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Einleitung

1 Einleitung

1.1. Die Schlafkrankheit

1.1.1 Bedeutung und Verbreitung

Der Erreger der Schlafkrankheit, die einzelligen Trypanosomen, konnte an der
Wende vom 19 zum 20 Jahrhundert von Dutton und Farde identifiziert werden Im
Jahre 1895 zeigte Bruce, dass sie durch den Stich der Tsetse-Fliege (Diptera, Genus
Glossina) Ubertragen werden (Baker, 1995; Fevre et al., 2004).

Tsetse-Fliegen bewohnen in Afrika ein ca 10 Mio. kn? groRRes Gebiet, den
sogenannten , Tsetse-Gurtel”. Dieser erstreckt sich vom 14° nordlicher bis zum 29°
sudlicher Breite, er beginnt also direkt unterhalb des Sahel im Norden Afrikas und
reicht bis Uber den Sambes im Siden (Kuzoe, 1993). Heute sind Uber 60 Mio.
Menschen in 36 afrikanischen Landern dem stéandigen Risiko einer Erkrankung durch
Trypanosomen ausgesetz, jedoch stehen derzeit nur 3 bis 4 Millionen unter arztlicher
Uberwachung (WHO, 2000; Cattand et al., 2001). Aufgrund der Kolonialisierung, dem
Eisenbahnbau und schliefdich dem Einzug von Fahrzeugen in Afrika wurde der Erreger,
der bis zum Ende des 19. Jahrhunderts auf bestimmte Regionen begrenzt war, auf
andere Bereiche ausgedehnt. So breitete sich die Schlafkrankheit epidemisch aus und
forderte Anfang des letzten Jahrhunderts hohe Verluste. In den folgenden Jahrzehnten
setzte eine intensive Bekampfung der Krankheit ein und ihre Inzidenz ging stark zurtick.
In den 1950er Jahren hatte man die Situation durch systematische Uberwachung der
Bevolkerung in Risikogebieten und Vektorenbekéampfung zumindest teilweise unter
Kontrolle gebracht (Kuzoe, 1993). Allerdings blieben immer noch endemische
Gegenden bestehen. In den 1970er Jahren stieg die Zahl der Infizierten schlagartig an,
und die Krankheit endete ohne rechtzeitige Behandlung nach qualenden zentralnervdsen
Symptomen mit dem Tod. Die Bevdlkerung wird noch lange an den sozialen und
Ookonomischen Folgeschaden leiden die hauptséchlich auf eine Dezimierung der
Arbeitskréfte und eine damit einhergehende Unterbrechung der landwirtschaftlichen
Aktivitdten zurlickzufiihren sind (Cattand et al., 2001). Da eine vollstandige Kontrolle
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Abbildung 1.1. Verbreitungsgebiet von Trypanosoma brucei gambiense und

Trypanosoma brucei rhodesiense. [Quelle: WHO, 2004]

einer Epidemie enorme Kosten bedeutet, snd die Léander besonderes betroffen, die
aufgrund ihres niedrigen Etats ohne finanzielle Hilfe von aufen kaum
Reaktionsspielraum haben. Diese Tatsachen machen die Schlafkrankheit zu einem auch
heute noch schwerwiegenden Gesundheitsproblem in Afrika. Sie gilt as eine der
Hauptursachen fur die Entvolkerung grof3er Gebiete, und die Angst der Einwohner vor
einer Infektion fuhrt zusétzlich dazu, dass potentiell fruchtbares Land gemieden wird.
Die Folge ist eine Hemmung der landwirtschaftlichen Entwicklung und Produktion in
diesen Gebieten (Kuzoe, 1991; 1993). Heute snd in den Regionen Afrikas sudlich der
Sahara 500.000 Menschen mit dem Erreger der Schlafkrankheit infiziert. Pro Jahr
werden Uber 40.000 Neuerkrankungen gemeldet (Cattand et al., 2001; Jannin und
Cattand, 2004). Die Vereinten Nationen (2000) schétzen sogar 300.000 jahrliche
Neuerkrankungen, von denen aber nur 10 bis 15% diagnostiziert und behandelt werden
Pro Jahr werden der Trypanosomiasis 70.000 Todesfalle zugeschrieben (WHO, 2003).
Trotzdem wird dieser Krankheit in der letzten Zeit international nur wenig Beachtung

geschenkt, denn die Iandlichen und dadurch armen Gegenden, in denen endemische
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Foci auftreten, sind oft lokal-politisch von geringem Interesse Smith et al., 1998).
Durch die geringe Kontrolle in den Etzten Jahren ist die Schlafkrankheit deswegen
alarmierend angestiegen (Cattand et al., 2001).

1.1.2 Chemotherapie und Prophylaxe

Da keine protektive Immunisierung moglich ist, wird die Chemotherapie als
dlteste und am haufigsten angewandte Methode zur Bekampfung der afrikanischen
Trypanosomiasis verwendet. Das grofdte Problem beim Einsatz von Medikamenten ist
jedoch die Resistenz und Kreuzresistenz, welche die Trypanosomen immer haufiger
entwickeln. Ein Grund fir diese Tatsache ist die unsachgemdl’e Handhabung der
Medikamente von Farmern in  Gebieten mit hohem Infektionsdruck und
dementsprechend hohem M edikamentenverbrauch.

Die Behandlungsstrategie hangt in erster Linie vom Stadium der Krankheit ab.
Im Spéatstadium der Schlafkrankheit befinden sich die Parasiten im Liquor
cerebrospinalis. Préparate, die zur Behandlung dieses Stadiums eingesetzt werden,
mussen die Blut-Hirn Schranke passieren konnen.

FUnf verschiedene Trypanozidesind zur Therapie der Schlafkrankheit eingesetzt
worden (Pepin und Milord, 1994; WHO, 1998; Schofield und Maudlin, 2001) (Tabelle
1.1).

Die Haus- und Nutztiere, als Erreger-Reservoir fur T. b. rhodesiense und T. b.
gambiense, werden mit den Salzen folgender Verbindungen behandelt (Peregrine,
1994):

. Diminazenazeturat (Berenil®, Veriben®), ein aromatisches Diamidin, wirkt auf3er

bei T. congolense- und T. vivax- auch bel T. b. brucei-Infektionen von Rindern,
Schafen, Ziegen und Schweinen. Diese Verbindung ist zur Zeit das in Afrika am
haufigsten eingesetzte Medikament zur Trypanosomenbehandlung von Tieren.

" Isometamidiumchlorid (Samorin®, Trypamidium®) ist ein Hybridmolekil,

welches Teile von Diminazen (s.0.) und von Homidium, einem Phenanthridin,
beinhaltet (Kinabo, 1993). Es wird zur Prophylaxe und Therapie von T. brucei-, T.
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congolense-, T. vivax-, T. evansi- und T. simiae-Infektionen der Rinder, Schafe, Ziegen,
Esdl, Pferde, Kamele und Schweine benutzt.

. Suramin (Naganol®) gilt as Mittel der Wahl bel T. evansi-Infektionen von
Kamelen und Pferden und wird im Friuhstadium der Schlafkrankheit bei T. b.
rhodesiense in Menschen verwendet.

=  Quinapyramin (Antrycide®, Trypacide®) Seit 1984 ist es aufgrund seiner
Toxizitdt und Resistenzentwicklung nur noch zur Behandlung von Kamelen und
Pferden zugel assen.

" Melarsomin (Mel Cy®, Cymelarsan®), eine Melaminyl- Thioarsenverbindung,
wirkt gegen ale Trypanosomen des Subgenus Trypanozoon, ist aber nur fur die
Behandlung von Kamelen in Gebrauch freigegeben

Tabelle 1.1. Eingesetzte Medikamente gegen die afrikanische Trypanosomiasis

Praparat Chemische Gruppe Stadium
IAromatisches Diamin
Pentamidin e il Frihstadium der
T ® 4 = H
(Pentar.nl.dlne ) Hpreen e - Schlafkrankheit
(Lomidine®) [q [ ’L‘ T. b. gambiense
> hcl""v"\‘.‘_'_f"“hc.r :.._‘.-"

sulfoniertes Naphtylamin

rﬂ-\..ﬂm {F\_\ _ = g -\‘:FL;"_-T\EI
:J%:[)"-hr | ’tt} ﬁ" %rJH‘n.‘ - 5"\|
. F i Frihstadium der
Suramin ) ﬁJ\, e ..%-ﬂ_ b o P s
v . N =g g Lo "

5 Schlafkrankheit
(Germanin®) o

Ia c.jn-l T. b. rhodesiense

Spatstadium der

Eflornithin i Schiafkrankheit
(OrnidyI®) Tt T. b. rhodesiense
Lok und gambiense

-Nitrof )
5-Nitrofuran Spatstadium der

Nifurtimox ) . A s Schlafkrankheit

L ® b, O o, N M FE, .
(Lampit®) 1,:\ b p ;oo T. b. rhodesiense
Lt (s und gambiense

|trivalentes Arsenpréaparat aus der Gruppe der
Melaminophenyl-arsen-Verbindungen

H Spéatstadium der
Melarsoprol HM, N M. pa
(Arsob;:@) N i Ss Schlafkrankheit
(Mel B®) ”\f'” ‘xﬁ‘f‘\-ﬁ{;ﬂfﬂﬂrﬁ T. b. rhodeglense
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1.2. Der Erreger — Trypanosoma brucel —

Trypanosoma brucei ist ein gestreckter spindelformiger Flagellat, der durch die
Tsetse-Fliege Glossna sp. zwischen Saugetieren Ubertragen wird. Die drei
morphologisch nicht zu unterscheidenden Unterarten, T. b. gambiense, T. b. rhodesiense
und T. b. brucei, verursachen beim Menschen die Schlafkrankheit (gambiense,
rhodesiense) die todlich verlauft, wenn sie nicht behandelt wird, und die Tierseuche
Nagana (brucel), die Rinder, Schafe, Ziegen und Schweine befdlt. T. b. brucei ist nicht
human pathogen, da die HDL-Fraktion des menschlichen Serums fur diese Unterart
toxisch ist. Die Parasiten persistieren oft jahrelang in ihren Wirten, bevor diese
schliefdlich sterben, wenn sie nicht medikamentts behandelt werden Bisher ist es nicht
gelungen, enen Impfstoff oder gut wirksame Medikamente ohne schwere

Nebenwirkungen zu entwickeln.

1.2.1. Taxonomische Einordnung von Trypanosoma brucei

Die der Ordnung der Kinetoplastida angehdrigen Trypanosomen trennten sich
sehr frih in der Evolution von der eukaryontischen Hauptlinie. Deren taxonomische
Klassifizierung richtet sich nach morphologischen und biologischen Charakteristika
(Abbildung 1.2). Der Ordnungsname ist auf die Présenz des Kinetoplasts
zuriickzufihren. Je nach Anzahl der Flagellen leiten sich die Unterordnungen
Trypanosomatina (ein Flagellum) und Bodonina (zwei Flagellen) ab. Die Familie
Trypanosomatidae, der unter anderem die Gattung Trypanosoma angehort, zahlt zu den
Trypanosomatina. Die Gattung Trypanosoma gliedert sich in die beiden Sektionen
Salivaria und Stercoraria. Diese Klassifizierung richtet sich nach dem Vermehrungsort
im Vektor und der Ubertragungsart. Die der Sektion der Stercoraria angehdrenden
Parasiten vermehren sich im Hinterdarm des Vektors und werden durch die Faezes
Ubertragen. Die Vervielfachung der Trypanosomen der Salivaria Sektion findet im
vorderen Teil des Verdauungstraktes des Vektors stat, daher werden diese Parasiten
durch den Speichel (bertragen. Zu den Stercoraria gehtrt der Erreger der
Chagaskrankheit in Mittel- und Stidamerika, T. cruz, der durch Raubwanzen Ubertragen
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wird. Zu den Salivaria gehdren nebender T. brucel Artgruppe auch T. congolense und
T. vivax, Erreger der Rinderseuche in Afrika, T. evansi der Erreger der Surraund T.

equiperdum, der die Kreuzldhme beim Pferd verursacht.

Ordnung [ Kinetoplastida ]
|
Unterordnung [ Trypanosomatina ] Bodonina
| ]
Familie [Trypanosomatidae] [Bodonidae] [ Cryptobiidae ]
| | | | l
Gattung [ Trypanosoma ] [Leishmania ] [Herpetomonas] [Crithidia] [Leptomonas]

Sektion Stercoraria Salivaria

| ] | ]
Untergattung [ Schizotrypanum ][Herpetosoma ][Duttonella][Trypanozoo ][Nannomona]

Art [T. :cr:]uzi [@ T. vivax T. congolense]

|
[T. evansi] [T. brucei]

Abbildung 1.2. Klassifizierung der Kinetoplastida.

1.2.2. Entwicklungszyklusvon Trypanosoma brucei

Afrikanische Trypanosomen sind extrazelluldre Parasiten, die sich durch
ungeschlechtliche Zweitteilung im Blut und Gewebe von Saugern vermehren Im
Gegensatz zu den sldamerikanischen Trypanosomen (T. cruz) besitzen sie kein
intrazelluldres Vermehrungsstadium. Der Lebenszyklus von T. brucel zeichnet sich
durch das alternierende Auftreten von proliferierenden Stadien und im Zellzyklus
arretierten teilungsinaktiven Formen aus (Abbildung 1.3). Da ein vollstandiger Zyklus
unterschiedliche Lebensrdume passiert, sSnd drastische morphologische und

stoffwechsel physiologische Veranderungen der Zellen unvermeidlich



Einleitung

Waéhrend der Blutmahlzeit ener infizierten Tsetsefliege gelangen die
Trypanosomen in das dermale Bindegewebe des Sdugerwirtes, wo sie eine lokale
Entzindung (Trypanosomenschanker) hervorrufen (Barry und Emery, 1984). Sie
dringen aber gleichzeitig in die Lymph und Blut-Bahn ein. Die proliferierende long
dender (LS) Form vermehrt sich durch Zweiteilung. Sie besitzen ein rudimentéres
Mitochondrium und gewinnen infolgedessen ihre Energie ausschliefdlich aus der im Blut
vorhandenen Glucose (Fairlamb, 1989; Opperdoes und Borst, 1977). Ab ener
bestimmten Zelldichte differenzieren die teillungsaktiven LS Formen zu Zellzyklus
arretierten short stumpy (SS) Formen. Diese unterscheiden sich morphologisch durch
ihre gedrungene Form und en verkiurztes Fagellum von den LS Formen.
Stoffwechselphysiologisch ~ verfigen sie Uber en tellweise funktionelles
Mitochondrium, in dem Enzyme wie Pyruvat-Dehydrogenase, Prolinoxidase und a-
K etoglutarat- Dehydrogenase exprimiert werden (Flynn und Bowman, 1973).

Sie sind somit préadaptiert an das Leben im Insektenvektor, in dem Prolin die
Hauptenergiequelle darstellt. Da nicht alle Trypanosomen differenzieren, kann man
beide Formen im Blut beobachten.

Regelméidig entwickelt sich eine neue Population der Blutformen durch die
Expression einer neuen VSG-Variante (variant surface glycoprotein) und besitzt somit
eine veranderte Zelloberflache. Auf diese Weise sind sie in der Lage, das Immunsystem
des Wirtes zu umgehen Die Fieberepisoden des Wirts fallen anders als bel manchem
Malaria-Erreger nicht mit dem wellenférmigen Verlauf der Parasitdmie zusammen. In
der letzten Phase der Infektion dringen die Trypanosomen Uber die Blut-Liquor-
Schranke in das zentrale Nervensystem ein und |6sen eine Meningoencephalitis aus
(Chimelli und Scaravilli, 1997).

Die SS Formen sterben nach drei bis vier Tagen, wenn sie nicht von ener
Tsetsefliege (Glossina ssp.) aufgenommen werden (Tyler, 2003). Sofern sie den
Mitteldarm der Fliege erreichen, transformieren sie innerhalb von 48-72 Stunden zu
teilungsaktiven prozyklischen (PC) Formen, welche statt VSG Procyclin  als
Hauptoberflachenprotein exprimieren (Mowatt und Clayton, 1988; Roditi et al., 1989).
Das Mitochondrium der PC Formen ist hier nun vollstdndig entwickelt und erflllt die
bekanten Stoffwechselfunktionen: Citratzyklus und Atmungskette (Priest und Hajduk,
1994). Im Verlauf der nachsten zehn Tage wandern die Zellen Uber den Oesophagus,



Einleitung

Pharynx und Hypopharynx in die Speicheldrise ein. An dieser Stelle findet eine weitere
Differenzierung zu teilungsfahigen epimastigoten Zellen statt. Die epimastigote (EP)
Form ist durch einen vor dem Kern liegenden Kinetoplasten und die Anheftung an die
Epithelzellen von allen anderen trypomastigoten Formen zu unterscheiden.
Abschlief?end wandelt sich die EP Zellen zu der fur den Sauger-Wirt infektidse
teillungsinaktive Form, die metazyklische (MC) Form Ihr Oberflachenmantel besteht
wieder aus V SG, und wenn sie beim Stich einer Tsetsefliege Ubertragen werden, kann

der Lebenszyklus erneut beginnen.

Formen in der Fliege Formen in Vertrebraten

©® =2

Abbildung 1.3. Lebenszyklus von Trypanosoma brucei. [1] Fliege Mahlzeit und dadurch
Ubertragung von Trypanosomen. [2] Transformation zur LS Form. [3] Vermehrung durch
Zweiteilung. [4] Differenzierung zur Fliegeninfektiosen SS Form. [5] Aufnahme von
Trypanosomen wahrend die Fliegemabhlzeit. [6] Transformation zur PC Form und Vermehrung
durch Zweiteilung. [7] Transformation zur EP Form. [8] Vermehrung der EP Form und
Transformation zur Humanpathogenen MC Form. [9] Ubertragung von Trypanosomen durch
den Stich der Tsetse Fliege.
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1.2.3. Zellmorphologie

Trypanosomen gehdren zu der Unterordnung Trypanosomating, woraus
ersichtlich ist, dass sie ein einziges Flagellum besitzen welches am Hinterende der
Zelle aus der Flagellumtasche entspringt. Im Gegensatz zum intrazelluléren Aufbau
andert sich die aullere Gestalt mit dem jewelligen Stadium des Lebenszyklus. Die
Ausmal3e der Zelle betragen 15 bis 40 um in der Lange und 0,5 bis 2 um in der Breite.
Parallel angeordnete Mikrotubuli verlaufen unterhalb der Zelloberflache und verleihen
der Zelle nicht nur ihre charakteristische Form sondern auch Stabilitét (Hemphill et al.,
1991; Gull, 1999). VSG oder Procyclin, Proteine die an der Zellmembran einen
Oberflaschenmantel bilden, schiitzen die Blutformen bzw. die Fliegenformen gegen das
Immunsystem des jeweiligen Saugerwirts und die Verdauungsenzyme im Darm der
Fliege.

Eingeschlossen im Zytoplasma  konnen 2wel bemerkenswerte
Sonderentwicklungen beschrieben werden. Erstens sind anstelle von den klassischen
Peroxysomen die trypanosomenspezifischen Glycosomen zu finden Sie enthalten die
meisten Enzyme der Glycolyse. Zweitens besitzen Trypanosomen ein einziges
Mitochondrium, das sich schlauchartig durch die ganze Zelle zieht und in den
verschiedenen Entwicklungsstadien Veranderungen aufweist. In einer Aussackung in
der Hohe der Flagellumtasche ist die gesamte mitochondriale DNA (KDNA) lokalisiert.
Die KDNA présentiert eine lang gestreckte zirkuldre Struktur, wobei etwa 50
maxicircles (20-38 Kilobasen) und mehrere tausend minicircles (ca. 1 Kilobase)
miteinander verknUpft sind (Barrois et al., 1981; Englund et al., 1982; Chen et al.,
1995; Lukes et al., 2002). Die DNA der maxicircles codiert fur die ribosomale RNA
(rRNA), sowie fur einige der mitochondrialen Proteine der oxidativen Phosphorylierung
und der Elektronentransportkette (Simpson, 1987; Simpson und Thiemann, 1995). Auf
den minicircles ist ein Teil der guideRNAs lokalisiert, die fir das RNA-editing der
maxicircle Transkripte benttigt werden ollard et d., 1990; Sturm und Simpson,
1990). Der Zelkern enthdlt 11 Chromosomen Da findet sich das 7 x 10" bp groRe
diploide Genom von T. brucei (http://www.sanger.ac.uk/Projects/T_brucei/). Die
Kerntellung erfolgt durch eine geschlossene Mitose, deshalb findet nur eine

geringfligige Chromosomenkondensation statt (Van der Ploeg et al., 1984). Die bereits
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beschriebenen Strukturen ausgenommen, verfligen die Trypanosomen Uber die von

hoheren Eukaryonten bekannten Zellorganellen (Abbildung 1.4).

Anterior

Abbildung 1.4. Schematische Darstellung der Zellmorphologie. Am Rahmen sind
Elektronmikroskopische Aufnahmen der verschiedenen Zellkompartimente zu sehen. Die
dargestellten Strukturen sind: Flagellumtasche (fp), Basalkérper (bb), Kern (n),
subpelikularis Mikrotubuli Array (spa), Flagellum (f), Kinetoplast (k), Endosomen (e), Golgi
Apparat (G), Mitochondrium (mt), Acidocalcisomen (a) und Endoplasmatische Retikulum (er)
[Quelle: http://homepage.mac.com/mfield/lab/PDFs/Microtex200103.pdf].

