Schlafkrankheit sein. Uber die Vitalfunktion der
Aconitase (Overath et al., 1986; Saas et al., 2000), einem weiteren eisenabhéingi-
gem Enzym von 7. brucei, wird zurzeit noch diskutiert.

Im Rahmen der Arbeit wurde die Wirkung des Eisenchelators Deferoxamin auf die
Ribonukleotid-Reduktase, die Alternative Oxidase und die Superoxid-Dismutase
von T. b. brucei untersucht. Trypanosomen weisen eine etwa zehnmal hohere
Sensitivitéit gegeniiber Deferoxamin als Sdugerzellen auf (Scory, 1999). Es konnte
gezeigt werden, dass Deferoxamin bei Bluttrypanosomen eine Abnahme der DNA-
Synthese (s. 3.2.2) und eine Reduzierung des Sauerstoffverbrauchs hervorruft
(s. 3.2.1). Die Superoxid-Dismutase-Aktivitét der Trypanosomen wurde durch
den Eisenchelator nicht beeinflusst (s. 3.2.3). Der reduzierte Sauerstoffverbrauch
Deferoxamin-behandelter Trypanosomen ist wahrscheinlich auf die verminder-
te Aktivitdt der mitochondrialen Glycerin-3-Phosphat-Oxidase zuriickzufiihren.
Sie besteht aus einem Flavoprotein, der Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase und
einer Alternativen Oxidase, der trypanosomalen Alternativen Oxidase. Die Gly-
cerin-3-Phosphat Oxidase ist fiir die Reoxidation des wihrend der Glykolyse ge-
bildeten NADH verantwortlich (Fairlamb & Bowman, 1977b; Clarkson et al.,
1989). Die Behandlung von Bluttrypanosomen mit SHAM, einem Inhibitor der
Alternativen Oxidase, und die Reduzierung der mRNA des Enzyms mit Hilfe der
RNA-Interferenz-Technik fiihrt zu einer Erniedrigung des Sauerstoffverbrauchs
und zur Wachstumshemmung der Parasiten (Helfert et al., 2001). Dies hebt die
Bedeutung der Alternativen Oxidase fiir die Trypanosomen hervor.

Es konnte gezeigt werden, dass in Trypanosomenlysaten Deferoxamin den Sau-
erstoffverbrauch nicht hemmt (s. 3.2.1). Der Chelator scheint somit nicht in der
Lage zu sein, direkt das Eisen der Alternativen Oxidase zu komplexieren. Viel-
mehr legen die Untersuchungen den Schluss nahe, dass die Wirkung von Defer-
oxamin auf einer Reduzierung des intrazelluldren Eisenbestands beruht und somit
nicht geniigend Eisen fiir neu-synthetisiertes Apoenzym zur Verfiigung steht. Un-
terstiitzt wird diese Vermutung dadurch, dass der Einfluss des Deferoxamins auf
Bluttrypanosomen durch eine zweistiindige Inkubation mit Fe**-Ionen teilweise
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aufzuheben ist (s. 3.2.1).

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Wirkung von Deferoxamin auf
die DNA-Synthese von Bluttrypanosomen auch auf einer verminderten Aktivitét
der parasitdren Ribonukleotid-Reduktase beruht. Dies hétte eine verminderte
Synthese von Desoxyribonukleotiden zur Folge. Der wahrscheinlichste Wirkme-
chanismus des Eisenchelators wire, wie schon im Fall der Alternativen Oxidase,
dass durch die Depletierung des intrazelluldren Eisens nicht mehr geniigend Eisen
fiir neu-synthetisiertes R2-Apoprotein zur Verfiigung steht. Eine solche indirekte
Wirkung von Deferoxamin wird auch bei der Ribonukleotid-Reduktase in Séduger-
zellen vermutet (Nyholm et al., 1993; Cooper et al., 1996).