1.2.4. Zdlzyklus
Der Zellzyklus von Trypanosoma brucel besitzt sowohl in der Blut- as auch in

der prozyklischen-Form, die normaen sequenziellen G1, S, G2 und M Verlaufphasen

(Woodward und Gull, 1990). Die Prasenz eines einzigen Mitochondriums stellt eine
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Abweichung von dem Hefe- und Saugerzellen-Zellzyklus dar, da das Mitochondrium
synchronmit dem Kern zur Teilung kommenmuss (Ploubidouet al., 1999).

Das erste Ereignis in der Zdllteilung ist die Umwandlung des Pro-Basalkorpers
in einen zweiten Basalkorper und daraus die Bildung eines neuen Flagellums (Robinson
und Gull, 1991). Das Flagellum verlangert sich und das paraflagellar rod wird
ausgebildet. Nachdem sich die kDNA in einer eigenen Replikationsphase verdoppelt hat
und die Kinetoplastteilung vollzogen ist, werden die Basalkorper voneinander getrennt.
Kurz darauf wird die nukleare DNA dupliziert und anschlief3end findet die Zellteilung
statt.

Die Progression des Zellzyklus in Eukaryonten ist ein feiner und komplizierter
Mechanismus, der durch eine Familie von cyclin-dependent kinases (CDKs) und
zusétzliche Partnermolekiile reguliert wird (Sogin, 1991). In Trypanosomen wird eine
komplexe Regelung vermutet, da eine ganze Reihe von Genen mit grof3er Homologie zu
CDK identifiziert geworden ist. Sie wurden kloniert und as cdc2-related kinases
(CRKS) bezeichnet. CRK1-4 und CRK6 haben 40-50% Identitdt mit der
Aminosauresequenz von Hefent und Saugerzellen CDKs. Sie verfiigen tber die cyclin-
binding box ,, PSTAIR*, die ,DSEI* box und phosphorylierbare Threonin und Tyrosin
Reste (Van Helemond et al., 2000). Allerdings existieren einige Differenzen, wie die
langere N-terminale Sequenz bei CRK2 und 3 und zwei zusétzliche Doménen in der
katalytischen Box von CRK4 (Brown et al., 1992). Daher wird angenommen, dass die
Zellzyklusregulation bel Trypanosomen auf molekularem Niveau von der anderer

eukaryontischer Zellen abweicht.

1.2.5. Differenzierung

Die Differenzierungsprozesse sind stark mit dem Zedlzyklus verknipft. Der
Ubergang zur Differenzierung fordert den Eintritt in die GO-Phase, was einen
Mechanismus zur Regulation des Wachstums darstellt. Abhéngig von &uf¥eren
Bedingungen wird spét in der G1-Phase entschieden, ob die Zelle in die SPhase zur
Teilung kommt oder in die GO-Phase zur Differenzierung Ubergeht (Hartwell et al.,
1974; Pardee, 1989). Die Initialisierung der Differenzierung von Slender- zu Stumpy-

11
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Formen und von diesen zu prozyklischen Formen wird durch externe Anderungen
hervorgerufen. Beispielsweise konnen sich Bultformen zu prozyklischen Formen
umwandeln, wenn sie mit cis-Aconitat inkubiert werden (Brun und Schonenberger,
1981; Overath et al., 1986). Die folgenden Bedingungen und Substanzen sind ebenfals

inder Lage, Differenzierungs- und Transformetions- Prozesse zu induzieren:

" In vitro Kultivierung ohne Wechsel des Kulturmediums: Bildung von
Stumpy-like Formen (Hamm et al., 1990; Hesse et al., 1995)

" Die Zdldichte: Induktion der Slender- zu Stumpy- Form Differenzierung
(Hesse et al., 1995; Reuner et al., 1997; Vassellaet al., 1997).

. Die cytoplasmatische Ca™*-Konzentration: Induktion der Stumpyform (Stojdl
und Clarke, 1996).

. Sauren und proteolytischer Stress: Transformation zu prozyklischer Form
(Mutomba und Wang, 1998; Rolin et al., 1998; Nolan et al., 2000).

. Aphidicolin und Hydroxylharnstoff (Mutomba und Wang, 1996).

Die genaue Regulation der Differenzierungsprozesse ist noch unklar. Obwohl in
Trypanosoma brucei eine Reihe von Molekilen gefunden wurde, die in hoheren
Eukaryonten wichtige Bestandteile von Signalwegen sind, ist es bis heute noch nicht
gelungen, eine vollstéandige Signakette bei diesem Parasiten aufzuklaren. Bisher sind
nur einzelne Beobachtungen beschrieben worden, wie z.B. Unterschiede im
Proteinphosphorylierungsmuster der verschiedenen Formen des Parasiten (Aboagye-
Kwarteng et al., 1991; Parsons et al., 1991; 1993; 1994). Ebenso it die CAMP-
Konzentration nicht konstant. Durch die Parasitenzunahme im Wirt steigt die CAMP-
Konzentration bis zum Erreichen der maximalen Dichte an und nimmt nach
Differenzierung zu nicht oliferierenden SS-Zellen wieder ab (Mancini und Patton,
1981). Die Zellen sekretieren einen Faktor (DIF oder SIF), der bei einer kritischen
Konzentration Zellzyklusarrest in der G1-Phase und die Differenzierung vonLS- zu SS
Formen induziert (Hesse et al., 1995; Vasdlla und Boshart, 1996). Jedoch blieben bis
heute seine Struktur und der darauf folgende Signalweg ungeklart.

12



Einleitung

1.2.6. Besonderheiten von Trypanosoma brucel

1.2.6.1. Polycistronische Transkription, trans-Spleifen und Kontrolle der

Genexpression

Bei T. brucel liegen die meisten Gene in polycistronischen Transkriptions-
Einheiten vor. Zur Transkription eines Gens wird zundchst die entsprechende
polycistronische Transkriptionseinheit in eine Vorlaufer-mRNA umgeschrieben, aus der
die einzelnen MRNA-Moleklle herausgeschnitten werden. Die Prozessierung der
Primartranskripte durch 5'-trans-Spleifen und 3'-Polyadenylierung erfolgt post-
transkriptionell. Das 5'-trans-Spleif3en eines Gens ist Uber einen zwischen den Genen
liegenden Polypyrimidintrakt mit der 3'-Polyadenylierung des stromaufwaérts gelegenen
Gens funktionell gekoppelt (Sutton und Boothroyd 1986; Vassella et al., 1994;
Matthews et al., 1994; Schirch et al., 1994). Beim 5'-trans-Spleif3en wird eine 39
Nukleotide lange Miniexonsequenz, die bereits mit einer 7-Methylguanosinkappe
versehen ist, an das 5'Ende addiert. Die 1,35 kb lange MiniexonDNA-Einheit liegt in
mindestens 200 Kopien im T. brucel Genom vor (Nelson et al., 1983).

Die Kontrolle der Genexpression erfolgt posttranskriptionell, weshalb das
Expressionsmuster von Genen einer Transkriptionseinheit sehr unterschiedlich sein
kann (Vanhamme und Pays, 1995). Am besten untersucht ist die Regulation der
Genexpression von VSG und Procyclin (Borst et al., 1998; Vanhamme und Pays, 1998;
Hotz et al., 1998). Regulatorische Sequenzen wurden bisher nur in der nicht
trandatierten Region des 3' Endes (3'-UTR) gefunden (Hug et al., 1993; Hehl et al.,
1994; Hotz et al., 1995; Berberof et al., 1995; Schirch et al., 1997). Nur wenige
Promotoren wurden bis jetzt in T. brucel identifiziert: der Promoter fUr die ribosomale
RNA, fur Procyclin, VSG und fur tRNA Gene (Vanhamme und Pays, 1995).

1.2.6.2. Antigenvariation

Am Ende der 1960iger Jahre wurde der erste experimentelle Hinwels auf eine

protektive Proteinhtille bei den Trypanosomen gefunden (Vickerman, 1969). Es handelt
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sich hierbé um einen Oberflaichenmantel, der aus etwa 10’ identischen
Glycoproteinmolekilen (VSG; variant surface glycoprotein) besteht. Jeder
Trypanosomenklon prasentiert einen einzigen VSG Typ (Cross, 1975). Da die VSG
Molekile immunogen sind, werden gegen das zu einem Zeitpunkt exprimierte VSG
Antikorper gebildet, was zur Vernichtung dieser Trypanosomenpopulation fuhrt. Die
Parasiten, die einen anderen Typ von VSG exprimieren, werden jedoch nicht erkannt
und deswegen nicht eliminiert. So stellen sie den Ausgangskion einer neuen Population
dar. Auf diese Weise kommt es zum typischen wellenformigen Verlauf der Parasitémie
(Ross und Thomson 1910). Jeder Klon entwickelt sich innerhalb von acht bis zehn
Tagen, dso in der Zeit, die der Organismus bendtigt, um den entsprechenden
AntikOrper zu produzieren.

Die Expresson ener anderen Variante des Oberflachenmolekils, das
sogenannte antigenic switching, findet bei monomorphen Stdmmen ca. 10° Ma pro
Zellteilung und bei pleomorphen Formen etwa 10°° Mal statt (Lamont et al., 1986; Pays,
1988). Diese Antigenvariation konnte ebenso in Kulturen beobachten werden, woraus
eine Unabhangigkeit von der Immunantwort folgt (Doyle et al., 1980). Trypanosomen
verfligen Uber ca. 1000 V SG-kodierende Gene (Borst, 1986). Das aktive VSG-Gen it in
einer telomernahen expression site lokalisiert. Die anderen VSG-Gene liegen im Innern
der Chromosomen oder im Telomer, sind aber nicht aktiv. Die Aktivierung der stillen

Gene kann auf unterschiedliche Weise erfolgen (Borst, 1991).

1.2.6.3. Trypanothion

Trypanosomen differieren von anderen Eukaryonten u.a in ihrer
Antioxidansmaschinerie. Sie  besitzen keine Katalase und Selenhatige
Glutathionperoxidase (Flohé et al., 1999). Etwa 70% ihres Glutathions wird in N1,N8-
bis(Glutathionyl)- Spermidin, das sogenannte Trypanothion ungewandelt (Fairlamb und
Cerami, 1992). Trypanothion ist der essezielle Redox-Mediator in  den
Trypanosomatiden Crithidia, Leishmania und Trypanosoma (Fairlamb und Cerami,
1985). Trypanothion wird de novo aus Spermidin, Glutathion und ATP synthetisiert
(Henderson et al., 1990; Koenig et al., 1997; Oza et al., 2002; Comini et al., 2003).

14
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Durch das Trypanosomatiden spezifische Enzym Trypanothion Reduktase (entspricht
der Glutathion Reduktase im Sduger) wird das oxidierte Trypanothion wieder reduziert
und so regeneriert (Fairlamb and Cerami, 1992). Tryparedoxin (TXN), ein Molekil von
der Thiorexin Familie, dient as Akzeptor fir das Reduktions-Equivalent des
Trypanothiors. TXN ist gleichzeitig Substrat fur die Tryparedoxin Peroxidase, welche
Wasserstoffperoxid und andere Hydroperoxide reduziert (Gommel et al., 1997;
Nogoceke et al., 1997). In der Abbildung 15 it die Hydroperoxyd
Detoxifikationskaskade zusammengestellt. Eine Runterregulation der Trypanothion
Reduktase in  Trypanosoma brucei fihrt zu ener Zunahme  der
Wasserstoffperoxydempfindlichkeit, Verlust der Virulenz und zum Arrest der
Proliferation (Dumas et al., 1997; Krieger et al., 2000).

GSH
el GSH-spermidine dNTP’s
synthase (GspS)

Sy ibonucleotide

GSH-spermidine R {SH)reduciase

1 2
ATP Trypanothione
ADP synthase (TryS)
NADPH TRred T(SH)2 TXMred ROH + H20
NADP TRox TS2 TXNox ROOH

Ry(S)
Ribonucleotide reductase

Abbildung 1.5. Detoxifikationskaskade fur Hydroperoxide in Kinetoplastiden. Die
Hydroperoxyde werden durch die Terminal Peroxidase (TXNPx) reduziert. Bei dieser Reaktion
wird NADPH bendtigt. Die oxidierte Terminal Peroxidase wird durch Tryparedoxin (TXN)
regeneriert und dieses wird dann durch Trypanothion [T(SH)2] wieder reduziert. Die
Wiedergewinnung des Trypanothion wird durch die Trypanothion Reduktase (TR)
durchgefihrt. An der Trypanothionsynthese nehmen die Glutathionspermidin Synthase
(GspS) und die Trypanothion Synthase (TryS) teil. Diese Reaktionen erfordem zwei Molekule
ATP. In einige Falle werden beide Reaktionen durch ein einziges Enzym katalysiert. In
Trypanosoma brucei ist dieser Detoxifikationsmechanismus mit der Synthese von
Desoxyribonucleotiden (dNTPs) verknupft, da die Durchfihrung der Ribonucleotid Reduktase
Reaktion Trypanothion erfordert. [Quelle: Krauth-Siegel und Schmidt, 2002]
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1.2.6.4. Glycosomen

Bei Trypanosomen und anderen Kinetoplastiden findet die Glycolyse in einem
gpeziellen Organell, dem Glycosom, stait. Die Glucose wird dort bis zum 3-
Phosphoglycerat umgesetzt, wobei die ATP-Nettobilanz Null dargestellt. Erst im
Cytosol erfolgt der energieliefernde Abbau bis zum Pyruvat. Da long slender Formen
Uber ein rickgebildetes Mitochondrium verfiigen, konnen weder Atmungskette noch
Citratzyklus durchgefuhrt werden Trotzdem gelingt es den Trypanosomen aufgrund der
ausreichenden Glucosekonzentration im Blut und der extrem hohen Glycolyserate,
genugend ATP zu gewinnen. Neben der Glycolyse finden in den Glycosomen weltere
Stoffwechselleistungen statt: Glycerinmetabolismus, Etherlipid- und Pyrimidinsynthese
CO; Fixierung und Purinstoffwechsel.

1.3. Der Programmierte Zelltod

Das Auftreten von Zelltod unter physiologischen und pathologischen
Bedingungen wurde seit mehr als 150 Jahren in multizelluldren Organismen
dokumentiert (Clarke und Clarke, 1995). Im Jahre 1871 wurde der Zelltod von Virchow
als ,Nekrose" und ,Nekrobiose” bezeichnet (Virchow, 1871). In dieser Zeit wurde der
Zelltod von Toxikologen und Pathologen as ein passives, degeneratives Ereignis
angenommen. Mit der Entwicklung der Biologie wurde jedoch entdeckt, dass es sich
hierbei um ein programmiertes Phanomen handelt (Saunders, 1966). Nach der
Beobachtung morphologischer Veranderungen und der Feststellung einer
Notwendigkeit der de novo Proteinsynthese, wurde am Anfang der 70er Jahre von
Farber und Mitarbeiter eine Art von Suizid vorgeschlagen (Farber et al., 1971). In
dieser Form gewann das Phanomen an biologischer Relevanz. Im Jahre 1972 wurde von
Kerr, Wyllie und Currie eine Klassifizierung in zwei Arten vorgenommen Die eine
wurde Nekrose benannt und beschreibt den morphologischen Zustand von Zellen, die
nach Verletzungen, Verbrennungen und anderen Umfdlen absterben. Diese Form tritt
unerwartet und pl6tzlich auf und ist in der Regel nicht physiologisch. Die Zelle schwillt
an und platzt schliefdich. Der Zellinhalt vertellt sich in der Umgebung der Zelle und 16st
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in Metazoen eine charakteristische Entziindung aus (Kerr et al., 1972). Im Gegensatz
dazu weist die Apoptose bestimmte morphologische Charakteristika auf, die einen
programmierten aktiven Prozess erkennen lassen, der eine Reaktion auf physiologische
oder pathologische Umgebungsveranderungen darstellt und somit induzierbar ist (Kerr
et al.,, 1972). Diese Klassfikation offnete neue Tiuren fir das Versténdnis der
Entwicklung und Regulation der Zellhomdostase in Organismen. Allerdings brachte sie
eine grof3e Kontroverse mit sich, da atypische morphologische Verénderungen die sich
nicht eindeutig der Nekrose oder Apoptose zuordnen lief3en, auftraten.

Infolge der ,Apoptose Diversifikation® wurde der algemeine Begriff des
programmierten Zelltodes (PCD, von programmed cell death) zur Charakterisierung
dler Modalitéten (auf3er Nekrose) eingerichtet. Clarke fuhrte im Jahr 1990 eine neue
dreiartige Klassifizierung des programmierten Zelltodes ein: PCD | stellt die typische
Apoptose dar; PCD Il oder Autophagie ist durch die Bildung von autophagischen
Vakuolen charakterisiert und PCD 111, bei dem sichdie Zelle ungeachtet der Beteiligung
des Lysosomensystems in Fragmente auflost (Clarke, 1990). Eine morphologische und
funktionale Charakterisierung des PCD | und PCD Il wurde von mehreren Forscher
durchgefthrt und von Bursch und Mitarbeiter zusammengefasst (Bursch et al., 2000).
Zusatzlich schlugen Leist und Jéétteld ein deskriptives Model vor, welches den Zelltod
nach der nuklearen Morphologie in vier Subklassen einteilt (Abbildung 1.6) (Leist und
Jadtteld, 2001). Apoptose ist fur eine Klasse |1 Chromatinkondensation in kompakte
Figuren charakterisiert. Apoptose-like PCD zeigt ene wenig kompakte
Chromatinkondensation  (Chromatinkondensation Klasse 1). Bei der Nekrose-like PCD

ist hingegen keine Chromatinkondensation zu sehen. Nekrose ist als cytoplasmatische
Ausbreitung und Zellmembranbruch definiert.
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Abbildung 1.6. Klassifizierung des Zelltodes nach der nuklearen Morphologie.
[Quelle: Jaatteld und Tschopp, 2003]

1.3.1. Programmierter Zelltod in hoheren Eukaryonten

Bel multizelluldren Organismen kommt es zu einem standigen Abbau und einer
entsprechenden Erneuerung von Zellen um die Homoostase der Organe aufrecht zu
erhalten (Nagata und Golstein, 1995). Das zelluld&re Gleichgewicht und damit die
Integritdt der Organe wird also duch das Gleichgewicht von Zelproliferation und
Zelltod garantiert. Eine abnormale Zelltod-Resistenz kann  Missbildungen,
Autoimmunerkrankungen oder die Entstehung eines Tumors verursachen. Eine
gesteigerte Zdlltod-Rate wird in einer Relthe von akuten (Infarkte) und chronischen
Krankheitsbildern (neurodegenerative Erkrankungen, AIDS) beobachtet (Thompson,
1995). Zeitlich betrachtet lésst sich PCD in drei Phasen einteilen (Martin und Green,
1995). In der Induktionsphase sind viele verschiedene Stimuli in der Lage, den

programmierten Zelltod auszuldsen. Je nachdem ob die Stimuli exogen oder endogen
auftreten, konnen zwel verschiedene Wege induziert werden Zur exogenen Anregung
gehoren die Stimulation von spezifischen Rezeptoren auf der Zelloberfléache, z.B. von
Mitgliedern der Tumor-Nekrosis-Faktor-RezeptorenFamilie (TNFR) wie der CD95-
Rezeptor (Van Parijs und Abbas, 1998). Entzug von Wachstumsfaktoren, reaktive
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Sauerstoffradikale, Erhéhung des intrazelluldren freien Ca™, u.a zdhlen as endogene
Stimuli. Auf diese stimulusspezifische Induktionsphase folgt die Effektorphase, in der
die definitive Entscheidung fallt, ob die Zelle stirbt. In der Degradationsphase kommt es

dann  zum programmierten Zelltod mit den typischen biochemischen und
morphologischen Erscheinungen wie die Aktivierung von Proteasen und
Endonucleasen, die Kondensation des Chromatins, die Fragmentierung der DNA, die
Kondensation des Zytoplasmas und Zellschrumpfung, sowie die Ausbildung
apoptotischer Partikel und das Zerfalen der Zellen in Membranvesikel (Schulze-
Osthoff et al., 1998).

Die molekularen Mechanismen der PCD Kaskade sind an einigen Modellen gut
untersucht und beschrieben worden. Es handelt sich um eine sehr komplexe
Maschinerie, wobei zahlreiche Molekile involviert sind. Das erste apoptotische Gen
(BCL-2) wurde am Anfang der 90er Jahre entdeckt, indem seine Fadhigkeit zur
Verhinderung der Apoptose gezeigt wurde (Hockerbery et al., 1990). Heute besitzt die
BCL-2 Familie viele Mitglieder die entweder Apoptose aktivieren BID, BIM, BMF,
Noxa, BAX, BAD, BAK, BCL-xs) oder die diese Prozesse unterdriicken (BCL-2, BCL-xI,
MCL-1). Mitglieder der BCL-2 Familie nehmen vor allem an dem durch das
Mitochondrium aktivierten PCD teil. In der Initiationsphase der Apoptose werden
verschiedene Faktoren aus dem Mitochondrium (Cytochrom c, APAF-1, AIF)
freigesetzt, welche eine Familie von Proteasen aktiviert. Alle diese Proteasen haben ein
Cystein in ihrem katalytischen Zentrum und spalten ihre Targetproteine nach einem
Aspartatrest, deshalb werden sie als Caspasen (Cysteine dependent aspartate specific
proteases) bezeichnet (Throrberry und Lazebnik, 1998). Die Zielmolekile fur die
Caspasen sind Proteine, die wichtige Funktionen fur die Zellintegritét ausfihren (Poly
ADP-Ribose Polymerase (PARP), Laminine, Gelsoline, etc.). Der Abbau dieser
elementaren Substrate fuhrt zu den die Apoptose kennzeichnenden morphologischen
Veranderungen (Degterev et al., 2003). Allerdings stellt die Caspase Aktivierung nicht
die einzige Moglichkeit der Entscheidung Uber Leben und Tod dar (Blagosklionny,
2000; Kitanaka und Kuchino, 1999; Lockshin et al., 2000; Sperandio et al., 2000;
Wyllie und Golstein, 2001).

Alternative, Caspasen-unabhéngige Formen von Zelltod wurden bereits
beschrieben Borner und Monney, 1999; Kitanaka und Kuchino, 1999; Blagosklonny,
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2000; Sperandio et al., 2000; Leist und Jaattela, 2001). Eines von diesen Modellen ist
die Paraptose. Fir sie sind eine starke Vakuolisation des Cytoplasmas und eine
Dilatierung des Mitochondriums und des Endoplasmatischen Retikulums
charakteristisch Paraptose wird durch MAPK (mitogen-activated protein kinases) ohne
Beteiligung von Caspasen vermittelt (Sperandio et al., 2004) und kann durch Mitglieder
der TNF Rezeptorfamilie TAJTROY induziert werden (Wang et al., 2004). Die
Mitotische Katastrophe reprasentiert einen anderen Weg des Zelltodes. Sie tritt nach

unvollstandiger Mitose ein und generiert kernlose Zellen. Dieser Todesweg kann durch
stabilisierte oder nicht stabilisierte Mikrotubuliagentien und DNA-Defekte in einer p53-
abhangigen Weise induziert werden (Roninson et al., 2001). Schliefdich kénnen
Calpaine, Cathepsine, Endonucleasen und andere Proteasen ebenso wie Caspasen PCD
auslosen wobei die Koordination des Prozesses unter Beteilung verschiedener
Zellorganellen wie Mitochondrien, Lysosomen und endoplasmatischem Retikulum
ablaufen kann. In der Abbildung 1.7 sind einige der in hoheren Eukaryonten

beschriebenen Zelltod-Mechanismen schematisch dargestellt.

1.3.2. Programmierter Zelltod bei Einzellern

Seit der Entdeckung des programmierten Zelltodes in  multizelluldren
Organismen und unter dem Konzept seiner physiologischen Funktion als Homoostase
erhatender Mechanismus, war ein Auftreten eines solchen Prozesses in Einzellern
undenkbar. Dennoch sind unizellul&re Organismen fahig, sich selbst in Zellpopulationen
zu organisieren und interzellulare Kommunikationsmuster zu errichten (Shapiro, 1995;
Palkova et al., 1997). Einige Einzeller reagieren auf Wachstumsfaktoren und Cytokine,
welche auf eine bestimmte Weise den programmierten Zelltodprozess regulieren
(Barcinski und Costa-Moreira, 1994). In den letzten 10 Jahren sind neue Studien, die
das Auftreten von PCD Markern in Einzellern zeigen, vertffentlicht worden:
Dictyostelium discoideum (Cornillon et al., 1994; Arnoult et al., 2001), Tetrahymena
thermophila (Christensen et al., 1996), Trypanosoma cruzi (Ameisen et al., 1995;
Piacenza et al., 2001), Leishmania amazonensis (Moreiraet al., 1996), Trypanosoma

20



Einleitung

A Duth recaptor
b acdar 1
sfation or drug
L=
|‘: 4 ?
' \ <
- i
] i) |
R
L ' b B

Puschius e
* Cyonideion

@ 00 % -

Mimcacrainis

Bas:
& i
Lipsd madeEmors
(G0, AA, corarmida)
Agegtiat
o
2
y @
" b 9
—
-"II L ]
M l d \\n
octdand rul 0
dyskmoiion = _'-_'I"-;' " 3 S
Autephgy of hlﬂ, AIF
Crothromc  Sede fatts ':'IMI::'::-I:' . f
i ctagars %
»-"’f’ 5
Ly '|"
"
| L 1)
Apaptess Macrostsaim FOD Bpoptosisin PCD
=
@
C Fuil THF

& oo

THERI

,_, /
14 FANID: \ \ “_'I / ; FALD
P & me1 WP
e L= ‘r’ *I' 'II ;l e hlnyﬁn-l:wul-ﬂ'l‘d
Himy
W
L ¥ tPLAy 1’
ConpaseB!| 0 w" E’ LCaspana-B 0
Catpaias Cxpoaed
o - e
[scinr crapasss s EMecins caspases
i
oo |

21

Abbildung 1.7. Mechanismen von
programmiertem Zelltod in hoheren
Eukaryonten.

A. Caspase-unabhangiger Signalweg
durch MOMP (mitochondrial outer
membrane permeabilization). Death

Rezeptoren von der TNFR Familie, ebenso
wie Oxidanzien,
Medikamente induzieren die Freisetzung von
Cathepsinen aus den Lysosomen. Der Bruch

Detergenzien oder einige

des Cytoskeletts verursacht die Freisetzung
von Bim und Bmf. DNA-Schéaden induzieren
die Transkription von Genen (BAX, Noxa,
Puma, ROS bildende Proteine und Cathepsin
D). ER Stress
hervor, was zur mitochondrialen Schéadigung

ruft Calcium Freisetzung

fahrt. AuBBerdem koénnen einige death
Stimuli die Produktion von Mediatoren-
Fettsdauren  wie  Arachidonséure (AA),

Ceramide und Ganglioside (GD3) induzieren.
B. MOMP kann Caspase-abhangige oder
-unabhangige PCD ausldsen. Der Schaden
des Mitochondriums fuhrt zur Freisetzung
von mitochondrialen Proteinen, die PCD
auslosen. Die Freisetzung von Cyt ¢ aktiviert
Caspasen AlF
induziert Caspase-unabhéngigen Zelltod mit
DNA-Fragmentierung und fir den Apoptosis-
like PCD typische Chromatinkondensation 1.

und I6st Apoptose aus.

EndoG spaltet DNA und verursacht ebenfalls
Chromatinkondensation. Calcium und ROS so
wie mitochondriale
Dysfunktion in T-
Lymphozyten durch Death Rezeptoren.
Die Death
Rezeptors kann Caspase-abhangigen oder
PCD
Nach der Stimulierung des Rezeptors werden
die Caspasen aktiviert und dadurch die
typische Apoptose ausgel6st. Aktivierung von
FADD und RIP vermitteln Nekrose PCD, die
durch mitochondriale oder PLA;

Autophagie  kénnen

induzieren. C. Zelltod

Liganden-Aktivierung des

Caspase-unabhangigen hervorrufen.

induzierte
ROS Formation hervorgerufen wird.
[Quelle: Jaattela und Tschopp 2003]
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brucel (Welburn et al., 1996; Ridgley et al., 1999), Plasmodium falciparum (Picot et
al., 1997), Saccharomyces cerevisiae (Madeo et al., 1997; 1999; 2002a; 2002b),
Peridinium gatunense (Vardi et al., 1999), Leishmania infantum (Sereno et al., 2001),
Leishmania donovani (Das et al., 2001; Lee et al., 2002), Leishmania mexicana
(Zangger et al., 2002), Leishmania major (Arnoult et al., 2002), Plasmodium bergei (Al
Olayan et al., 2002).

Die Prasenz des programmierten Zelltodes in niederen Eukaryonten verstérkte
die Idee, dass PCD aus einem urspringlichen Zelltodmechanismus entstanden ist
(Fraser und James, 1998). Kinetoplastiden sind die ersten Einzeller, die Mitochondrien
besitzen. Die Akquirierung des Mitochondriums scheint von grof3er Bedeutung fur die
Kontrolle von Leben und Tod in der Eukaryontenevolution zu sein (Nguewa et al.,
2004). Eine Hypothese fir die Entstehung von PCD ist in der Theorie begrindet, dass
die eukaryontische Zelle eine Fusion von verschiedenen Bakterienspezies ist. Die
entstandene Zelle musste Konflikte zwischen den unterschiedlichen Genomen |6sen, um
eine Kooperativitdt zu erreichen. Auf diese Weise konnten dann killer Gene selektiert
worden sein (Ameisen, 1996).

Obwohl der Phanotyp des Zelltodes bei Trypanosomatidae viele Charakteristika
mit den verschiedenen Typen von PCD in hdheren Eukaryonten teilt, snd die
molekularen Mechanismen noch nicht klar. Es ist schon berichtet worden, dass einige
Gene unterschiedlich exprimiert werden, wenn PCD in diesen Parasiten stattfindet. In
Trypanosoma brucel wurde eine Stimulierung von Prohibitin (ein Proto-Oncogen),
TRACK (ein Mitglieder der RACK Gen Familie) und ein Homologon des QM Proteins
(ein Regulator von c-Jun Proto-Oncoprotein) wahrend des Ablauf des Zelltodes
festgestellt (Welburn und Murphy, 1998; Lillico et al., 2002). In Trypanosoma cruz
konnte die Relokalisierung von TcEF-1la (Elongation Faktor 1) in den Kern mit der
Induktion von Apoptose-like PCD assoziiert werden (Billaut-Mulot et al., 1996). In
Leishmania infantum rief die Uberexpression von LiSIR2 (silent information Regulator)
eine Verlangerung des Uberlebens durch die Resistenz gegen Apoptose-like PCD hervor
(Vergnes et al., 2002). Die préazisen Signalwege, die in Trypanosomatidae PCD

auddsen, sind jedoch in keiner Weise aufgeklart.

22



Einleitung

1.4. Eicosanoide: Prostaglandine

Unter dem Begriff der Eicosanoide gicosin [griechisch]: zwanzig) fasst man
solche Naturstoffe zusammen, die aus C-20 Fettsduren durch oxidativen Metabolismus
im tierischen und menschlichen Organismus entstehen. Eicosanoide werden aus
mehrfach ungesdttigten Fettsduren produziert. Die Ursprungssubstanzen sind die
ungesittigten Fettsauren Palmitoleinsiure (16:1, w-7), Olsaure (18:1, w-9), Linolsiure
(18:2, w-6) und a-Linolensaure (18:3, w-3). Die beiden Familien der w-3 und w-6
Fettsuren gelten als essentielle Fettsduren Sie werden dem menschlichen Korper durch
Nahrungsaufnahme zugefiihrt und kommen bevorzugt in tierischen Fetten und Hsch,
aber auch in pflanzlichen Olen wie Sonnenblumen:, Sojabohnen und Weizenkeimal
vor.

Durch anabole Reaktionen der Linolsdure konnen andere Fettsduren mit einer
hoheren Anzahl von Kohlenstoffatomen synthetisiert werden. Ein Beispiel davonist die
Arachidonséure (20:4, w-6) (5,8,11,14-Eicosatetraencarbonsaure), welche die wichtigste
Vorstufe fur viele biologisch hoch aktive Stoffe darstellt. Arachidonséaure wird auch
zum grof3en Teil Uber die Nahrung aufgenommen und in die Phospholipide eingebaut.
Je nach Zelltyp wird die Arachidonsdure als Antwort auf bestimmte Stimuli durch die
Phospholipase A, abgespaltet (Abbildung 1.8). Die so freigesetzte Arachidonsaure kann
auf zwel Wegen in der Eicosanoid Biosynthese einmiinden Auf der einen Seite kénnen
sich durch die Lipooxygenase Leukotriene bilden. Auf der anderen Seite ist die
Cyclooxygenase fur die Bildung von Thromboxanen und Prostaglandinen
verantwortlich. Diese Substanzen haben vielfdltige Effekte, die jeweils durch
spezifische Rezeptoren in den Zellen der unterschiedlichen Zielgewebe vermittelt

werden.
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Phospholipide

Phospholipase

Lipooxygenase

-y HPETE (hydroperoxy-
Arachidonsaure eicosatetraensaure)

Cyclooxygenas

v Leukotriene

PGD, <«— Prostaglandin H, (PGH,)

PGE;
PGF;a
v v
Endothelium __ Prostacyclin Thromboxane _—____p Trombozyten

(PGIz) (TXA2)

Abbildung 1.8. Schematische Darstellung des Eicosanoid Metabolismus.

1.4.1 Entdeckung von Prostaglandinen

Im Jahre 1931 wurde von Gaddum und von Euler ein ,Faktor P* aus
menschlichem Samenblasenplasma isoliert (von Euler und Gaddum, 1931). Wenige
Jahre spéter stellten von Euler und Goldblatt fest, dass der Extrakt aus menschlichen

Samenvesikeln hochwirksame biol ogische Eigenschaften besitzt, wie Blutdrucksenkung
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und eine starke Wirkung auf die glatte Gefaldmuskulatur (Goldblatt, 1933; von Euler,
1934). Euler gab der wirksamen Substanz den Namen , Prostaglandin®. Es dauerte
jedoch bis Anfang der 60er Jahre bis Samuelson die Struktur der Prostaglandine
entdeckte (Samuelson, 1963). Prostaglandine werden von fast allen Zellen des
Organismus (ausgenommen Erythrozyten) synthetisiert. Insbesondere ist die
Prostaglandinsynthese in Samenvesikel, Nieren und Lungen sehr hoch (Christ und van
Dorp, 1972). Sie wirken as lokale Mediatoren oder Gewebshormone, die Signale und
Auswirkungen anderer Hormone, Nervenimpulse oder des Immunsystems modulieren
koénnen (Marks et al., 1999).

1.4.2. Nomenklatur von Prostaglandinen

Prostaglandine enthalten einen Cyclopentanring und zwei laterale Ketten, die a

und w genannt werden und an einen Cyclopentanring gebunden sind. Gemal3 der
Modifikationen des Cyclopentanrings werden sie in verschiedene Typen von A bis J
eingeteilt (Abbildung 1.9). Prostaglandine des Typs A, B und C sind in der Natur nicht
zu finden, sondern werden wahrend der Extraktionsverfahren produziert. Prostaglandin
G und H besitzen die gleiche Ringstruktur, verfligen aber Uber eine Hydroperoxid- bzw.
eine Hydroxyl-Gruppe in der Position C-15 (Narumiya et al., 1999). Prostaglandin I»
(Prostacyclin) besitzt eine Sauerstoffbriicke zwischen G6 und G9. Der griechische
Index bel Prostaglandinen vom FTyp weist auf die Stellung der Hydroxylgruppe an C-
9 hin (Slater und McDonald-Gibson, 1987). Je nach Zahl der Doppelbindungen in den
lateralen Ketten erfolgt eine der Prostaglandine weitere Klassifizierung in drei Serien
(Serie 1, 2 und 3); Prostaglandine der Serie 1 enthalten eine 13-trans Doppel bindung,
Prostaglandine der Serie 2 haben eine zusétzliche Doppelbindung in Position 5-cis und
die von der Serie 3 verfugen tber 3 Doppelbindungen in den Positionen 5-cis, 13-trans
und 17-cis (Abbildung 1.9). Aus Arachidonsdure werden ausschliefdlich die
Prostaglandine der Serie 2 synthetisiert (Narumiyaet al., 1999).

25



Einleitung

(e} 0 o
R R
WL W R
N o o
R
2 Ry R,
PGA PGB PGC
HQ o HQ
’é ;E \ R
/ \\\\\\\\\ R \\\\\\‘\\ Ra \\\\\\\\ 1
R, \:\\\ R, EE Ro
0 HO HO
PGD PGE PGFa
O.. 0.,
\\\\\\\ R 1 - \\\\\\\ R 1
- 7 < IS Z N
e} = o) =
OOH OH
PGG PGH
R
\\\\\O —_— \\\\\\\\\ !
N COOH
I”I/III,
R
S R, 2
s o
HO
PGI, (Prostacyclin) PGJ
\\“\q\\/\/\/COO H
/
OH
Serie 1 Serie 2 Serie 3

Abbildung 1.9. Nomenklatur der Prostaglandine. Ringstruktur der verschiedenen
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[Quelle: Slater und McDonald -Gibson, 1987]
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1.4.3. Prostaglandinstoffwechsel

Nach der Abspaltung von Arachidonsaure von dem mittleren Kohlenstoffatom
des Glycerols durch die Phospholipase A, beginnt die Prostaglandinsynthese mit der
Bildung von Prostaglandin H, (PGH,), welches das Vorstufenmolekil der
Prostaglandine und der Tromboxane ist. In der Abbildung 1.10 ist die algemein
anerkannte Entstehung von Prostaglandinen dargestellt. Zwel Reaktionen fihren zur
Bildung von PGHo, die beide durch das bifunktionelle Enzym Clycooxygenase (COX)
ausgefuhrt werden (Nelson und Cox, 2000). Zuerst wird molekularer Sauerstoff durch
die Cyclooxygenaseaktivitét des Enzyms an C-9, C-11 und C-15 inkorporiert, was zur
Bildung des Endoperoxids Prostaglandin & (PGG;y) fuhrt. Darauf folgend wird PGG;
durch eine enzymatische Reaktion mittels der Peroxidaseaktivitat von COX zu PGH,
umgewandelt.

Prostaglandin H, ist physiologisch sehr instabil und wird entweder enzymatisch
durch die Endoperoxy-1somerase oder nicht-enzymatisch z.B. durch Liponsdure in die
Prostaglandine D, (PGD3), F, (PGF2) und E; (PGE;) umgewandelt.

Die Prostaglandine J, (PGJ,) und A, (PGA2) werden durch Dehydratisierung aus
PGD, bzw. PGE; synthetisiert. PGJ wurde erst relativ spét als Metabolit von PGD,
entdeckt (Fitzpatrick und Wynalda, 1983; Kikawa et al., 1984), mit ihm werden anti-
carcinogene und anti-virale Eigenschaften verbunden (Nakahata et al., 1990;
Fukushima, 1990). Das physiologisch weitgehend inaktive Prostaglandin B, (PGBy)
wird durch Isomerisierung der Doppel bindung aus PGA, erzeugt (Jones, 1972). Die 11-
Ketoreduktase kann PGD, zu PGF,, metabolisieren Weiterhin werden durch eine
Oxidation an Position C-15 die entsprechenden 15-Keto- Prostaglandine produziert, die
so an der 13,14-Doppel bindung reduziert werden. Der Abbau der Prostaglandine erfolgt
durch a-, b-, und w-Oxidation an der Kohlenstoffkette, sowie durch Hydroxylierung an
Position C-19. Die Abbauprodukte wurden fir die meisten Prostaglandintypen bereits
nachgewiesen, im Besonderen fur digjenigen der M-Serie. Bel M-Typ Prostaglandinen
ist die obere a-Seitenkette um 4 Kohlenstoffatome verkirzt und die w-Seitenkette am

terminalen C-Atom zu einer Carbonsaure abgebaut worden.
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1.4.4. Physiologische Eigenschaften von Prostaglandinen

Die oft wunterschiedlichen und vidfdtigen Wirkungen der meisten
Prostaglandine sind stark davon abhangig, in welchem Gewebe die Untersuchungen
gemacht wurden Prostaglandine werden als Antwort auf verschiedene spezifische
Stimuli freigesetzt und entfalten ihre Wirkung nach der Bindung an spezifische
Rezeptoren Acht Rezeptor-Typen wurden bereits pharmakologisch identifiziert und,
nachdem Hirata und Mitarbeiter im Jahre 1991 den Human TxA, Rezeptor klonierten,
durch homologes screening ihrer Sequenzen bestétigt. Je nach Effekt und
Signdtransduktiorsweg sind diese Rezeptoren in drei  Gruppen engeteilt:
Entspannungs-Rezeptoren,  Schrumpfungs-Rezeptoren und  Hemmungs-Rezeptoren
(Narumiya et al., 1999). Die Entspannungs-Rezeptoren vermitteln die Zunahme an
CAMP und lésen eine Entspannung (Relaxation) der glatten Muskulatur aus. Die
Schrumpfungs-Rezeptoren  vermitteln  Ca™-Mobilisierung  und  induzieren eine
Kontraktion der glatten Muskulatur. Die Hemmungs-Rezeptoren fuhren zur Senkung
des cAMP- Niveaus und dadurch zur Hemmung der Relaxierung der glatten
Muskulatur.

Der bekannteste Effekt der Prostaglandine ist wohl deren Wirkung auf die glatte
Muskulatur (Relaxation und Kontraktion). Allerdings modulieren sie auch die
Freisetzung von Neurotransmittern, rufen Fieber und Schlaf hervor, regulieren die
Sekretion und Matilitét im Darm, sowie den lonen und Wassertransport in den Nieren.
Prostaglandine nehmen an Prozessen wie Zelltod, Zelldifferenzierung und Onkogenese
teil und sind auch in der Aktivierung und Deaktivierung von Thrombozyten involviert
(Narumiyaet al., 1999).