Eine zweistiindige Inkubation mit Fe?*-Ionen erhdhte die DNA-Synthese Defer-
oxamin behandelter Trypanosomen nicht (s. 3.2.2). Eine Erklérung dafiir kénnten
neuere Untersuchungen mit humanen Leuk#miezellen (HL-60-Zellen) liefern. So
wurde gezeigt, dass Deferoxamin bei diesen Zellen einen Zellzyklus-Arrest in der
S-Phase induziert und somit eine verringerte DNA-Synthese nicht ausschlief3-
lich auf eine Hemmung der Ribonukleotid-Reduktase zuriickzufiihren sein muss
(Gazitt et al., 2001).

Die unterschiedliche Wirkung von Deferoxamin auf die untersuchten eisenabhéngi-
gen Enzyme der Trypanosomen kénnte auf deren Halbwertszeiten zuriickzufiihren.
Bei Saugerzellen betrigt die Halbwertszeit des R2-Protein 3-4 h (Eriksson et al.,
1984), wihrend sie bei Mn- und Cu/Zn-Superoxid-Dismutasen von 12 h bis weit
iiber 100 h reicht (Hass & Massaro, 1987; Berkovich et al., 1996). Fiir die trypa-
nosomale R2-Untereinheit kann ebenfalls eine kurze Halbwertszeit angenommen
werden, da wihrend der in wvivo-Differenzierung der schlanken zur gedrungenen
Blutform das R2-Protein innerhalb von 48 h fast vollstéindig verschwindet (s.
3.1.1). Eine vergleichbare Beobachtung wird bei der pCPTcAMP-vermittelten
Differenzierung kulturadaptierter Bluttrypanosomen gemacht (vgl. Abb. 3.12).

Im Gegensatz zur trypanoziden Wirkung auf Bluttrypanosomen in der Zellkultur,
zeigte Deferoxamin nur einen geringen Effekt auf den Verlauf der Parasitdmie von
Trypanosomen-infizierten Méusen (Scory & Steverding, persoénliche Mitteilung).
Der Grund dafiir ist wahrscheinlich die sehr kurze Halbwertszeit von Deferoxamin
in vivo. Im Blut des Menschen hat Deferoxamin eine Halbwertszeit von 5-10 min
(Kontoghiorghes, 1995).

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass der Eisenstoffwechsel von Trypa-
nosomen einen interessanten Angriffspunkt fiir neue Chemotherapeutika bietet.
Zukiinftige Forschung sollte sich auf die Entwicklung von gut vertréglichen Ei-
senchelatoren mit ldngeren biologischen Halbwertszeiten konzentrieren.
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4.3 In vitro-Differenzierung kulturadaptierter,
schlanker Bluttrypanosomen zur gedrunge-
nen Form

Durch die Differenzierung schlanker zu gedrungenen Bluttrypanosomen wird die
Populationsgrofie des Parasiten im Sdugetierwirt reguliert (Black et al., 1985).
Dieser Transformationsprozess ist abhéingig von der Parasitendichte (Reuner et
al., 1997) und steht unter dem Einfluss eines von den Trypanosomen selbst er-
zeugten, cAMP-vermittelten Signalstoffs, dem sog. stumpy-induction-factor (SIF)
(Vassella et al., 1997). Monomorphe 7. brucei-Stimme haben die Fihigkeit sich
zu differenzieren verloren und wachsen deshalb in kurzer Zeit zu hohen Zelldich-
ten heran. Wahrscheinlich ist dies in einem Defekt des SIF-Signalwegs begriindet
(Vassella et al., 1997). Unterstiitzt wird diese Vermutung durch die im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente.

Die Inkubation monomorpher, kulturadaptierter Bluttrypanosomen mit dem mem-
branpermeablen und gegeniiber Phosphodiesterasen stabilen cAMP-Derivat 8-(4-
Chlorphenylthio)-cAMP (pCPTcAMP) ermdglichte die Differenzierung zur ge-
drungenen Form (s. 3.3.2). Diese war in der Lage sich zur prozyklischen Insek-
tenform zu differenzieren (s. 3.3.3). Im Vergleich zu pleomorphen Trypanosomen-
Stammen (Vassella et al., 1997) dauerte die Differenzierung pCPTcAMP-behan-
delter, monomorpher schlanker zu gedrungenen Trypanosomen 48-72 h statt 12 h.
Ausserdem wurde eine hohere pCPTcAMP-Konzentration benétigt (1 mM ge-
geniiber 0,25 mM).