1.4.5. Ausgewahlte Prostaglandine

1.4.5.1. Prostaglandin E;

PGE; entsteht aus PGH, und vermittelt seine Effekte durch die PGE;-
Rezeptoren. Diese gehdren zu der Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren
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(Yumoto et al., 1986), an die verschiedene intrazellulare Signallbertragungswege
gebunden sind (Narumiya et al., 1993). Die Gs- und Gi-Proteine stimulieren oder
inhibieren die Adenylatcyclase. Man unterscheidet 7 verschiedene PGE;- Rezeptortypen
(Coleman et al., 1994; Fedyk et al., 1996), die sich in 4 Subklassen, EP1, EP2, EP3 und
EP4, unterteilen lassen. Die EP-Rezeptoren befinden sich im gesamten Organismus,
wobei EP2 und EP4 an die Adenylatcyclase gebunden sind (Hebert, 1994; Scuit et al.,
1995; Choung et al., 1998; Crider et al., 1998). Die anderen Rezeptoren inhibieren
moglicherweise das Enzym (Gi vermittelt, z.B. EP3). Die Rezeptoranzahl erkléart auch
die Vielzahl der biologischen Wirkungen, die durch Prostaglandine der E-Reihe
ausgel 0st werden. PGE; ist vor alem flr seine immunsuppressive Wirkung bekannt und
findet sich in grof3en Mengen in der Nahe von Tumorzellen und deren lokalen Milieus.

Als Quelle von PGE, werden hauptsachlich Monozyten angesehen.

1.4.5.2. Prostaglandin Fz,

Dieses Prostaglandin wird ebenfalls wie PGE, aus PGH; gebildet. Da PGF», zu
den zyklischen Endoperoxiden gehort, hat es normaerweise entgegengesetzte Effekte
zu PGE; und wirkt Uber eine CAMP-unabhangige intrazellulére Kalzium-Erhéhung
(Murdoch, 1996). Seine Wirkung wird durch einen spezifischen Rezeptor (FP)
vermittelt und Uber spezielle, Pertussistoxin-resistente, G-Proteine weitergeleitet, wobel
eventuell die intrazellulére Kalzium-Erhéhung mittels IP3 zustande kommt (Davis et
al., 1989; Coleman et al., 1994; Carrasco et al., 1997). Der FP-Rezeptor findet sich
hauptséchlich im Corpus luteum, wo die luteolytische Wirkung von PGF,; vermittelt
wird (Coleman et al., 1994). Bisher gibt es keine Informationen Uber FP-
Rezeptorsubtypen.

1.4.5.3. Prostaglandin D>
Prostaglandin D, it das Hauptprodukt des Clyclooxygenaseweges des

Arachidonsduremetabolismus in Mastozyten (Lewis et al., 1982), Makrophagen (Urade
et al., 1989) und Knochenmark (Kojima et al., 1980; Ujihara et al., 1988). PGD-

30



Einleitung

vermittelt seine Effekte durch den DP-Rezeptor, der seltenste Prostaglandin-Rezeptor
(Narumiya et al., 1999). Der DP- Rezeptor wird in der Maus gemaligt in lleus, Lunge,
Magen, und Uterus exprimiert (Hirata et al., 1994). Im Menschen wurde er durch
Northern blot Analyse im Dunndarm detektiert (Boie et al., 1995). DP mRNA
Expression wurde in den Leptomeninges (die weichen Gehirnhdute Dura mater,
Arachnoidea und Pia mater) und aber nicht im Gehirnparenchym von Mausen gefunden
(Oida et al., 1997). Scammell und Mitarbeiter untersuchten die funktionelle Aktivitat
des DP- Rezeptors in den Leptomeninges und stellten Schafinduktion fest (Scammell et
al., 1998). Genauso wie der DP-Rezeptor, wird die Gehirn spezifische Prostaglandin
D, Synthase in den Leptomeninges lokalisiert (Urade et al., 1993). Interessanterweise ist
ene Dysregulation des Schla--Wach-Rhythmus fur das spdte Stadium  der
Schlafkrankheit charakteristisch Bei diesen Patienten wurde eine Erhdhung des
Prostaglandin D, Spiegels im Liquor cerebrospinalis festgestellt (Pentreath et al.,
1990). Interessanterweise produzieren hier tatsachlich die Trypanosomen
Prostaglandine (Kubata et al., 2000).

1.4.5.4. Prostaglandine der J,-Serie

Die Prostaglandine der J Serie, PGJ,, D”PGJ, und 15d-PGJ,, werden durch
Wasserentziehung aus Prostaglandin D, gebildet (Fukushima, 1992). Diese Metabolite
bieten ein einziges Spektrum von biologischen Aktivitdten wie Hemmung der
Zellzyklusprogression, Aufhebung der Virareplikation, Induktion von heat shock
Proteinen und Stimulierung der Osteogenese (Fukushima, 1992). Im Gegensatz zu den
klassischen Prostaglandinen, die an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren auf der
Zelloberflache binden, werden die Prostaglandine der J Serie aktiv in den Kern
aufgenommen und mit nuklearen Proteinen assoziiert (Narumiya et al., 1987). PGJ,
und seine Derivate konnen die intrazellularen peroxisome proliferator-activator
receptors (PPARs) aktivieren (Kliewer et al., 1995). PPARs regulieren durch ihre
Bindung an PPAR reponse elements die Expression von Genen (Issemann und Green,
1990; Lemberger et al., 1996). Drel Isoformen von PPAR (PPARa, PPARd und
PPARg) sind in menschlichen Zellen vorhanden (Schmidt et al., 1992; Sher et al., 1993;
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Greene et al., 1995). PPARa befindet sich hauptsdchlich in Gewebe mit hohem
Fettsdurenverbrauch, PPARd ist in Herz, Nieren und Darm sehr hoch exprimiert, und
PPARg Uberwiegt in Adipozyten, adrenalen Drisen, Milz und einigen myeoiden
Zéllinien (Kliewer et al., 1994; Tontonoz et al., 1994; Braissant et al., 1996).

15d-PG), it ds spezifischer Ligand fir PPARg beschriecben und mit
Adipozyten-Differenzierung assoziiert (Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995).
Dieses Prostanoid spielt eine Rolle bei der Pathophysiologie der Carcinogenese
(Chinery et al., 1999; Clay et al., 1999; Straus und Glass, 2001), bel der Apoptose
(Bishop-Bailey und Hla, 1999; Keelanet al., 1999) und bel der Adipogenese (Sinha et
al., 1999). Aulerdem wurde auch eine antiinflammatorische Aktivitdt berichtet (Maggi
et al., 2000). Allerdings sind in den letzten finf Jahren eine Reihe von PPARg
unabhangigen Effekten vertffentlicht worden: 15d-PGJ, inhibiert die Aktivierung des
nuklearen Faktors kB (NF-kB), ein vermittelnder Faktor vonImmun- und Entziindungs-
Reaktionen (Castrillo et al., 2000; Rossi et al., 2000; Straus et al., 2000); es ruft ebenso
Z€lltod durch die Hemmung der Ubiquitin Isopeptidase Aktivitét bei dem Proteasom:
Signalweg hervor (Mullally et al., 2001) und l6st durch Induktion von oxidativem
Stress Apoptose in Makrophagen, humaren hepatischen Myofibroblasten,
Neuroblastoma-Zellen und Lymphozyten aus (Hortelano et al., 2000; Kondo et al.,
2001; Li et al., 2001; Nencioni et al., 2003). Oliva und Mitarbeiter stellten fest, dass
15d-PGJ, in NIH 3T3 Fibroblasten eine spezifische Aktivierung von H-Ras jedoch nicht
von K-Ras und N-Ras induziert. Diese Aktivierung fuhrt zu einer Stimulation der
MAPK (mitogen-activated protein kinase) und IP3-Kinase und schliefdlich zur
Induktion der Zellproliferation (Oliva et al., 2003). Kirzlich wurde tber die Induktion
des programmierten Zelltodes in Brustkrebs Zellen durch den mitochondrialen Weg
berichtet (Pignatelli et al., 2005).

D“PGJ, wirkt sehr stark inhibitorisch auf das Zellwachstum und die
Differenzierung einiger Tumorzellen (Mahmud et al., 1984; Narumiya und Fukushima,
1985; Kato et al., 1986). D*2PGJ, wird aktiv durch ein spezifisches Transportprotein auf
der Zelloberflache aufgenommen und dann im Kern akkumuliert. Die Aufnahme und
Akkumulation hangt mit der inhibitorischen Wachstumsaktivitat zusammen (Narumiya
et al., 1986; 1987). D*PGJ, ruft Zelltod durch einen apoptotischen Weg in murinen
Leukdmie L1210 Zellen hervor (Kim et al., 1993). Dieser Zelltod ging aus einem
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Zdlzyklusarrest in G2/M hervor und zeigte eine Abhéngigkeit von der Protein
Synthese. Daher miissen DNA Schéden und Expression von Genen in dem induzierten
Prozess involviert sein (Lee et al., 1995). Zusétzlich wurde ebenso eine Blockade des
Zdlzyklus von der G1-Phase in die S-Phase gezeigt (Bhuyan et al., 1986). Jedoch
blieben die prézisen molekularen Mechanismen, durch die diese Substanzen ihre
zytostatischen oder zytotoxischen Effekte vermitteln, ungeklart.

15. Ziesetzung der Arbeit

Das Zidl dieser Arbeit war herauszufinden, welche Rolle die Prostaglandin D,-
Produktion und seine darauf folgende Metabolisierung bei der Blutform von
Trypanosoma brucel spielt. Anfang der 90er Jahre wurde von Pentreath und Mitarbeiter
bewiesen, dass Patienten mit chronischer afrikanischer Trypanosomiasis, im Vergleich
mit nicht infizierten Patienten, drei- bis vierfach hohere Werte von PGD; in der
Cerebrospinalflissigkeit aufweisen wogegen die PGE, Konzentration unverandert
bleibt (Pentreathet al., 1990).

Eine Zet lang wurde angenommen, dass die Eicosanoid- bzw. die
Prostaglandin-Produktion exklusiv auf Saugerzellen beschrankt war. Allerdings wurde
die Eicosanoid-Synthese auch in Invertebraten nachgewiesen. Dort spielen de eine
wichtige Rolle bel verschiedenen physiologischen Prozessen wie Regulation von
lonentransport, Neurobiologie und Reproduktion (Smith, 1989; Stanley-Samuelson,
1991; Stanley et al., 1998). Seit 1977, ds die erste Arbeit Uber Prostaglandin
Produktion in Protozoen vertffentlicht wurde (Das und Padma, 1977), ist der Nachweis
von Eicosanoid-Produktion bei zahlreichende Endo- und Ekto-Parasiten erbracht
worden. Auf diese Weise und infolge des hohen Prostaglandin Spiegels bei Patienten
mit afrikanischer Trypanosomiasis wurde von unserer Gruppe in Zusammenarbeit mit
einer Gruppe in Japan die Prostaglandin-Produktion in Trypanosoma brucel untersucht
und bewiesen (Kubata et al., 2000). Nachfolgende Arbeiten zur Charakterisierung der
am Prostaglandinstoffwechsel beteiligten Enzyme zeigten einige Besonderheiten. Die
klassischen Hemmstoffe fir die Cyclooxygenase (COX), die NSAIDs fon steroidal

anti-inflammatory drugs), wirken nicht auf Trypanosomen (Rawer, 2004).
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Datenbankrecherchen mittels bekannten Sequenzen fir die COX ergaben keine
Ubereinstimmung. Jedoch wurde ein COX-like Enzym im protozoischen Parasit
Entamoeba histolytica identifiziert und charakterisiert (Dey et al., 2003). Dieses Enzym
besitzt nur wenig Homologie mit den bekannten COX Enzymen Seltsamerweise treten
die hoch konservierten COX Sequenzen, wie die Arachidonsaure-Bindungsdoméne und
die katalytischen Stellen bei der Amoeba-COX nicht auf. Diese Ergebnisse deuten auf
die Existenz von enem urspringlichen COX-like Enzym hin. Da sich die
Trypanosomen sehr fih innerhalb der Evolution abgespalten haben, konnten sie Uber
dhnliche Enzyme verfigen De facto wurde ein anderes Enzym dieser Kaskade, die T.
brucel Prostaglandin F,; Synthase (TbPGFS) isoliert und charakterisiert (Kubata et al.,
2000). Die Konversion von PGH, zum PGF,,, die bel der TOPGFS katalysiert wird,
findet durch einen abweichenden Mechanismus as der fir die menschliche PGF»
Synthase datt. Mittlerweile sind die  Kristallstruktur  und der  genaue
Reaktionsmechanismus der TbPGFS aufgeklart (Okano et al., 2002; Kilunga et al.,
2005).

Die ersten Untersuchungen des Effektes von Prostaglandin D, auf Trypanosoma
brucei wurden in einer vorherigen Arbeit begonnen (Rawer, 2004). Die Beobachtungen
deuteten auf apoptotischen Vorgange hin. Allerdings waren die Daten nicht ganz
schlagend. Zusétzlich ist in der Literatur bereits beschrieben, dass PGD- ein instabiles
Molekdl ist, das biologisch aktivere Metaboliten generieren kann. Deshalb war von
grof3er Bedeutung, diese Arbeiten fortzusetzen, um eine bessere Erkenntnis Uber die
Zellproliferation und Zelltod-Mechanismen bel diesem Parasiten zu erlangen. In der
vorliegenden Arbeit konnte die Zelltodinduktion von PGD, auf die Blutform von T.
brucei weiter charakterisert werden. Zusdtzlich wurde ebenfalls die PGD,-
Metabolisierung und die Evaluation des Effektes von den verschiedenen Derivaten
durchgefiihrt. Auerdem sind die ersten Hinweise auf den Mechanismus, durch den

diese Molekule den Zelltod ausl0sen, gezeigt.
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2 Material & Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Verwendete Organismen

Trypanosomen

In dieser Arbeit wurden zwei Stdmme von Trypanosoma brucel brucei
verwendet: der monomorphe Stamm MITat 1.2 mit der VSG- Antigenvariante 221
(Molteno I ngtitute Trypanozoon antigenic type, Cambridge) (Cross, 1975) und der
pleomorphe Stamm AnTat 1.1 (Antwerpen Trypanozoon antigenic type). Der
monomorphe Stamm wurde in Uganda aus dem EATRO 427 Stamm isoliert.
Procyklische Trypanosomen wurden aus dem monomorphen Stamm durch

Transformation mit Citrat/Cis-Aconitat gewonnen.

Fibroblasten

Microtus montanus Fibroblasten wurden in dieser Arbeit benutzt, um die

pleomorphen Trypanosomen in vitro zu kultivieren. Sie wurden aus tiefgefrorene

Stabilate gewonnen und in Blutformmedium kultiviert.

Versuchstiere

Es wurde Ratten der Rasse Wistar mit einem Kdrpergewicht von ca. 300 g und
weibliche NMRI-Mé&use verwendet (Interfauna, Tuttlingen). Die Tiere erhielten sniff

R7M-H Alleinfutter fir Ratten und Mause (Sniff Speziaitdten GmbH, Soest) und

Wasser ad libitum.
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2.1.2. Chemikalien

2.1.2.1. Laborchemikalien

Aceton Riedel-de-Haem

Acetonitril Merck, Eurolab, GmbH Deutschland
cis-Aconitsdure Sigma, Deisenhofen

Acrylamid ROTH, Karlsruhe

Adenosin Sigma, Deisenhofen

Agarose (SeaKem® LE) FMC BioProducts, Rockland, Maine, USA
Albumin (BSA) Sigma, Deisenhofen
Ammoniumpersulfat (APS) Merck, Eurolab GmbH, Mannheim
Annexin-V-Ldsung Roche, Mamheim

Arachidonsdure Sigma, Deisenhofen

ATP Sigma, Deisenhofen

Bisbenzimid Sigma, Deisenhofen

BMA GelBond PAGfilm BioWhittaker, Walkersville, MD, USA
Bleicitrat Sigma, St. Louis, USA
Bradford-Reagenz BioRad Laboratories GmbH, Miinchen
8-BromcAMP Sigma, Deisenhofen
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) Sigma, Deisenhofen

Bromphenol Blau ROTH, Karlsruhe

Calciumchlorid x HO Merck, Eurolab, GmbH Deutschland
Chloroform Merck, Eurolab, GmbH Deutschland
Complete®, Protease-1nhibitormix Roche, Mannheim

Coomassie brilliant blue G-25 ROTH, Karlsruhe

Dansylcadaverine Fluka, Steinheim

DEAE-Sephacel Sigma, Deisenhofen

DEVD-CHO Calbiochem, Schwalbach

4" ,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Sigma, Steinheim
Dichlordihydrofluorescein diacetat

(DCFH-DA) Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA
Digitonin Sigma, Deisenhofen
Dimethylsulfoxid (DM SO) Sigma, Deisenhofen
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DNA-Leiter (100bp & 1 kb)
Dinatriumhydrogenp hosphat
Dithiothretinol (DTT)
Dodecenyl-succinic-anhydrid (DDSA)
Eisessig (100%)

Epon 812
Epon-Beschleuniger DMP-30
Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylacetat
Ethylendiamin-tetraessigsaure (EDTA)
Foetales Ka berserum (FCS)
Formaldehyd

Formamid

Gelatine

Giemsa-Losung

Glucose

Glutaraldehyd

Glutathion

Glycerin

Glycylglycin

Hamin

HCL

HEPES

Hexokinase/Glucose-6-phosphat Dehyd.

| sopropanol

Kaiumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kodak Lx24 Entwickler
Leupeptin
Magermilchpul ver

Magnesiumchlorid

NEB GmbH, Schwalbach/Taunus
Merck, Eurolab, GmbH Deutschland
ROTH, Karlsruhe

Agar Scientific Ltd., Essex, UK
Merck, Eurolab, GmbH Deutschland
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Merck, Eurolab, GmbH Deutschland
ROTH, Karlsruhe

Merck, Eurolab, GmbH Deutschland
ROTH, Karlsruhe

Pan Systems, Aidenbach

Sigma, Deisenhofen

Merck, Eurolab, GmbH Deutschland
Sigma, Steinheim

Sigma, Deisenhofen

Merck, Eurolab, GmbH Deutschland
Sigma, St. Louis, USA

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Eurolab, GmbH Deutschland
Sigma, Deisenhofen

Merck, Eurolab, GmbH Deuschland
Merck, Eurolab, GmbH Deutschland
Merck, Eurolab, GmbH Deutschland
Merck, Eurolab, GmbH Deutschland
Kodak, France

Sigma, Deisenhofen

Fink GmbH, Herrenberg

Merck, Eurolab, GmbH Deutschland
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Magnesiumsulfat
Mannitol

MEM Vitaminlésung
MEM Aminosauren
Methanol
Methylacetat
Mowiol
N-acetyl-L-cystein
NAD*/ NADH

Material & Methoden

Merck, Eurolab, GmbH Deutschland
Merck, Eurolab, GmbH Deutschland
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Eurolab, GmbH Deutschland
Merck, Eurolab, GmbH Deutschland
Calbiochem, Schwalbach

Sigma, Deisenhofen

Roche, Mannheim

Natriumdihydrogenphosphat Merck, Eurolab, GmbH Deutschland

Natriumcarbonat Merck, Eurolab, GmbH Deutschland
Nitroblautetrazolium Sigma, Deisenhofen
Osmiumtetraoxid Plano, Marburg
P-Nitrophenyl-Phosphat Sigma, Deisenhofen
Penicillin/Streptomycin-Losung Sigma, Deisenhofen

Phenolrot Sigma, Deisenhofen
Propidiumjodid Sigma, St. Louis, USA
Propylenoxid Plano, Marburg

Prostaglandine Biomol, Hamburg

Cayman Chemicals, IBL, Hamburg
Sigma, St. Louis, USA
Protein Ladder, BenchMark. prestained Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe

Protein-Marker Sigma, Deisenhofen

Pyruvat Sigma, Deisenhofen
Salicylhydroxamsaure (SHAM) Sigma, St. Louis, USA
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva, Heidelberg

Staurosporin Sigma, Deisenhofen

TEMED ROTH, Karlsruhe

Tentenal SUPERFIX Tetenal Photowerk GmbH, Norderstedt
Tetramethylrodaminester (TMRE) Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA
Triethanolamin Merck, Darmstadt

Trinatriumcitrat Roth, Karlsruhe
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Trypanblau
Trypsin
Trypsin-Inhibitor
Triton X-100
Tween 20
Uranylacetat
Valinomycin
Vetrer® 200

2.1.2.2. Radiochemikalien

[C14]-Arachidonsaure
[H3]-Prostaglandin D,
Methyl-[H3]-Thymidin
Ultima Gold

2.1.2.3. Verwendete Antikor per

Anti-DHLA-DH Kaninchen
Anti-Kaninchen|gG, FITC-Konjugat
Anti-Kaninchen1gG, AP-Konjugat
Anti-b-Tubulin Maus

Anti-Maus 1gG, AP-Konjugat Ziege

2.1.2.4. Kits

In situ Cell Death Detection Kit

2.1.3. Verbrauchsmaterialien

6-, 12-, 24- & 96-wd| Platten
Beent®-Cups

BioMax MR-1 & Light-1
Centricor® YM-10

Sigma, St. Louis, USA

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Plano, Marburg

Sigma, Deisenhofen

Byk Gulden (jetzt Altana), Konstanz

Amarsham Biosciences Freiburg
Hartmann Analytic, Deutschland
Moravek BiochemicalsInc., Brea, USA
Packard, Frankfurt

Geschenk von Dr. Krauth Siegel
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roche, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

Roche (Boehringer), Mannheim

Greiner, Frickenhausen

Plano, Marburg

Kodak, Stuttgart

Millipore Cosp, Bedford, USA
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Film Kodak Plus-X-Plan 120
FACS-Rohrchen
Gewebekulturflaschen
Glasfaserfilter GF/C

Hybond N*-Membran
Immunfluoreszenz- Obkjekttréger
Kieselgel 60F DC-Platten
Kryordhrchen
Kupfernmetzchen, 400 mesh
Klvetten 10 x 10 x 45 mm
Sterilfilter, SFCA-Membran
Szintillationsgefalle
Whatman 3MM Paper

2.1.4. Geate

Autoklav Dampfsterilisator

Beckmann Mikrofuge B

Brutschrank (27°C)

Brutschrank mit CO, Begasung (37°C)
Elektrophoresetransfer-Kammer

Elisa Reader MRX-11 Revelation
FACSCalibur®

Filtrationssystem 1225
Flissigszintillationszahller LSC 1600CA
Fluoreszenzmikroskop BH2-RFCA
Heraeus Sepatech Biofuge A
Hybridisierungsofen BFD 53 WTP
Invertmikroskop ID 02

LKB 2249 L C Gradient Pump

LKB 11800 Pyramitone®

Microfuge E

Mikrozentrifuge MC-13

Kodak, Stuttgart

Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Whatman, Maidstone, USA
Amersham, Braunschweig
bioMerieux, Nirtingen
Merck, Mannheim

Greiner, Frickenhausen
Plano, Marburg

Sarstedt, NUmbrecht

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

Munchner Mechanik, Stadlern
Beckmann, Minchen
Kottermann, Uetze

Heraeus, Osterode

BioRad, Miinchen

Dynex, Chantilli, USA
Becton Dickinson & Co, USA
Millipore, Bedford, USA
Packard, Frankfurt a. M.
Olympus, Hamburg

Heraeus, Hanau

Binder, Tuttlingen

Zeiss, Oberkochen
Pharmacia, Bromma, Sweden
LKB, Stockholm, Schweden
Beckmann, Minchen

Heraeus, Osterode
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Mikropipetten Gilson, France
Variable Wavelength Monitor
8-Kanal-Mikropipette

Minigel- Elektrophorese System

(Mighty Small 11, SE 250)

Pharmacia, Bromma, Sweden
Eppendorf, Deutschland

Hoefer Scientific Instruments, San
Francisco, USA

Neubauer Zahlkammer (Tiefe 0,02 mm) Brand, Wertheim

Raster-EM Phillips,

Shimadzu Spektrophotometer UV-120-01  Shimadzu, Duisburg

Sigma Laborzentrifuge 302 K Sigma, Deisenhofen
Sterilbank, LaminAir HLB 2248 GS Heraeus, Hanau
Sterilpumpe Microgon, NJ, USA

Transmissionsel ektronenmikroskop EM10 Zeiss, Oberkochern
Ultramikrotom OM U3 C. Reichert, Wien, Austria
Vacuum Concentrator Bachofer, Reutlingen

Zellkammer Neubauer, Tiefe 20 um Brand, Wertheim

2.1.5. Medien, Puffer und L dsungen

2.1.5.1. Kulturmedien fir Trypanosomen
Das Minimum Essentid Medium (MEM) wurde nach Eagle 1959 mit
Modifikationen nach Hamm et al., 1990 hergestellt.

Grundmedium

[mg/l]
CaClp x H;0 265
KCl 400
MgSOs X 7 HO 200
NaCl 6800
NaH,PO; x H,O 140
HEPES 7140
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Die Substanzen wurden in bidestilliertem Wasser gelost und den pH-Wert der
entstandenen Losung wurde auf 7,4 einstellen. Anschlief3end wurden die folgenden

Substanzen zugegeben:

L-Arginin/ HCI 126
L-Histidin/ HCL x H,O 42
L-Isoleucin 52
L-Leucin 52
L-Lysin 73
L-Methionin 15
L-Phenylalanin 100
L-Threonin 48
L-Tryptophan 10
L-Tyrosin 100
L-Vdin 46
L-Ornithin/ HCI 10
Adenosin 12
Phenolrot 10

Die folgenden kommerziellen Stammldsungen wurden danach zugegeben:

[mi/N]
MEM nicht essentielle
Aminosaurenl dsung (100x) 10
MEM Vitamin-Losung (100x) 10

Das Grundmedium wurde sterilfiltriert und bel 4°C gelagert. Es ist bis zu 3
Monate haltbar.
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Blutformmedium

Zur Herstellung von Blutformmedium wurde das

folgenden Reagenzienergéanzt:

NaHCOj3 (75 mg/ml H;O dest.)

L-Cystein (3,03 mg/ml H,O dest.)

BCS (0,56 mg/ml H,O dest.)

2’ Desoxythymidin (0,39 mg/ml HO dest.)
L-Glutamin (29,2 mg/ml H>O dest.)
Hypoxanthin (1,36 mg/ml 0,21 M NaOH)
Myristinsdure/BSA-L dsung *

Pen/Strep-L 6sung (10.000U ml bzw 10 mg/ml)
Fotales K@ berserum (FCS) **

D-Glucose

Prozyklischesmedium

Zur Herstellung von Procyklischesmedium wurde das

folgenden Reagenzienerganzt:

Pyruvat (22 mg/ml HO dest.)

L-Glutamin (29,2 mg/ml H,O dest.)

Hamin (2,5 mg/ml 0,1 M NaOH)

Prolin (60 mg/ml H,O dest.)

Pen/Strep-L dsung (10.000U/ ml bzw 10 mg/ml
Fotales Ké berserum (FCS) **

Das Blutform und Procyklische- Medium sind fir 3
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[mif]
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10

1
10
10
10
20

5

150

5405 mg/l

Grundmedium mit den

[mi/l]
10

10

3

10

) 5
100

bis 4 Wochen bei 4°C

haltbar. Erst nach einem Tag Lagerung kann das Medium verwendet werden.
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MEM -Transformationsmedium pH 7,4 (Hamm et al., 1990)
Das Transformationsmedium ermoglicht die in vitro Transformation von

Blutformen in procylische Fliegenformen Zu dem Grundmedium werden die folgenden

L 6sungen gegeben:

[mi/]
L-Glutamin (29,2 mg/ml H,O dest.) 10
L-Cystein (3,03 mg/ml H2O dest.) 10
2 Desoxythymidin (0,39 mg/ml H>O dest.) 10
Pen/Strep-L dsung (10.000U/ml bzw 10 mg/ml) 5
Hypoxanthin (1,36 mg/ml 0,1 M NaOH) 10
cs-Aconitat (52,2 mg/ml H,O dest.) 10
Na-Citrat (88,2 mg/ml H,O dest.) 10
Fotales Kéalberserum (FCS) ** 100
Glucose 54 g/l

* Herstellung der Myristinsdure/BSA-L6sung: 1 g entfettetes BSA in 20 ml destilliertem
Wasser lésen. Danach unter standigem Rihren 100 ul von einer Myristinsdurelésung (240
mg/ml im 95% Ethanol) langsam zugeben (Ferguson und Cross, 1984).

** Das Serum musste vorher 30 min bei 56°C inaktiviert werden. Die Zugabe von FCS wird

nach dem Sterilfiltrieren des Mediums unter dem Sterilbank durchgefuihrt.

2.1.5.2. Puffern zur Trypanosomen | solierung aus Blut

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

KClI 5mM
NaCl 80 mM
MgSO,4 x 7TH,0 1mM
NaHPO, x 2H,0 20mM
NaH,PO4 x H,0O 2mM
D-Glucose 20mM
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Citrat-Glucose-Anticoagulans (CGA); pH 7,7
Nag-Citrat x 2H,0 100 mM

D-Glucose 40 mM

Separ ations-Puffer (SB); pH 8,0

NaHPO, 57 mM
KH2POy 3mM
NaCl 44 mM
D-Glucose 55 mM

Einfriermedium fur Stabilate (EFM)

77 ml TDB und 23 ml Glycerin (87%), frisch gemacht

25 mM HEPES-Puffer; pH 7,4

HEPES 25 mM
NaCl 145 mM
D-Glucose 0,5 mM

25 mM HEPES gepufferte Saline (HBS); pH 7,4

HEPES 25 mM
NaCl 120 mM
KClI 8,7 mM

2.1.5.3. Puffer zur Herstellung von Trypanosomenlysat
Protease-Inhibitor-Mix (PI, 1000x)

Pepstatin 1mM

(inhibiert saure Proteasen, Aspartat- Proteasen)
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Chymostatin 1 mM
(inhibiert Chymotrypsin, Cathepsin B, H & L)

Leupeptin

(inhibiert Serin- & Thiolproteasen) 1mM

Die drel Inhibitoren wurden in DMSO gel6st, aiquotiert und bel -20°C
gelagert.

10 mM Phosphat-gepufferte Saline (PBS); pH 7,4

NaHPO, 7,7mM
KH,PO, 2,3 mM
NaCl 120 mM
KCI 8,7mM
L ysepuffer

PBS 10 mM

Protease- I nhibitor-Mix 1x

Triton X100 0,1%

2.1.5.4. Lésungen zur Trypsinierung von Fibroblasten

Earle s balanced salt solution (EBSS) pH 7,4

KCl 600 mg/I
NaCl 6800 mg/I
NaH,PO4 x H,O 140 mg/I
NaHCO; 2200 mg/l
NaS04 200 mg/I

D-Glucose 1000 mg/l

46



Material & Methoden

Trypsin-L6sung *

Trypsin 0,05%
EDTA 0,02%

Trypsin-Inhibitor-L ésung *

Trysin-Inhibitor 0,1%
EDTA 0,02%

* Die Substanzen wurden in EBSS gel6st. Die Losungen mussten frisch angesetzt werden.

2.1.5.5. SDS-PAGE Gele-Herstellung und Farbung
SDS-Probenpuffer (2x)

Tris/ HCI Puffer; pH 6,8 100 mM

DTT 100 mM
SDS 4,0%
Bronphenolblau 0,1%
Glyceral 20,0%
Geherstellung
Acrylamid/Bisacrylamid 37,5%
SDS 10%
TrisHCI, pH 8,8 1M
TrigHCI, pH 6,8 1M
APS 10%
TEMED 99 %
L aufpuffer
Tris 25mM
Glycin 250 mM
SDS 0,1%
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Coomassie-Farbung

Coomassie brilliant G250 25%
Ethanol 25%

Eisessig 10%
Zur Entféarbung der Gele wird eine Losung aus 25% Ethanol und 10% Eisessig

gebraucht.

2.1.5.6. Puffer fir Western Blot. Entwicklung mit Alkalischer Phosphatase

Transfer puffer, pH 9,2

TrigHCI 48 mM
Glycerin 39mM
SDS 0,00375%
Methanol 20%

Blocking Puffer

Entfettetes Milchpulver in 2x PBS

PBS (phosphate buffered saline), pH 7,4

NaHPO, 80 mM
NaH,PO, 20 mM
NaCl 120 mM

PBS-Tween

0,1% Tween 20 in PBS
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TBS(Tris buffered saline), pH 7,4

TrigHCl 25 mM
NaCl 120 mM
KCl 8,7mM
Waschpuffer

Tris’/HCI 10 mM
NaCl 120 mM
KClI 8,7mM
Tween 20 0,1%

AP-Puffer (alkalische Phosphatase), pH 8,9

Tris/HCI 20mM
NaCl 150 mM
MgClh 10mM

Féarbelosung fur alkalische Phosphatase (AP)

BCIP (Bromo-chloro-indolyl-phosphat) 0,38 mM
NBT (Nitro-tetrazoliumblau) 04 mM
AP-Puffer 100 ml

2.1.5.7. Giemsa-Farbung
Weise-Puffer, pH 7,2

NaHPO, x 2H,O 67 mM
KH>PO, 6,6 MM
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2.1.5.8. TUNEL -Féarbung

Das TUNEL-Reaktionsmix und der DAB-Substrat werden jewells frisch im
Puffer des TUNEL-Kit's 1:10 verdinnt.

0,3% H>05 in Methanal

H20 (30%) 100 pl
M ethanol 10 mi

Permeabilisierungsésung

Triton X-100 1g
Na Citrat 1g
H20 bidest. ad 1l

2.1.5.9. Immunfluor eszenz
Fixierlosung

Paraformal dehyd 4%
Glutaraldehyd 0,1%

Das Paraformaldehyd wird in PBS unter leichtem Erwérmen gel6st. Es kann bis
zu einer Woche bel 4°C im Dunkeln gelagert werden Das Glutaraldehyd wird frisch
zugesetzt.

Neutralisierungs-Puffer, pH 7,2

NapHPO,4 100 mM
Glycin 100 mM
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Permeablisierung-L 6sung

0,2% Triton-X100 in PBS.

BSA-Ldsung

1%BSA (Albumin Fraktion V, bovine blood) in PBS.

Bisbenzimid-Stammldsung

Bisbenzimid 1 mg/ml in H>O dest.

Diese Stammldsung kann im Dunkeln bei 4°C einen Monat gelagert werden. Als

Farbel 6sung dient eine 1:500 Verdinnung.

2.1.5.10. Cytotoxizitat assay (nach Bodley et al., 1995)
Lysepuffer, pH 5,5

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

Das p-Nitrophenyl-Phosphat wird frisch zugesetzt.

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

Na Cacodylat x 3H,O 2,149
Sucrose 49
H20O bidest. ad 50 ml
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Fixierlosung (2% Glutaraldehyd)

0,2 M Cacodylatpuffer (2x) 1,5 ml
Glutaraldehyd (8%) 0,75 ml
H,O bidest. 0,75 mi

3% Osmiumtetroxid-Stammlosung (OsOy)

Glasampulle Osmiumtetroxid (0,25 g) in 8,14 ml H,O bidest.

Die Losung mussim Dunkeln gelagert werden. Bel RT ist se mehrere Monate
haltbar.

1,5% OsO4-L 6sung

Verdinnung 1:1 der 3%igen OsO4-Stammldsung mit 0,2 M Na Cacodylatpuffer
(2x; pH 7,4). Diese Losung muss frisch angesetzt werden.

Uranylacetat-L 6sung

0,5%Uranylacetat in H,O bidest.

Die Losung muss 2 Tage vor dem Gebrauch angesetzt und sterilfiltriert werden.
Sieist im Dunkeln bei RT etwa drei Wochen verwendbar.

EPON-Einbettungs-L 6sung (ausreichend flir eine Einbettung)

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

Bleicitrat-L 6sung fur die Grids

Blei-Citrat 10 mg
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H,O bidest. ad 10 ml
NaOH 10 M 20 bis 50 p

Uranylacetat-L 6sung fur Grids

5%Uranylacetat in H,O bidest.

2.1.5.12. Losungen fur Dunnschichtchromatographie

Laufmittel
Diethylether 98,5 ml
Methanol 1 ml
Eisessig 05ml
Far bereagenz
MnCk x 4H,0 (0,2 ¢/30 ml) 30 ml
Methanol 30ml
H>SO4 konz. 2ml

Die Farbel6sung wurde téglich frisch angesetzt. Die Zugabe der Schwefelsaure
erfolgte wegender stark exogenen Reaktion in mehreren Schritten.

2.1.5.13. Trennung und Identifizierung von Prostaglandinen

Laufmittel far die High performed liquid chromatography (HPLC) Analyse,
Einstellung des pH-Wertes auf 4,0 mit Ammonium Hydroxid

Acetonitril 300 ml
H,O bidest. 600 ml
Eisessig 05ml
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Laufmitteln  far die liquid chromatography-electrospray ionization/mass
spectrometry (LC-ESI/MS) Analyse

Mobile Phase A 10 mM Triethylamin in Wasser
Mobile Phase B 65:35 (v/v) Acetonitril:Methanol

2.1.5.14. Losungen zur FACS-Analyse
Tetramethylrhodaminester (TMRE) Stammlésung

TMRE 25uM in HO dest.

Dichlorodihydrofluor esceindiacetate (DCFH-DA) Stammlésung

DCFH-DA 10mM in DMSO

Lysepuffer zur Analyse des DNA-Gehaltes

NaHPO, 7,7mM
KH2PO4 2,3mM

Digitonin Stammlésung

Digitonin 6,4 mM in H,O dest.

Farbel6sung zur Analyse des DNA-Gehaltes

PBS 2ml
Propidiumjodid (10 mg/ml) 4ul

Annexin-V-Puffer, pH 7,4

Hepes 10 mM
NaCl 140 mM
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CaCl, 5mM

Farbeldsung zur Detektion von Phosphatidylserin
(Angaben pro Probe)

Annexin-V-Puffer 48 ul
Annexin-Losung (kommerziell) 1l
Propidiumjodid (50 pg/ml in H,O dest.) 1l

2.1.5.15. Puffer zur Sauer stoffver brauchbestimmung

Elektrodenpuffer, pH 7,4

NaH,PO, 443 mg/l
NaHPO, 2313 mg/l
KCI 370 mg/l
NaCl 4680 mg/l
MgCh 191 mg/l
BSA 1500 mg/l
Glucose 900 mg/I

SHAM -Stammldsung

100 mM SHAM in 0,1 M NaOH
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2.2. Methoden

2.2.1. Anzucht und Isolierung der Trypanosomen aus dem Blut

Die Ratten wurden mit 5 x 10’ Trypanosomen aus Stabilaten (s. unten)
intraperitoneal infiziert. Bei Mausen wurden entsprechend 5 x 10° Trypanosomen pro
Tier injiziert. Die Parasitamie wurde durch Blutabnahme aus dem Schwanz kontrolliert.
Nach etwa 2,5 Tagen erreicht die Parasitamie circa 1 x10° Trypanosomen pro ml.
Nachfolgend wurden die Tiere mit CO, getotet, der Thorax gedffnet und nach Vorlegen
von etwas kaltem CGA in den Brustraum die Vena cava inferior abgeschnitten Das
Blut (etwa 10 ml aus Ratten und 1 ml aus Mausen) wurde in 15 ml Falkonréhrchen
gesammelt. Das Gefalssystem wurde durch Herzpunktion noch mit 1 ml CGA gesplilt.
Die Blutsuspension wurde abzentrifugiert (1.300 g, 10 min, 4°C) und nachdem das
Serum mittels einer sterilen Pasteurpipette abgenommen wurde, wurden die im buffy
coat enthaltene Trypanosomen in 2 ml CGA resuspendiert. Wenn notwendig, wurde zur
weiteren Aufreinigung der Trypanosomen aus dem Blut eine Anionenaustausch
Chromatographie durchgefiihrt. Da die Trypanosomen auf Grund der VSG-Molekile
bei pH 8,0 ungeladen sind, kdnnen sie von den negativ geladenen Blutzellen getrennt
werden. Nach der Aquilibrierung der DEAE-Cdllulose (5 ml) mit 25 ml katem
Separationspuffer wurde den buffy coat auf die Saule aufgetragen. Der Durchlauf der
Trypanosomen erschien nach Spilen der Saule mit Separationspuffer. Die dadurch
erhaltere Trypanosomen Suspension wurde wieder abzentrifugiert und in Medium

aufgenommen.

2.2.2. Herstellung von Stabilaten

Zur Herstellung von RattenStabilaten wurde das CGA-Blut-Gemisch aus einer
Ratte mit einer Parasitdmie vonca 5 x 10® Trypanosomen pro ml im Verhdtnis 1:1 mit
eisgekiihlten  Einfriermedium  vermischt  (Endkonzentration ca 1-2 x 108

Trypanosomen/ml) und in 0,5 ml- Aliquotsauf Kryorohrchen verteilt.
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Zur Produktion der Blutform-Stabilate wurde der buffy coat in 4 ml CGA, 6 ml
Blutformmedium und 2 ml Vetrer®200 aufgenommen. Die Dichte der Trypanosomen
Suspension wurde mittels einer Zéhlkammer nach Neubauer (Tiefe 0,02 mm) bestimmt
und mit Blutformmedium bei 2 x 10® Trypanosomen/ml eingestellt. Folgend wurde
diese Suspenson 1:1 mit Einfriermedium gemischt und in 0,5 ml-Aliquots auf
Kryoréhrchen aiquotiert. Alle Schritte wurden auf Eis durchgeftihrt. Anschlief3end
wurden die Ratten Stabilate sowie die Blutform Stabilate in Styrophorschachtel 1 h
bei -20°C und Uber Nacht bel -70°C abgekihlt und am néchsten Tag in fllssigen
Stickstoff gestelit.