Neben pCPTcAMP konnen auch andere Verbindungen eine Differenzierung mo-
nomorpher Bluttrypanosomen induzieren. So lieferte eine in wvivo- und in vi-
tro-Behandlung schlanker Bluttrypanosomen mit DFMO (DL-a-Difluormethyl-
ornithin) (Giffin et al., 1986), einem seit 1990 zugelassenen Medikament zur
Behandlung der afrikanischen Schlafkrankheit, oder mit dem Methylierungsa-
genz 1,2-bis(Methylsulfonyl)-1-methylhydrazin (Penketh et al., 1991) gedrunge-
ne Trypanosomen, die sich zur prozyklischen Insektenform differenzieren konnten.
Beide Substanzen bewirkten einen Zellzyklus-Arrest der Parasiten. DEFMO ist ein
spezifischer, irreversibler Inhibitor der Ornithin-Decarboxylase und blockiert die
trypanosomale Polyamin-Synthese (Giffin et al., 1986), wiahrend 1,2-bis(Methyl-
sulfonyl)-1-methylhydrazin die Entstehung mehrkerniger Zellen (Penketh et al.,
1991) begiinstigt.

Die Wirkung von pCPTcAMP hingegen scheint auf einem physiologischen Pro-
zess zu beruhen (Vassella et al., 1997). Wihrend der Differenzierung pCPTcAMP-
behandelter schlanker zu gedrungenen Bluttrypanosomen wurde die DNA-Syn-
these schon 24 h vor dem Verschwinden der R2-Untereinheit der Ribonukleotid-
Reduktase und der Expression der Liponamid-Dehydrogenase deutlich reduziert
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(s. 3.3.2). Dieses Ergebnis bestétigt die von Vassella et al. (1997) vorgeschlage-
ne physiologische Wirkung von pCPTcAMP auf die Trypanosomen. Obwohl sich
die pCPTcAMP-behandelten Bluttrypanosomen zur prozyklischen Insektenform
differenzieren konnten, war es nicht moglich die Kulturen zu etablieren (s. 3.3.3).
Eine vergleichbare Beobachtung wurde mit der kulturadaptierten 7. b. brucei-
MITat 1.4 (117) Blutform, die sich zur prozyklischen Insektenform differenzieren
lief, gemacht (Mutomba & Wang, 1995). Allerdings benétigten die MITat 1.4
Bluttrypanosomen fiir die Differenzierung zur prozyklischen Form 96 h, wihrend
die mit pCPTcAMP-behandelten Bluttrypanosomen dafiir nur 48-72 h benétig-
ten, was der iiblichen Differenzierungszeit entspricht (Ziegelbauer et al., 1990;
vgl. 3.1.2).

Die pCPTcAMP-Inkubation kulturadaptierter, monomorpher Bluttrypanosomen
bietet eine gute Moglichkeit, die Differenzierung schlanker zu gedrungenen Trypa-
nosomen zu untersuchen. Gegeniiber pleomorphen Trypanosomen-Stdmmen ha-
ben monomorphe Parasiten den Vorteil, dass sie leicht genetisch manipulierbar
sind und aufgrund ihrer Vermehrung in Fliissigkultur in sehr grofler Anzahl ge-
wonnen werden kénnen.



Kapitel 5

Zusammenfassung

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit standen Untersuchungen, die zu einem
besseren Verstdndnis der Desoxyribonukleotid-Synthese, des Eisenstoffwechsels
und der Differenzierung von Trypanosomen beitragen sollten. Aus diesem Grund
umfasste die Arbeit drei Untersuchungsschwerpunkte.