2.2.3. Axenische Kultivierung von Blutform-Trypanosomen

Zur Kultivierung von Blutform-Trypanosomen wurden Stabilate (Blutform:
Stabilate) verwendet. Die Stabilate wurden rasch unter warmem Wasser aufgetaut, 10
ml kaltem Blutformmedium zugegeben und bei 1.500 g (5 min, 4°C) abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Zdlpelet in ca 0,5 ml Blutformmedium
aufgenommen Nachdem die Zelldichte festgestellt wurde, konnten die entsprechenden
Volumina dem vorgewarmten Kulturmedium zugegeben werden, so dass sich eine
Zelldichte von2 x 10° Zellen/ml ergab (Vorkultur). Die Vorkultur wurde in einem CO,-
Brutschrank etwa 16 h bei 37°C inkubiert bis sie eine Zelldichte von ca. 8 x 10°
Zellen/ml erreichte. Zum Ansetzen der jeweiligen Experimente wurde de Vorkultur
erneut auf 2 x 10° Zellen/ml mit Blutformmedium herunter verdiinnt. Die Zellen wurden
taglich zweimal gezahlt. Je nach Serum- Typ erreichen die Trypanosomen in Kultur bis
zu 4 x 10° Zellen/ml innerhalb von 30-36 h, bevor sie in die stationére Phase eintreten

und dann zu Grunde gehen.
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2.2.4. Transformation der Blutform von Trypanosoma brucel zur prozyklischen

Form

Zur Transformation der frisch isolierten Blutformen zur prozyklischen Formen
wurden die Zelen direkt in MEM-Transformationsmedium dberfuhrt. T25-
Kulturflaschen mit 10 ml Medium wurden mit einer Zelldichte von 1 x 10° Zellen/ml
angeimpft und bei 27°C inkubiert. Innerhalb von 2 Tagen erfolgte die Transformation
zu einer homogenen Population an prozyklischen Formen. Die Trypanosomen konnten
dann in Prozyklischesmedium Uberfihrt werden (Hamm et al., 1990). Etablierte
Prozyklische-Kulturen zeigten eine Generationszeit von 15 h und konnten eine
maximale Zelldichte von 2 x 10° Zellen/ml erreichen. Fir die Herstellung von
Prozyklische-Stabilaten wurden die Trypanosomen aus der logarithmischen Phase
genommen, zu ener Zeldichte von 2 x 10° ZelleWml mit frischem
Prozyklischesmedium eingestellt und mit Einfriermedium 1:1 gemischt. Die Lagerung
der Prozyklische-Stabilate erfolgte wie bel Ratten und Blutform Stabilaten.

2.2.5. Invitro Kultivierung der prozyklischen Form

Zur Kultivierung von prozyklischen Trypanosomen wurden ebenfalls wie bel
der Blutform Stabilate (Prozyklische-Stabilaten) verwendet. Nach Auftauen
Abwaschen und Zeldichtebestimmung des Stabilates wurden die verschiedenen
Kulturen in Prozyklischesmedium auf 2 x 10° Zellen/ml angesetzt und bei 27°C im
Brutschrank kultiviert. Um sténdig Uber eine Prozyklische-Dauerkultur zu verfigen,

wurde die Kultur routineméRig wochentlich auf 2 x 10* Zellen/ml subkultiviert.

2.2.6. Kultivierung der Microtus montanus Fibroblasten
Die Microtus Zellen wurden aus den im flissgem Stickstoff gelagerten

Stabilaten zur Kultivierung von pleomorphen Trypanosomen gewonnen Nach
Auftauen, Abwaschen und Zelldichtebestimmung des Stabilates wurde die Kultivierung
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in Blutformmedium durchgefiihrt. Die Kulturen wurden auf 1 x 10° Zellen/ml angesetzt
und in einem CO,-Inkubator bei 37°C kultiviert. Die Fibroblasten setzen sich auf dem
Boden ab und innerhalb von 2-3 Tagen wachsen sie zu einem geschlossenen Zellrasen
heran. Das Medium musste alle 3 Tage gewechselt werden, um die Nahrungsstoffe zu
erneuen. Wochentlich wurden die Kulturen trypsiniert und ausgezéhit. Die absterbenden
Zellen wurden durch Féarbung mit Trypanblau (0,04%) erkannt und nicht fir die neue
Kultur berticksichtigt. Anschliefend wurde die Zelldichte auf 1 x 10° Zellen/ml erneut
eingestellt. Ohne Mediumwechsel sind die Fibroblasten etwa 8-10 Tage in Kultur stabil.

2.2.7. Trypsinierung von MEF Kulturen

Zur Subkultivierung von MEF-Zellen mussten sie durch Behandlung der Kultur
mit Trypsin aus dem Boden herausgenommen werden. Nach einer Woche Wachstum
wurde das Medium entfernt und die Zellen 2 min mit Earle's balanced salt solution
(EBSS) gewaschen. Die Fibroblasten wurden durch 15-20 min Inkubation mit 15 ml
Trypsin-L6sung (siehe 2.1.5.4.) bei 37°C von der Kulturflasche abgeldst. Sobald die
Zellen sich vereinzelten, wurde die Reaktion durch Zugabe von 3 ml Trypsin-Inhibitor-
L6sung (siehe 2.1.5.4.) gestoppt. Die Zellsuspension wurde dann abzentrifugiert (500 g,

10 min) und das Pellet in Blutformkulturmedium aufgenommen.

2.2.8. Kultivierung vom pleomor phen Trypanosomen Stamm AnTat 1.1.

Zur Erreichung des Zellwachstums vom pleomorphen Trypanosomen Stamm
AnTat 1.1 wird ein bestimmtes Medium mit einer festen Matrix (Methylcellulose)
bendtigt (Vassella und Boshart, 1996). Sie kénnen jedoch in nicht axenischen K ulturen
kultiviert werden Die hier durchgefihrten Experimente mit pleomorphen
Trypanosomen wurden entweder auf Microtus Fibroblasten durchgefihrt oder sie
wurden in Blutformmedium mit den verschiedenen Substanzen inkubiert. Die
pleomorphen Trypanosomen wurden aus der Maus isoliert, nachdem die Tiere mit 5 x

10° Trypanosomen infiziert wurden. Eine Maus Infektion kann mehrere Monate dauern.
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Es bildet sich im Blut das typische wellenformige Verhalten der Parasitdmie, wobei eine
proliferierende Phase mit einem hohe Anteil an long sleder Formen (LS) und eine
stationare Phase, von short stumpy Formen (SS) dominiert, zu erkennen ist. Die
Parasitamie wurde mindestens ale 3 Tage durch Blutentnahme bestimmt und die LS
und SS-Morphologie durch Giemsa Farbung unterschieden. Die Isolierung wurde unter
Sterilitdtsbedingungen wie beschrieben (siehe 2.2.1.) ausgefiihrt. Die Kulturen wurden
parallel auf Fibroblasten-Kultur und in Blutformmedium mit 4 x 10° Trypanosomen/m
gestartet.

2.2.9. Untersuchung der Wirkung von verschiedenen Substanzen auf das

Wachstum von Trypanosoma brucel unter in vitro Kultivierung

Fir diesen Zweck wurde die Vorkultur auf 2 x 10° Trypanosomen/ml verdiinnt
und zum Zeitpunkt null die verschiedenen Substanzen zugegeben. Die Kulturen wurden
zweimal téglich ausgezahit bis alle Zellen abgestorben waren. Zusétzliche Experimente
wurden mit Zellen aus der stationéren Phase durchgeftihrt. In diesem Fall fand keine
Behandlung zum Zeitpunkt null statt, sondern die Zellen wurden bis zum Erreichen der
stationéren Phase kultiviert, die Zelldichte auf 3 x 10° Trypanosomen/ml eingestellt und
dann mit den jeweiligen Substanzen behandelt. Die Kontroll-Kulturen wurden immer

mit der hochsten Konzentration des Ldsungsmittels inkubiert.

2.2.10. Bestimmung der halbinhibitorischen Konzentration (1Csp) (nach Bodley et
al., 1995)

Zur Bestimmung der ICsp wurde ein Cytotoxizitétsassay durchgefihrt. Dazu
wurde aus einer konzentrierten Stammlésung vom jeweiligen Wirkstoff eine
Konzentrationsreihe angesetzt. Die Trypanosomen aus der Vorkultur wurden auf 2 x
10° Zellen/ml mit frischen Blutformmedium ohne Phenolrot verdiinnt und 199 pl dieser
Suspension in einer 96-well- Platte pipettiert. Dazu wurde 1 pl der entsprechenden
Konzentration pro well zugegeben und 24 h in einem CO»-Brutschrank bel 37°C
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inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde zu jedem well 20 pl Lysepuffer (siehe
2.1.5.10.) mit p-Nitrophenyl-Phosphat gegeben um die Saure-Phosphatase-Aktivitét der
Uberlebenden Zellen zu messen. Die Inkubation wurde 6 h bei 37 °C weltergefthrt und
anschliefiend die Extinktion des Nitrophenols bei 405 nm gemessen. Die
Extinktionswerte sind direkt proportional zu der Zelldichte. Jede Konzentration wurde
as Quadruplikat getestet.

2.2.11. Proliferationsassay mit methyl->H-Thymidin

Zur Ermittlung der DNA-Synthese-Rate wurden Trypanosomen 24 h mit den
verschiedenen Substanzen behandelt. Daraufhin wurde 1 ml der entsprechenden Kultur
entnommen, in en steriles Eppendorfgefad Uberfihrt und 30 s bel 13000 rpm
abzentrifugiert. Dann wurden 750 pl des Uberstandes verworfen und die Zellen in den
restlichen 250 pl resuspendiert. Jeweils 200 pl der entsprechenden Trypanosomen
Suspensionen wurden dann auf eine 96-well- Platte aufgetragen und mit 2 uCi Methyl-
3H-Thymidin pulsiert, bevor es fir weitere 4 h bei 37 °C inkubiert wurde. In ein
Eppendorfgefald wurden 150 pl von jeder Probe Uberfihrt und mittels Zentrifugation (30
s, 13000 rpm) zweima mit TDB-Puffer gewaschen. Um das in die DNA inkorporierte
Methyl-*H-Thymidin freizusetzen, wurden die Zellen mit 100 pl SDS (5%) lysiert.
Anschlief3end wurden die Proben in Szintillationsgefal3e pipettiert und 2,5 ml Ultima

Gold zugegeben. Die Radioaktivitét wurde im Flissigszintillationszahler gemessen.

2.2.12. Transmissions- (TEM) und Scanning- (SEM) Elektronenmikroskopie

Fur die Untersuchung der Zell Morphologie durch TEM und SEM wurden die
Zéellen bis zum Entwaésserungsschritt (100% Ethanol) nach dem gleichen Protokoll
prapariert. Danach wurden die Zdlen fur die SEM auf einen Trager gespottet,
beschichtet und im Arbeitskreis von Prof. Bardele vorbereitet. Fir die TEM wurdendie
Zellenin EPON eingebettet.
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Zur Préparation wurden 1 x 108 Trypanosomen verwendet. Die Zellen wurden
zweimal in TDB gewaschen, bevor sie in 0,5 ml Fixierlosung 1 h bel 4°C fixiert
wurden Nach diessr Zeit wurden die Zellen dreimal in Cacodylat-Puffer (1x)
gewaschenund 1 hin 0,5 ml 1,5%igem Osmiumtetroxid bei 4°C inkubiert. Erneut
wurden die Zellen einmal mit Cacodylat-Puffer (1x) und dreimal mit H,O bidest.
gewaschen Danach erfolgte eine Inkubation mit 0,5% Uranylacetat (0,5 ml) 1 h bei RT.
Der folgende Waschschritt wurde mit H,O bidest. ausgefihrt. Zur Entwasserung der
Zellen wurde eine aufsteigende Reihe von Ethanol-L6sungen (jeweils 1 ml) verwendet.
Die Zellen wurden jeweils 5 min in jeder Lésung (50%, 70%, 95% und 100% Ethanol)
entwassert. Die Entwasserung in 100% Ethanol wurde dreima wiederholt. Das Ethanol
wurde durch dreimaliges Inkubieren mit Propylenoxid ausgetauscht, bevor es zur
Einbettung der Prgparation kam. Die Einbettung wurde mittels dem Epoxidharz Epon
812 vorgenommen (Luft, 1961). Dazu wurden die Proben Schritterweise in einem
Epon Propylenoxidgemisch (1:1, 60 min, RT) inkubiert, dann mit reinem Epon
infiltriert (60 min, RT) und schlieRlich in Beent®-Cups uberfiihrt. Die Polymerisation
erfolgte 12 hbei 45°C und anschlief3end 24 h bei 60°C. Alle Schritte wurden mit 1 ml
Flussigkeit in Eppendorfgefalen durchgefuhrt. Zum Wechseln der Losungen wurden
die Zellenjeweils 30 s in einer Beckman Microfuge B abzentrifugiert (13.000 g, 30 s,
RT).

Die eingebetteten Zellen wurden mit einem LKB 11800 Pyramitone® zu
Trapezen (ca. 0,5 mm Basidange) getrimmt und mit einem Ultramikrotom OM U3
(Reichert) geschnitten Die Ultradiinnschnitte wurden mit Kupfernetzchen aufgefischt.

Zum Kontrastieren der Schnitte wurden die Netzchen (Schnitte nach unten) auf
einen 50 pl 5%igem Uranylacetat-Tropfen 60 min bel RT gesetzt (Lewis und Knight,
1977). Die Netzchen wurden mit H,O bidest. gewaschen. Anschlief3end wurden sie45 s
bei RT in eine Bleicitratlosung getaucht, wieder gewaschen und getrocknet, bevor sie
am Elektronenmikroskop eingeschleust wurden.

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden an einem Zeiss EM
109 Transmissions-Elektronenmikroskop mit TFP-Grof3bildkamera oder an einem
Rasterel ektronenmikroskop durchgeftihrt. Fir die Aufnahmen wurde der Negativfilm
Kodak Plus-X-Plan 120 (125 ASA, 60 x 70 mm) verwendet.
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2.2.13. Immunfluor eszenz

Um die Immunfluoreszenz auszufilhren, wurden 2-4 x 10° Zellen pro Probe
zweima mit HBS-Puffer gewaschen und in 0,2 ml HBS resuspendiert. Die Zellen
wurden durch Zugabe der Fixierungslosung 2 h auf Eis fixiert. Nach der Fixierung
wurden die Zellen 45 sin einer Beckman Microfuge E abzentrifugiert und das Pellet in
1 ml PBS gewaschen. Dann efolgte eine 15 minInkubation in 0,5 ml
Neutralisierungspuffer, bevor der Permeabilisierungspuffer (0,5 ml) zugegeben wurde.
Die Permeabilisierung dauerte genau 5 min. Danach wurden die Zellen in 0,5 ml
PBSBSA gewaschen und in 100 pl der entsprechenden Verdinnung des ersten
Antikorpers 1h bel 4°C inkubiert. Der darauffolgende Waschschritt wurde mit 1 ml
PBS/BSA durchgefihrt. Die Inkubation mit dem zweiten Antikorper erfolgte fur 1 h
bei 4°C im Dunkeln. Die Antikérper wurden jewells in frischem PBS/BSA verdinnt.
Anschlief3end wurden 0,5 pl Bisbenzimid- Stammlésung zugegeben und weitere 5 min
inkubiert. Die Zellen wurden einma mit 0,5 ml PBS/BSA, dann mit PBS und zum
Schluss mit H,O dest. gewaschen, bevor etwa 5 x 10° Zellen pro Feld auf den
Immunobjekttrager aufgetragen und getrocknet wurden.

Die Auswertung fand an einem Olympus BH2 Fluoreszenzmikroskop,
ausgestattet mit einer ColorView12 Digitalkamera und der analySIS-Software von Soft
Imaging System GmbH (Minster), statt.

2.2.14. TUNEL-Test

Zum Nachweis von Strangbriichen in der DNA wurde das in situ cell death
detection Kit von Roche verwendet. Ein modifiziertes Protokoll nach Madeo et al.,
1997 wurde durchgefihrt. Die Zellen wurden wie bel der Immunfluoreszenz mit 4%
Formaldehyd fixiert und nacheinander 2x in HBS- Puffer und 2x in 1% BSA/H,0O
gewaschen Danach wurden 5 x 10° Zellen pro Feld auf den Immunobjekttrager
aufgetragen und getrocknet. Nachdem die Zelen 2x mit PBS gewaschen wurden
wurden sie mit einer 0,3%igem H»O2-Losung (siehe 2.1.5.8.) 30 min in einer feuchten

Kammer inkubiert. Nach dieser Zeit wurde der Objekttrager mit PBS gewaschen und
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getrocknet, bevor die Zellen fir genau 2 min mit Permeabilisierungslésung behandelt
wurden. Die Prgparation wurde zwel weitere Mae mit PBS gewaschen und
anschlieffend getrocknet. Darauf erfolgte eine Inkubation fur 1 h bei 37°C mit 10 pl
TUNEL-Resktionsreagenz pro Feld in einer feuchten Kammer. Die Proben wurden
danach zweimal mit PBS gewaschen und 10 pl Converter-POD pro Feld zugegeben
Die Inkubation erfolgte fir 30 min. Vor der Entwicklungsreaktion wurde der
Objekttréger dreimal mit PBS gewaschen. Fir die Farbung wurden 30 pul DAB-
Substrat- Losung pro Feld pipettiert und far 10 min bei RT entwickelt. Anschlief3end
wurde der Objekttrager gewaschen und getrocknet, die Zellen in Gelatine eingebettet
und am Mikroskop ausgewertet. Fur die Auswertung wurden mindestens 100 Zellen
gezahlt.

2.2.15. Farbung mit M onodansylcadaverin

Monodansylcadaverinist ein Fluoreszenz-Farbestoff, der spezifisch Autophagie-
Vakuolen férbt (Biederbick et al., 1995). Fur den Nachweis dieser Vakuolen wurden 1 x
10° Trypanosomen in Blutformkulturmedium mit 10 pM Monodansylcadaverin fir 30
min bei 37°C inkubiert. Anschlief3end wurde durch ein dreimaliges Waschen mit TDB-
Puffer der nicht in die Vakuolen inkorporierte Farbstoff entfernt. Die Beurteilung der

Farbung wurde an eéinem Olympus BH2 Fluoreszenzmikroskop durchgefthrt.

2.2.16. Farbung des Mitochondriums mittels TMRE

Zur Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials wurde der Farbestoff
Tetramethylrhodaminester (TMRE) verwendet. Dazu wurde 1 pl von der TMRE-
Stammlésung (25 pM, in KO dest.) zu Iml Kultur (mit 1 x 10° Zellen/ml) zugegeben
und fir 30 min unter normalen Kulturbedingungen inkubiert. Nachfolgend wurde die
Zélsuspension in FACS-Rohrchen Uberfuhrt und die Fluoreszenz der Iebenden Zellen
in einem Durchflusszytometer (FACSCdibur) im roten Kanal gemessen. Die
Auswertung wurde mit der CellQuest-Software durchgefiihrt. Die Farbung kann auch
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am Fluoreszenzmikroskop beobachtet werden. Rir die Quantifizierung ist jedoch das
Zytometer notwendig.

2.2.17. Annexin-V-Farbung

Fir den Nachwels von Phosphatidylserinr  Exposition wurde die
Bindungsfahigkeit von Annexin-V an diesem Molekil ausgenttzt. Hierzu wurden 500
ul Trypanosomensuspension (Zelldichte ~ 2-3 x 10° Zellen/ml) eéinma mit Annexin-V-
Puffer (sehe 2.1.3.14.) gewaschen. Das Zellpellet wurde in 50 ul Farbelsung (siehe
2.1.3.14.) resuspendiert und 15 min auf Eis gestellt. Bevor die Zellen am
Durchflusszytometer gemessen wurden, wurden 450 pl Annexin-V-Puffer pro Probe
zugegeben. Diese Doppelfarbung mit Propidiumjodid diente fur die Ausschliefsung von
Nekrose, da dieser Farbstoff nur nekrotische Zellen féarbt. Die Annexin-V- Fluoreszenz
wurde im grinen Kanal des Zytometers gemessen. Da das Emissionsspektrum der
Propidiumjodid- Fluoreszenz sehr breit ist und in den griinen Kanal eindringen kann,
war eine elektronische Kompensation des Gerétes erforderlich, um die Uberlappung der

zwel Fluoreszenzen zu vermeiden.

2.2.18. Farbung mit Propidiumjodid zur Analyse des DNA-Gehaltes

Zur Detektion von niedrigem DNA-Gehalt aufgrund von Degradationsprozessen
wurde eine Propidiumjodid- LoOsung verwendet. Je Kultur wurde 1 ml in
Eppendorfgefale Uberfuhrt und mit PBS einmal gewaschen. Das Zellpellet wurde dann
in 100 pl Lysepuffer plus 1 pl Digitonin- Stammldsung (siehe 2.1.3.14.) aufgenommen
und 30 min auf Eis gestellt. Nach dieser Zeit wurden 100 pl Farbeldsung
(Propidiumjodid 20 pg/ml, in PBS) zugegeben. Die Proben wurden in FACS-Rohrchen
Uberfuihrt und anschlief3end im roten Kanal gemessen. Gleichzeitig wurde damit die
Analyse des Zellzyklus durchgefiihrt, da durch diese Methode die verschiedenen Phasen
des Zellzyklus erkannt werden konnen.
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2.2.19. Bestimmung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) mittels DCFH-DA

(Dichlor odihydrofluor escein Diacetat)

Fur diesen Zweck wurden die Zellen mit dem nicht fluoreszierenden Farbstoff,
Dichlorodihydrofluoresceindiacetat (DHFH-DA) behandelt. DCFH-DA besitzt zwel
Acetat-Gruppen und ist deshalb zellpermeabel. Allerdings werden die Acetat-Gruppen
intrazellulér durch Esterasen gespaltet und dadurch das Molekil unpermeabel gemacht
(DCFH). Wenn die Zelle intrazellulére Sauerstoffspezies (ROS, reactiv oxygen species)
enthdlt, wird DCFH zum Fluoreszenz-Farbstoff DCF oxidiert. Trypanosomen Kulturen
wurden 1h bei 37°C mit 10 uM DCFH-DA inkubiert. Dann wurden 500 pl der Kultur in
FACS-Rohrchen zur Messung Uberfuihrt. Die Fluoreszenz der Zellen wurde im griinen
Kanal bestimmt.

2.2.20. Farbung des Kernes und der Kinetoplast mittels DAPI

Das 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) verflgt Uber eine hohe Sensibilitat
zur Detektion von Nukleinsdure. Nach dem Waschen der Zellen mit TDB-Puffer
wurden sie auf einem Objekttréger mit eiskaltem Methanol fixiert und getrocknet.
Danachwurde die DAPI- Farbelésung (1 pg/ml in H,O dest.) aufgetropft und 5 min bei
RT in Dunkel inkubiert. Anschlieflend wurde den Objekttrager mit H,O dest.
gewaschen und getrocknet, bevor am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet wurde. Die
Auswertung erfolgte an einem Olympus BH2 Fluoreszenzmikroskop, ausgestattet mit
einer ColorView12 Digitalkamera und der analySI S-Software von Soft Imaging System
GmbH (Mnster), durch Auszahlung von Kinetoplasten und Kernen aus mindestens 100
Zellen.
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2.2.21. Extraktion und Dunnschichtchromatographie (DC) von Prostaglandinen

Zur Untersuchung der Metabolisierung von Prostaglandinen wurde die
Dunnschichtchromatographie angewendet. Das Blutformmedium wurde mit den
verschiedenen Prostaglandinen bei 37°C inkubiert. Vor der Extraktion wurde der pH-
Wert der Proben mit HCl auf pH 4,0 eingestellt. Fur die Prostaglandin-Extraktion
wurden dann die angesauerten Proben mit Ethylacetat (Ethylacetat-Probe Verhdtnis
2:1) im einem Scheidetrichter stark geschittelt und dieser dann ruhen gelassen Nach
einer Wartezeit von etwa 2 min waren die wasserige Phase und die Ethylacetat-Phase
deutlich erkennbar und gut getrennt. Die Ethylacetat-Phase wurde in ein Falkon Rohr
Uberfihrt und die wasserige Phase noch mal wie vorher extrahiert. Das gesamte
extrahierte Volumen wurde in der SpeedVac getrocknet. Die Pellets wurden in 50 pl
eiskaltem Ethanol aufgenommen und mindestens 30 min auf Eis gestellt. Das
Laufmittel fur die Dunnschichtchromatographie wurde 2 h vor dem Lauf angesetzt und
in der zugedeckten Chromatographie Kammer bei -20°C stehen gelassen Unter einem
Luftstrom wurden 10 pl pro Probe auf die DC-Platte (Kieselgel 60F Platten; 20 x 20
cm) aufgetragen und direkt in die Chromatographie- Kammer hineingestellt. Nach 45
min wurde die Platte getrocknet, kurz in das Farbereagenz getaucht und bei 120°C 10
min entwickelt. Die Detektion der Prostaglandine wurde unter einer Fluoreszenzlampe
bei 224 nm durchgefihrt.

2.2.22. Bestimmung der PGD,-Abnahme durch HPLC

Zur Bestimmung der PGD,-Abnahme wurde [*H]-PGD, verwendet. Das
radioaktive Prostaglandin wurde mit kalten PGD, gemischt und im Kulturmedium
inkubiert. Nach verschiedenen Inkubationszeiten (0, 12, 24 h) wurden die
Prostaglandine aus der Probe (2 ml) mit 4 ml Ethylacetat (1:2, v/v) dreimal extrahiert.
Die organischen obere Phasen wurden vereinigt und in der SpeedVac getrocknet. Die
Proben wurden in Ethanol resuspendiert, bevor sie auf die HPLC Saule injiziert wurden.
Hierbei wurde ein modifiziertes Protokoll nach Haberl durchgefiihrt (Haberl et al.,
1998). Die Prostaglandine wurden mit einer C18 Hypersil Saule (4,6 x 250 mm; 5 um
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Teilchen; Grom, Deutschland) und C18 Hypersil Vorsaule getrennt. Die mobile Phase
bestand aus Acetonitril, Wasser und Essigsdure (40:60:0,1). Der pH-Wert der mobilen
Phase wurde mit Ammoniumhydroxid auf pH, 4,0 eingestellt. Die Flussrate war 1
mi/min und das Probevolumen 100 pl. Die Prostaglandine wurden durch liquid
scintillation counting detektiert und durch Comigration mit nicht markierten Standards

bel 190 nm identifiziert.

2.2.23. Trennung und Identifizierung der PGD,-Metabolite durch Liquid
Chromatographieund Elektrospray lonisation/M asse Spektrometrie (LC-ESI/MYS)

Zur Anayse des PGD,-Metabolismus wurde dieses Prostaglandin im
Kulturmedium bel 37°C inkubiert. Nach verschiedenen Inkubationszeiten (O, 20, 40 h)
wurden die Prostaglandine aus der Probe (2 ml) mit 4 ml Ethylacetat (1:2, v/v) dreimal
extrahiert. Die organischen obere Phasen wurden vereinigt und in der SpeedVac
getrocknet. Vor der LC-ESI/MS Anadyse wurden die Proben, die in 50 ul
Acetonitril:Methanol (65:35, v/v) aufgenommen waren, 1:10 (v/v) mit 10 mM
Triethylamin verdinnt und davon wurden 10 ul direkt in die Saule injiziert. LC wurde
auf eine 0.5 x 50-mm Saphire 110 C18 (5 um) Saule (Grom, Herrenberg, Germany)
gebunden an einem HP1100 capillacy HPLC System (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany). Die nmobile Phase A und B waren 10 mM Triethylamin in
Wasser bzw. 65:35 (v/v) Acetonitril:Methanol. Die Proben wurden durch einen
Gradient getrennt: 0-5 min 10% von der mobilen Phase B, und 5-30 min 10-40% von
der mobilen Phase B bel einer Flussrate von 15 pl/min. Der Ausgang der Sdule war
direkt gekoppelt mit der Elektrospray-lonization-Quelle vom Esguire 3000plus lonen
Fale Masse Spektrometer (Bruker-Daltonics, Bremen, Germany). Der Masse
Spektrometer wurde in negative lon Mode gehandhabt. Die folgenden Parameter
wurden eingestellt: Temperatur des trocknen Gases (6 |/min), 275°C; Druck, 20 Psi;
Elektrospray Spannung, + 3000 V; hochste Akkumulationszeit, 200 msec. Die Masse-
Spektrawurden im Bereich 150-750 m/z genommen
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2.2.24. Bestimmung der Albuminbindung von Prostaglandin D,

Die Bindung von Prostaglandin I» an das Albumin des Kulturmediums wurde
durch ein modifiziertes Protokoll nach Olsen gemessen (Olsen et al., 2004). Dafur
wurden Centricon Y10 Filter und radioaktives *H-Prostaglandin D, verwendet. Das
Blutformmedium wurde 1 hbel 37°C mit verschiedenen PGD,-Konzentrationenin den
Centricon Y 10- Filterninkubiert. Anschliefsend wurden die Proben 15 min bei 8000 g,
4°C in ener Mikrozentrifuge (Biofuge A, Heraeus) abzentrifugiert. In
Szintillationsgefalie, die bereits mit 2,5 ml Ultima Gold- Lésung gefullt waren, wurden
100 pl des Filtrats zugegeben und die Radioaktivitdt im Fllssigszintillationszéhler
gemessen

2.2.25. Bestimmung des Sauer stoffver brauchs

Dazu wurden 3 x 10" Trypanosomen zweimal mit eiskaltem Elektrodenpuffer
gewaschen, dann in 60 pl des selbem Puffers aufgenommen und auf Eis gestellt. In eine
thermostatisch kontrollierte (25°C) Kammer wurden 350 pl Phosphatpuffer pipettiert.
Die Kammer war mit einer Sauerstoffelektrode vom Clark-Typ ausgestattet. Nach der
Stabilisierung des Sauerstoffgehalts im Puffer wurden 20 pl der Trypanosomen
Suspension in die Kammer gespritzt und der Sauerstoffverbrauch in den néchsten 10
min registriert. Die Hemmung der Zellatmung wurde durch Zugabe von 500 pM
Salicylhydroxamsaure (SHAM) erreicht.

2.2.26. SDS-PAGE Gedeund Western Blot Analyse

Zur Herstellung der Gele wurden alle Komponenten mit Ethanol grtndlich
gereinigt und montiert. Das Trenngel und das Sammelgel wurden nach dem folgendem

Pipettiertschema hergestellt. Die Polymerisierungszeit betragt ca. 30 min fir jedes Gel.
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Fur 8 Mini-Gele (10%ig) (8x10 cm) Trenngel Sammel gel
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 15,2 ml 4ml
Aqua bidest. 13,2 ml 16,8 ml
10% SDS in HO dest. 456 pl 240
IM Trig HCI Puffer; pH 8,8 17,2 ml -
IM Trig HCI Puffer; pH 6,8 - 3ml
10% Ammonium-peroxodisulfat (APS) 156 120 ul
TEMED 48l 24l

Die Trypanosomen wurden in enem hypoosmotischen Puffer mit
Proteaseinhibitoren lysiert und auf Eis gestellt. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration wurde nach Bradford vorgenommen Die Vorbereitung der Proben
erfolgte nach Zugabe von Probepuffer und 5 min Kochzeit bei 100°C. Darauf wurde das
fur 10 pg entsprechende Proteinvolumen auf jede Tasche aufgetragen und die
Elektrophorese bei 200 V vollzogen Das System wurde mit einem Leitungswasserfluss
gekuhlt. Nach 45 min wurde der Lauf beendet und das Gel konnte geféarbt oder geblottet
werden. Flr den Western Blot wurden 3 Lagen Whatman-M 3-Papier mit Transferpuffer
befeuchtet und auf die Anodenplatte gelegt. Darauf wurde die Immobilonmembran
gelegt, welche zuvor kurz in Transferpuffer getaucht wurde. Auf die Membran wurde
das Gel und 3 weitere mit Transferpuffer befeuchteten Whatman-M3-Papier hingelegt.
Der Transfer wurde mit einer Spannung von 20 V durchgefthrt. Nach 1 h wurde die
Membran in blocking-Losung tber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach funfmaligem
Waschen der Membran erfolgte 1 h Inkubation mit der entsprechenden Verdinnung des
ersten Antikorpers. Folgend wurde die Membran mit PBS/Tween gewaschen und mit
dem zweiten Antikorper 1 h bei RT inkubiert. Anschlief3end wurde die Membran mit
AP-Puffer gewaschen und die Farbel 6sung zugegeben. Die Entwicklung wurde mit PBS
gestoppt.
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3 Ergebnisse

3.1. Untersuchung des in vitro Effektes von Prostaglandinen auf das

Zellwachstum monomorpher Trypanosomen

Die Entdeckung eines erhohten PGD,-Spiegels im Liquor cerebrospinalis fiihrte
zu der Vermutung, dass der Wirt infolge der Infektion eine gesteigerte PG-Produktion
durchfiihrt (Pentreath et al., 1990). Frithere Arbeiten in unserem Labor zeigten aber
iiberraschenderweise, dass Trypanosomen Prostaglandine auch unabhédngig vom Wirt in
in vitro Kulturen aus Arachidonsdure produzieren (Kubata et al., 2000; 2002).
Wenngleich hier vermutlich eine positive Beeinflussung der Umgebungsbedingungen
durch den Parasiten im Vordergrund steht (Immunsuppression, Schlafinduktion etc.),
sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, ob die sezernierten PGs im Sinne
einer parakrinen oder endokrinen Regulation auch den Parasiten selbst beeinflussen und

vielleicht sogar die Differenzierung beeinflussen.

3.1.1. Wachstumshemmung von  monomorphen  Trypanosomen  durch

Prostaglandine

Trypanosomen produzieren hauptséchlich Prostaglandin F,,, E, und D,, wenn
sie mit Arachidonsdure inkubiert werden. Es wurde bereits publiziert (Kubata et al.,
2002, Rawer, 2004), dass verschiedene Stadien des Parasiten unterschiedliche
Prostaglandine produzieren. Long slender Formen synthetisieren vor allem
Prostaglandin F,,, das jedoch kaum freigesetzt wird und im Cytoplasma der Zelle
verbleibt, wo es mdglicherweise eine Funktionen als Proliferationsfaktor erfiillt
(Jimenez et al., 1983; Sauane et al., 2000). Dagegen wird Prostaglandin D,
hauptsdachlich von der short stumpy Form synthetisiert und ins Medium sezerniert.
Diese unterschiedliche Prostaglandin-Produktion der einzelnen Trypanosomen-Formen
konnte von physiologischer Bedeutung sein, die vermutlich Funktionen sowohl fiir das

Uberleben im Wirt als fiir den Parasiten selbst besitzt. Zur Untersuchung der
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Prostaglandin-Effekte auf die Blutformen des monomorphen Stammes MITat 1.2
wurden Kulturen mit verschiedenen Konzentrationen von PGD,, PGE, und
PGF,, inkubiert. Dabei induzierte PGD, eine Hemmung des Zellwachstums, das
abhingig von der eingesetzten Konzentration war. Bei Konzentrationen unter 5 pM
wuchsen die behandelten Trypanosomen bis zu 12 h wie die Kontroll-Zellen, gingen
danach aber rasch in die stationire Phase iiber und starben dann etwa einen Tag frither
als die Kontrollen (Abb. 3.1.). Im Gegensatz dazu zeigte die Zugabe von PGE, und
PGF,, zu Trypanosomen-Kulturen keine Inhibierung des Zellwachstums, selbst dann
nicht, wenn die Zellen mit Konzentrationen von 15 bzw. 20 uM inkubiert wurden (Abb.
3.1 B und C). Das spricht fiir einen spezifischen Effekt von PGD, auf die Blutform von
Trypanosoma brucei. Da der Effekt von PGD; bei der Kultivierung erst nach etwa 12 h
in Erscheinung trat, wurde durch Zugabe nach verschiedenen Inkubationszeiten getestet,
ob die Wirkung dieses Prostaglandins in Abhingigkeit vom Alter der Kultur zunahm.
Dabei zeigte sich, dass die Zellen um so sensibler reagierten, je dlter die Kultur war
(Abb. 3.1 D). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass Zellen aus der stationidren Phase
empfindlicher fiir PGD; sind, als Zellen aus der logarithmischen Phase.

3.1.2. Bestimmung der halbinhibitorischen Konzentration (ICs) von

Prostaglandinen

Um die genaue Hemmwirkung der von Trypanosomen produzierten PGs auf den
Parasiten zu analysieren, wurde ein Cytotoxizititstest durchgefiihrt. Dazu wurden
Trypanosomen fiir jeweils 24 h mit einer Konzentrationsreihe der Prostaglandine D», E;
und F,, inkubiert. AnschlieBend wurde die Aktivitdt der sauren Phosphatase in den
lebenden Trypanosomen spektrophotometrisch bestimmt. Dieser Test ist eine etablierte
Methode zur Erfassung der Uberlebensrate in Abhingigkeit von der Konzentration
toxischer Verbindungen (Bodley et al., 1995). Abbildung 3.2 zeigt die
Konzentrationsabhéngigkeit der zytotoxischen Effekte der verwendeten Prostaglandine
auf die Parasiten. Interessanterweise sind diese drei Verbindungen strukturell sehr
dhnlich: Prostaglandin F,, besitzt zwei Hydroxyl-Gruppen in der Position 9 und 11

seines Cyclopentanrings, wéihrend Prostaglandin D, und Prostaglandin E, isomere
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Abbildung 3.1. Wirkung von Prostaglandinen auf die Blutform in Kultur. A:
Hemmung des Zellwachstums mit verschiedenen PGD,-Konzentrationen. B:
Behandlung mit PGF,,. C: Inkubation mit PGE,. (® 2,5 uM; A 5 uM; ¥ 10 uM; O 15
MM; O 20 uM; B Kontrolle). D: Verhalten der Kultur nach der Zugabe 5 uM PGD, zu
verschiedenen Inkubationszeitpunkten.
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Molekiile sind, bei denen nur die funktionellen Keto- und Hydroxyl-Gruppen an C9 und
C11 vertauscht sind. Dennoch war der I1Csp-Wert von PGD, etwa 43 bzw. 54 Mal
niedriger als die ICso-Werte von PGE, und PGF,,. Diese Ergebnisse sprechen eindeutig
fiir einen spezifischen Effekt von PGD; auf die Blutform von Trypanosoma brucei und

schlieBen eine unspezifische Reaktion aufgrund seines hydrophoben Charakters aus.
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Abbildung 3.2. ICso von Prostaglandinen. Die ICso wurde nach 24 h Inkubation
mit PGF,,, PGE, und PGD, bestimmt.
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3.1.3. Bestimmung der Zellproliferation

Die oben beschriebenen Ergebnisse wurden auch durch einen unabhingigen
Proliferations-Assay bestitigt. Dazu wurde die Inkorporation von Methyl-[*H]-
Thymidin in neu synthetisierte DNA gemessen. Den Zellen wurde nach 24 h PG-
Behandlung jeweils 2 pCi/Feld Methyl-[’H]-Thymidin zugesetzt, dann wurden sie fiir
weitere 4 h bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen gewaschen, in einer 1%er
SDS-Losung lysiert, und einer Radioaktivititsmessung am Szintillationszdhler
zugefiihrt. Abbildung 3.3 zeigt deutlich, dass Prostaglandin D, eine starke Hemmung
der Proliferation induzierte. Dieser PGD,-Effekt war konzentrationsabhingig. Diese
Methode ergab eine Hemmung auf 50% bei 2,5 uM PGD,, was darauf hindeutet, dass
dieses Verfahren im Vergleich mit dem manuellen Auszéhlen der Kulturen mittels
Héamocytometer erheblich genauer ist. Im Gegensatz zu PGD, fiihrten PGE; und PGF;,,
auch hier zu keiner signifikanten Hemmung der Proliferation; sie fiihrten sogar zu
geringfiigig (aber signifikant) hoheren Werten als die unbehandelten Kontroll-Zellen.
Das spricht fiir eine schnellere Vermehrungsrate, was auch schon fiir andere Zelltypen

berichtet wurde (Jimenez et al., 1983; Sauane et al., 2000).

750+

500+

250+

Methyl-[3H]-Thymidine (CPM)

0-

Kontrolle

Abbildung 3.3. Bestimmung der zellularen Proliferation. Die Vermehrungsrate
wurde durch Messung der Inkorporation von Methyl-[*H]-Thymidin nach 24 h
Behandlung mit den verschiedenen Prostaglandinen bestimmt.
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3.2.  Wirkung von Prostaglandinen auf das Zellwachstum pleomorpher
Trypanosomen

Fir dieses Experiment wurde der Stamm AnTat 1.1 verwendet. Die
pleomorphen Trypanosomen wurden aus infizierten Méusen isoliert und entweder auf
Fibroblasten oder in axenischer Kultur mit den PG inkubiert. Der Zweck dieses
Ansatzes war die Isolierung einer Trypanosomen-Population aus infiziertem Blut, die
einen groBlen Anteil an long slender oder short stumpy Formen enthielt. Nach der
Infektion einer Maus wurde die Parasitimie regelmiflig durch Blutentnahme aus der
Schwanzvene kontrolliert. Dazu wurde die Morphologie der Parasiten durch Giemsa-
Féarbung eines Blutausstriches beurteilt. Die Isolierung der Parasiten erfolgte, wenn ein
hoher Anteil des jeweiligen Stadiums vorlag. Die Abbildungen 3.4 und 3.5 stellen den
Infektionsverlauf von zwei Méausen dar. Aus Maus A (Abb. 3.4 A) wurden slender
Formen isoliert (Slender Anteil: 70%). Dagegen bestand die Parasitimie in Maus B zum
Zeitpunkt der Priparation zu 97% aus der stumpy Form (Abb. 3.5 A). Die Abbildungen
zeigen zusitzlich die typische Morphologie von den aus den jeweiligen Méusen
isolierten Trypanosomen. Nach der Isolierung der Trypanosomen wurde zur Kontrolle
eine Transformation zur prozyklischen Fliegenform durchgefiihrt. Tatsichlich konnten
die Trypanosomen aus Maus A nicht gut transformieren und infolge dessen auch nicht
in PC-Medium wachsen (Abb. 3.4 B). Dagegen konnten Trypanosomen aus Maus B
nicht nur problemlos transformieren, sie wuchsen auch nach der Uberfiihrung in
glucosefreies prozyklisches Medium spontan mit hoher Proliferationsrate (Abb. 3.5 B)
und zeigten die filir prozyklische Zellen charakteristische Morphologie. Parallel zur
Transformation wurden die Trypanosomen auch in Gegenwart von Fibroblasten (feeder
cells) kultiviert. Unter diesen Bedingungen fiihrte die Behandlung von long slender
Trypanosomen mit PGD, innerhalb von 24 h Inkubation zu einer Hemmung des
Zellwachstums. Danach war das Verhalten der Kulturen dhnlich wie bei monomorphen
Trypanosomen, d.h. die Zellen gingen in die stationdre Phase {iber und starben dann
rasch ab. Die Unterschiede zwischen den Trypanosomen-Kulturen auf Fibroblasten und
ohne diese waren gering, auer dass die auf Fibroblasten kultivierten Trypanosomen
hoher gewachsen sind und ldnger in Kultur {iberlebt haben als die ohne Fibroblasten
(Abb. 3.4 C und D). Im Gegensatz dazu waren die stumpy Formen empfindlicher
gegeniiber PGD,, vor allem in Kulturen ohne Fibroblasten (Abb. 3.5 C und D).
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Abbildung 3.4. Isolierung und Behandlung von pleomorphen

Trypanosomen aus der Maus A (Anteil an der slender Form: 70%). A:
Darstellung der Parasitamie (H) und Prozent der stumpy Form (®). Unten sieht man
kissing Trypanosomen (Teilungsstadium) mit der typischen slender Morphologie. B:
Transformation von isolierten Trypanosomen. C und D: Wachstumskurven von
Trypanosomen mit (C) und ohne Fibroblasten (D) in Blutformmedium mit (@) und
ohne (W) PGD,-Behandlung (5 uM).
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Abbildung 3.5. Isolierung und Behandlung von pleomorphen

Trypanosomen aus der Maus B (Anteil an der stumpy Form: 97%). A:
Darstellung der Parasitéamie (M) und Prozent der stumpy Form (®). Unten sieht man
eine Zelle mit der typischen stumpy Morphologie. B: Transformation von isolierten
Trypanosomen. C und D: Wachstumskurven von Trypanosomen mit (C) und ohne
Fibroblasten (D) in Blutformmedium mit (®) und ohne (H) PGD,-Behandlung (5
HM).
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3.3.  Effekt von PGD, auf cAMP-induzierte Trypanosomen

Fiir diese Versuche wurde das cAMP-Analogon 8-Bromo-cAMP verwendet.
Diese Substanz induzierte in einem monomorphen Stamm von Trypanosoma brucei die
Differenzierung von der long slender zur short stumpy Form (Breidbach et al., 2002). In
diesen Versuchen wurden unsere monomorphen Trypanosomen (MITat 1.2) mit und
ohne 100 uM 8-Bromo-cAMP (Br-cAMP) fiir 24 h inkubiert, bevor sie mit PGD,
behandelt wurden. Wie Abbildung 3.6 A zeigt, verursachte eine 24 h Inkubation die
Inhibierung des Wachstums der Br-cAMP-behandelten Trypanosomen im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle und ldste morphologische Verinderungen aus. AufBlerdem
filhrte die Vorbehandlung mit Br-cAMP zu einer Erh6hung der Empfindlichkeit der
Parasiten gegeniiber PGD,. Diese Ergebnisse passen gut zu den mit pleomorphen
Trypanosomen erhaltenen Daten und deuten darauf hin, dass die stumpy Form erheblich

empfindlicher auf PGD; reagiert als die slender Form (Abb. 3.6 B).
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Abbildung 3.6. Verstarkung des PGD, Effektes nach der Behandlung mit 8-
Bromo-cAMP. A: Vorbehandlung mit Br-cAMP. Aufnahmen von Kontroll- und
behandelten Zellen zeigen die Morphologie nach 24 h Inkubation. Ein héherer Anteil
der behandelten Trypanosomen hatte die charakteristische stumpy Morphologie. B:
Effekt von PGD, auf Br-cAMP behandelte und unbehandelte Zellen. Alle Zellen
wurden nach 24 h gewaschen und verdinnt, bevor beide Kulturen mit 5 pM PGD,
behandelt wurden. Ein Aliquot jeder Kultur wurde nach der Verdliinnung ohne PGD,
Behandlung als Kontrolle weiter kultiviert.