Die Ribonukleotid-Reduktase katalysiert die Umsetzung von Ribonukleotiden
zu Desoxyribonukleotiden und spielt somit eine wichtige Rolle bei der DNA-
Synthese. Mit immunologischen Methoden konnte gezeigt werden, dass die R1-
Untereinheit des Enzyms in der schlanken und gedrungenen Blutform, sowie in
der prozyklischen Insektenform vorhanden ist. Im Gegensatz dazu kommt die
R2-Untereinheit nur in der proliferierenden schlanken Blutform und der prozykli-
schen Insektenform vor, nicht jedoch bei den im Zellarrest befindlichen gedrunge-
nen Bluttrypanosomen. Mit molekularbiologischen Methoden konnte die mRNA
der R1- und R2-Proteine in allen drei Entwicklungsstadien des Parasiten in etwa
gleicher Menge nachgewiesen werden. Somit lédsst sich folgern, dass die Ribo-
nukleotid-Reduktase in 7. brucei durch eine posttranskriptionale Regulation der
R2-Untereinheit kontrolliert wird. Eine Regulation der Ribonukleotid-Reduktase
im Zellzyklus von 7. brucei konnte nicht nachgewiesen werden.

Eisen stellt fiir Bluttrypanosomen einen essentiellen Wachstumsfaktor dar. Mit
dem Eisenchelator Deferoxamin wurde der Einfluss einer Stérung des Eisen-
haushaltes auf Bluttrypanosomen untersucht. Deferoxamin-behandelte Trypano-
somen zeigten gegeniiber unbehandelten Parasiten eine deutlich geringere DNA-
Syntheserate und Atmung. Die Wirkung des Chelators scheint jedoch nicht auf
eine Komplexierung Enzym-gebundenen Eisens zuriickzufiihren zu sein. Die Be-
handlung der Holoenzyme (Ribonukleotid-Reduktase, Alternative Oxidase, Su-
peroxid-Dismutase) mit Deferoxamin zeigte keinen Einfluss auf deren Aktivitét.
Die Wirkung des Chelators beruht vermutlich auf einer Depletierung intrazel-
luldren Eisens, das somit nicht mehr fiir den Einbau in neu-synthetisiertes Apoen-
zym zur Verfiigung steht.
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Monomorphe Trypanosomenstdmme haben im Gegensatz zu pleomorphen Stim-
men die Fahigkeit verloren, sich zu differenzieren. Der Grund dafiir ist ver-
mutlich ein Defekt des cAMP-Signaltransduktionsweges. Im Rahmen der Ar-
beit konnte durch die Inkubation kulturadaptierter monomorpher Bluttrypanoso-
men mit dem membranpermeablen cAMP-Derivat 8-(4-Chlorphenylthio)-cAMP
(pCPTcAMP) die Differenzierung der Parasiten zur gedrungenen Blutform er-
reicht werden. Die auf diese Weise erzeugte gedrungene Blutform besafl die Féahig-
keit, sich zur prozyklischen Insektenform weiterzuentwickeln. Dieses Ergebnis
deutet darauf hin, dass die Unfidhigkeit monomorpher Trypanosomen, sich zu
differenzieren, in einem Defekt in der Perzeption oder Transduktion des Differen-
zierungssignals liegt, nicht aber in der anschlielenden Signalweiterleitung.
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Anhang A

Chemische Strukturen

Medikamente gegen die afrikanische Schlaf-
krankheit

Na 0.8 NHCO CONH SONa
SONa Na 0,8

Na O,S SONa

% NHCONH %

Abbildung A.1: Suramin (Handelsname: Suram1n® Bayer)
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Abbildung A.2: Pentamidin (Handelsname: Pentam—300®; Aventis)

CH,OH

|
H,N YNY’L
(- .
!

NH,

Abbildung A.3: Melarsoprol (Handelsname: Arsobal®; Aventis)
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CHF,
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Abbildung A.4: Eflornithin (Handelsname: Ornidyl®; Aventis)
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Abbildung A.5: Nifurtimox (Handelsname: Lampit®; Bayer)

A.2 Deferoxamin und Eisen-Deferoxamin

Abbildung A.6: Deferoxamin
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Abbildung A.7: Eisen-Deferoxamin
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A.3 8-(4-Chlorphenylthio)-cAMP

Abbildung A.8: 8-(4-Chlorphenylthio)-cAMP
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