79



Ergebnisse

3.4. Bestimmung der Prostaglandin D,-Bindung an Albumin

Obwohl die physiologische PGD,-Konzentration im piko- bis nanomolaren
Bereicht liegt, existiert eine grole Anzahl von Verdftentlichungen tiber die Effekte von
Prostanoiden unter in vitro Bedingungen, die nur bei mikromolaren Konzentrationen
vorkommen. Da diese Molekiile einen lipophilen Charakter besitzen, konnen sie an die
Proteine des Serums binden. De facto sind einige Studien durchgefiihrt worden, die iiber
die Bindung von Prostaglandinen an einzelne Proteine berichten. Diese Bindung erfolgt
speziell an Serumalbumin und fiihrt zu einer Inaktivierung durch unspezifische
proteinkatalysierte Umsetzung. Tatséchlich bindet eine Albuminldsung von 4 mg/ml
43% PGE,; und 76% PGA, (Raz, 1972a; 1972b). Aufgrund des Serumanteils im
Kulturmedium (10%), ist Albumin hier ebenfalls in signifikanter Menge vorhanden.

Um die tatsdchliche Konzentration von PGD,, die zur Hemmung des
Zellwachstums bei Trypanosomen fiihrt, im Kulturmedium zu bestimmen, wurde die
Bindung von radioaktiven PGD, an Albumin durch eine Zentrifugationsmethode
gemessen. Dazu wurden verschiedene PGD,-Konzentrationen in Centricon Y10 Filtern
mit je 5 mg/ml Albumin fiir 1h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben in
den Filtern fiir 15 min bei 5000 g zentrifugiert, und ein definiertes Volumen (100 pl)
des Filtrates zur Radioaktivititsbestimmung mittels Szintillationsmessung (LSC)
eingesetzt. In Abbildung 3.7 (A) ist die Konzentration des freien PGD, in einer log-
Skala gegen die Konzentration des an Albumin gebundenen PGD, (Mol zu Mol)
aufgetragen. Daraus wurde die Assoziationskonstante (Kas) von PGD, berechnet,
wobei ein Interaktionssystem von 1:1 (Albumin-Prostaglandin) angenommen wurde.
Der Kag-Wert betrug fiir PGD, 4,94 x 10* £ 5,07 x 10° L/mol, und war somit dhnlich
wie die fiir PGA,, PGE; und PGF,, berichteten Konstanten (Raz, 1972b).

Zur Bestimmung der freien PGD,-Konzentration, welche die beobachteten Effekte
unter den experimentellen Bedingungen auslost, wurde eine PGD,-Konzentrationsreihe
in Kulturmedium angesetzt und wie oben beschrieben behandelt. Die Daten wurden
logarithmisch dargestellt, um eine lineare Abhéngigkeit zu erhalten (Abb. 3.7 B).
Daraus wurde mit Hilfe einer statistischen Regression die freie PGD,-Konzentration im
Medium berechnet. Wie die Ergebnisse zeigten, binden bei 37°C innerhalb von 1 h

80.3% =+ 0,08% des zugesetzten PGD, an die Proteine bzw. das Albumin des Mediums.
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zur Ermittlung des Anteils an gebundenem PGD,. Die Inkubation erfolgte 1 h in
Blutformmedium bei 37°C.
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3.5.  Untersuchung des PGD,-Stoffwechsels in Trypanosomen-Kulturen

Prostaglandine besitzen eine sehr kurze Haltwertszeit. Sie konnen durch
enzymatische Aktivititen oder durch spontane Umwandlung andere Molekiile
generieren. Einige dieser Metabolite sind biologisch aktiver als das urspriingliche
Prostaglandin, andere dagegen besitzen gar keine Aktivitit mehr. Um zu untersuchen,
ob die beobachteten Effekte von PGD; selbst oder von aktiveren Metaboliten ausgelost
werden, wurde seine Metabolisierung im Medium durch Diinnschichtchromatographie,

HPLC und LC-ESI/MS analysiert.

3.5.1. Dunnschichtchromatographie

Hierzu wurde PGD; (5 uM) in Medium bei 37°C inkubiert. Nach verschiedenen
Inkubationszeiten wurden die Proben mit Ethylacetat extrahiert, getrocknet und in
Ethanol aufgenommen. Die Proben wurden auf Kieselfolie aufgetragen und getrennt; als
authentische Standards wurden kdufliche PGs eingesetzt. Die Ergebnisse zeigten, dass
PGD; schnell im Medium umwandelt wurde: innerhalb von 20 h war die PGD,-Bande
fast nicht mehr sichtbar. Die Bildung von Umwandlungsprodukten (Metaboliten) wurde
durch das Auftreten anderer Banden bestitigt. Thre Identifizierung durch die Standards
war jedoch nicht moglich, da keine vollstindige Trennung erreicht wurde (Abb. 3.8 A).
Es ist bekannt, dass Albumin nicht nur die Féhigkeit hat, PGD, (u.a.) zu binden,
sondern auch es in andere Metabolite umzuwandeln. Zur Untersuchung dieser Tatsache
wurde das PGD, in TDB-Puffer, in Grundmedium und in Blutformmedium inkubiert.
Die ersten zwei Losungen waren Albumin-frei, wihrend das Blutformmedium 5 mg/ml
Albumin enthielt. Die Ergebnisse zeigten, dass Albumin die Umwandlung von PGD; in
andere Metabolite tatsdchlich beschleunigt, da die Inkubation von PGD, fir 5 h in
Grundmedium oder in TDB-Puffer nur jeweils eine geringe Abnahme verursachte,

wihrend sie in Blutformmedium praktisch vollstindig verschwand (Abb. 3.8 B).
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Abbildung 3.8. A: Dinnschichtchromatographie von PGD,-Proben. Die Trennung
fand nach verschiedenen Inkubationszeiten (nach 0 h [1], 20 h [2], 40 h [3]) statt.
Medium ohne PGD, wurde als Kontrolle verwendet (4). B: Effekt vom Albumin auf
die Metabolisierung von PGD,. Die Inkubation von PGD, wurde fiir 5 h in TDB-Puffer
(1), in Grundmedium (2) und in Blutformmedium (3) bei 37°C durchgefiihrt. PGD,
zeigt keine Metabolisierung nach 0 h in Blutformmedium (4).

3.5.2. Trennung und ldentifizierung der PGD,-Metabolite durch HPLC und LC-
ESI/MS

Zur Untersuchung des PGD,-Metabolismus durch HPLC wurden die Proben wie
bei der Diinnschichtchromatographie vorbereitet, allerdings wurden sie anstelle von
Ethanol in Acetonitril/Methanol (65:35) aufgenommen. Zum Auftrag auf die Séule
wurden die Proben 1/10 in H,O verdiinnt und dann in 10 pl Aliquots {iber ein manuelles
Injektionsventil appliziert. Das Laufmittel bestand aus (A)10 mM Triethylamin und (B)
Acetonitril/Methanol [65:35]. Die verschiedenen PGD,-Derivate wurden iiber einen
Gradienten (5 min 10% B; 5-30 min 10-40% B) auf einer C18 Sdule (Grom Sapphire
110: 0,5 x 50 mm) getrennt. Die Flussrate betrug 15 ul/min. Abbildung 3.9 zeigt die
Retentionszeiten der kommerziell erhéltlichen Standards. Zur Identifizierung der
verschiedenen Derivate wurden zwei Parameter beriicksichtigt: die Retentionszeit und
das Fragmentierungsmuster.

Die Inkubation von PGD, im Kulturmedium fiihrte zu einer schnellen Abnahme

dieses Prostanoids: bereits nach 12 h Inkubation bei 37°C waren etwa 80% des
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Abbildung 3.9. Analyse der kommerziell verfligbaren Standards durch HPLC.

vorhandenen PGD; in andere Derivate umgewandelt (data not shown).Die Ergebnisse
der Electrospray lonization Chromatographie (EIC) zeigten, dass PGD, ein m/z von 351
aufwies, wihrend seine Hauptabbauprodukte Molekulargewichte von m/z gleich 333
bzw. 315 besaBlen. Die Analyse des Kulturmediums zeigte, dass keiner der Metabolite
im reinen Medium vorhanden war. Aufgrund des Vergleichs mit den Standard-
Verbindungen ergab sich, dass die Ionen mit einem m/z von 351 nicht nur PGD,
sondern auch dem 15k-PGD; entsprachen (Abb. 3.10). Im Verlauf der Inkubationszeit
kam es zu einer Abnahme an PGD, und zu einer Zunahme an 15k-PGD,. Die 333-
Ionen wurden als A'?PGJ,, PGJ, und 15d-PGD; identifiziert (Abb. 3.11). Nach 20 h
Inkubation wurde ein klares Signal von PGJ, und 15d-PGD, gemessen, das bis zu 40 h
noch deutlich zunahm. Im Gegensatz dazu konnte A'"?PGJ; erst nach 40 h nachgewiesen
werden (Abb. 3.11). AnschlieBend ergab die Analyse des Ions mit einem m/z-Wert von
315 eine Identifizierung als 15d-PGlJ,. Interessanterweise war im Kontroll-Medium ein
Molekiil mit &hnlichem Molekulargewicht vorhanden (Abb. 3.12), die Bildung von 15d-
PGJ, aus PGD; konnte aber zweifelsfrei nachgewiesen werden, da eine Zunahme dieses
Prostaglandins mit der Inkubationszeit erfolgte (Abb. 3.12). Die zusitzlichen Ionen mit
einem m/z-Wert von 315, die in der Abbildung 3.12 zu sehen sind, stellen keine neuen
Derivate sondern Fragmentierungsprodukte von PGD,, PGJ, und A'?PGJ, dar, die
wihrend der EIC-Analyse gebildet werden.
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Abbildung 3.10. Abnahme von PGD, im Verlauf der Inkubation bei 37°C und

Auftreten von 15k-PGD,. Die Blank-Probe

Blutformmediums ohne PGD,-Zugabe.
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Abbildung 3.11. Analyse von PGD,-Derivate mit einem Molekulargewicht [m/z] von
333 g/mol. Die Bildung der Metaboliten PGJ,, A'?PGJ, und 15d-PGD, wurde nach 20
h und 40 h Inkubation in Blutformmedium nachgewiesen. Der im Chromatogramm
(0 h) gezeigte Stern reprasentiert die 333-Fragmente, die durch Fragmentierung
aus PGD, gebildet werden.
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Abbildung 3.12. Analyse der PGD,-Derivate mit einem Molekulargewicht m/z von
315 g/mol. Es zeigt die Bildung von 15d-PGJ, nach 20 und 40 h Inkubation in
Blutformmedium. Der gezeigte Stern stellt ein Molekll dar, das nicht aus PGD,
gebildet wurde, sondern bereits im Blutformmedium vorhanden ist. Die zusatzlichen
Peaks in den Chromatogrammen reprasentieren die 315er-Fragmente, die durch

Fragmentierung aus PGD, und seiner Metaboliten gebildet werden.
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3.6.  Untersuchung des Effektes der verschiedenen PGD,-Metabolite auf das
Zellwachstum monomorpher Trypanosomen

Der bereits in der Literatur beschriebene und durch Albumin induzierte PGD,-
Abbau wurde auch unter den hier verwendeten experimentellen Bedingungen bestétigt.
Die dabei hauptsdchlich gebildeten Derivate waren die Metabolite der D-Serie (15k-
PGD, und 15d-PGD»), sowie die der J-Serie (PGJ,, A'?PGJ; und 15d-PGJ,). Aus der
Literatur ist dabei bekannt, dass die PGD,-Metabolite stirker als das PGD, selbst
wirken. Vor allem die Metabolite der J-Serie wurden als aktive Substanzen erkannt. Sie
induzieren ein breites Spektrum von biologischen Aktivititen wie Hemmung der
Zellzyklusprogression, Aufhebung von viraler Replikation, Expression von heat shock
Proteinen und Stimulierung der Osteogenese (Fukushima, 1992). Das Ziel der hier
vorgestellten Experimente war, festzustellen, ob PGD, selbst die Hemmung des
beobachteten Zellwachstums von Trypanosomen hervorruft oder ob die nach
Umwandlung gebildeten Metabolite die eigentlich auslosenden Agenzien sind.
Zusitzlich wurde hierbei ein PGD;-Analogon, das 17-phenyl-trinor PGD,, eingesetzt.
Diese Verbindung war im Verlauf der Inkubation stabiler als PGD,. Zur Untersuchung
der Effekte der PGD;-Derivate und des 17-phenyl-PGD, auf die Blutform von
Trypanosoma brucei wurden Kulturen angesetzt, die mit Konzentrationen bis zu 5 uM
des jeweiligen Prostanoids inkubiert wurden. Die Metabolite der D-Serie induzierten
dabei keine Hemmung des Zellwachstums und die damit behandelten Zellen verhielten
sich wie Kontroll-Zellen. In Gegensatz dazu waren die Metabolite der J-Serie sehr aktiv.
Ihre Effekte konnten bereits wenige Stunden nach der Prostaglandin-Zugabe beobachtet
werden, und riefen eine Inhibierung des Wachstums sogar bei Konzentrationen von
unter 5 uM hervor. 17-phenyl-PGD; verursachte ebenso wie PGD, eine Hemmung des
Zellwachstums, allerdings wurde dieser Effekt erst bei einer Konzentration erreicht, die
doppelt so hoch war wie bei PGD, (Abb. 3.13 A).

Ein Proliferationsassay wurde durchgefiihrt, um die Hemmung des Zellwachstums
mit einem alternativen Verfahren zu analysieren. Bei diesem Assay wurde der Einbau
von radioaktivem [3H]-Thymidin in die DNA nach 24 h Behandlung mit den
verschiedenen Metaboliten gemessen. Dabei zeigte sich, dass die Metabolite der D Serie
keinen Finfluss auf die Proliferation der Trypanosomen hatten, wihrend die

Behandlung mit den Metaboliten der J Serie zur einer starken Inhibierung der DNA-
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Replikation fiihrte (Abb. 3.13 B). Dabei erwies sich PGJ, als das aktivste Derivat, da es
gleich nach Zugabe seine inhibitorische Wirkung entfaltete (data not shown). Der Effekt
von 15d-PGJ, war dhnlich wie der Effekt, der durch das PGD, selbst induziert wurde.
Um den effektiven Konzentrationsbereich genauer abzugrenzen, wurde die halb-
inhibitorische Konzentration (ICso) jedes einzelnen Prostanoids bestimmt. Dazu wurden
die Parasiten 24 h mit dem jeweiligen Metaboliten inkubiert und dann lysiert, um die
Aktivitdt der sauren Phosphathase zu messen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.1

zusammengefasst.

Tabelle 3.1. ICsq der verschiedenen Prostaglandin D,-Metabolite.

Prostaglandin 1Cso (UM)

D-Serie 12d-PGD. 31,6 + 4,4
15k-PGD, 104 + 8,7

PGJ; 2,7+0,3

J-Serie A¥PG], 0,7+ 0,4
15d-PGJ, 3,5+0,3

PGD,-Analogon 17-phenyl-PGD, 7,7 +1,3

Die ICso Werte der Metabolite der D-Serie waren 10 bis 30 Mal hoher als der ICs
Wert von PGD,. Alle bisher erhaltenen Ergebnisse mit den Metaboliten der D-Serie
sprechen fiir eine geringere Wirkung dieser Molekiile auf die Trypanosomen. Dadurch
zeigte sich, dass die Umwandlung von PGD, zu 15d-PGD; und 15k-PGD, keine
Verstirkung des Effektes hervorruft. Dagegen verfiigen die Metabolite der J-Serie
generell iiber eine hohere Aktivitit. Die ICso-Werte dieser Substanzen waren entweder
ghnlich (15d-PGJ,) oder niedriger (PGJ, und A'’PGJ,) als die von PGD,. Zusitzlich
konnten sie auch das Wachstum der Trypanosomen sowie die DNA-Synthese stérker als
PGD, inhibieren. Die Ergebnisse zeigen, dass PGJ, und A'“PGJ, aktiv auf
Trypanosomen einwirken und dass ihre Bildung aus PGD, zu einer Erhohung des
PGD,-Effektes fiihrt. Andererseits war die ICsy von 17-phenyl-PGD; etwa 2,5mal hoher
als die ICsg von PGD,. Diese Tatsache deutet darauf hin, dass PGD, auch selbst einen
Effekt auf die Trypanosomen ausiibt. Allerdings spielt seine Metabolisierung zu PGJ,

und A'*PGJ, offenbar eine wichtige Rolle bei der Inhibierung der Proliferation.
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Abbildung 3.13. A: Wachstumskurven der Blutform von Trypanosoma brucei nach
Behandlung mit den Metaboliten von Prostaglandin D, (M Kontrolle; andere
Symbole stellen jeweils die behandelte Zellen dar) B: Bestimmung der zellularen
Proliferation durch Messung der Thymidin-Inkorporation nach 24h Behandlung mit
den PGD,-Derivaten.
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3.7. Untersuchung der Differenzierung nach Behandlung mit PGD, oder seiner
Metabolite

Die ausgeloste Inhibierung der Proliferation konnte auf zwei Phdnomene
zuriickzufiihren sein. Entweder auf die Induktion des Zelltodes, welche vor allem bei
PGD; und PGJ, zu vermuten war, da die damit behandelten Zellen plétzlich zu Grunde
gegangen waren. Oder auf die Auslosung der Differenzierung zu der fiir die Fliege
voradaptierten stumpy Form. Diese Form ist im Zellzyklus arretiert, so dass sie
teilungsunfihig ist. Die stumpy Form kann bis zu 3 Tage in vivo iiberleben, stirbt dann
aber, sofern sie nicht von der Fliege aufgenommen wird. Die Behandlung von
Trypanosomen mit den Metaboliten 15d-PGJ, und A?PGJ, 16ste eine Hemmung des
Wachstums aus. Allerdings wurde keine deutliche Absterbphase bei der Kultivierung
beobachtet. Daher wurde eine Induktion der Differenzierung nach Behandlung mit
diesen Metaboliten vermutet. Zur Untersuchung dieses Prozesses wurde das
Transformationsprotokoll zur prozyklischen Form durchgefiihrt. Nach 20 bis 24 h
Behandlung mit 15d-PGJ, und AlzPGJz wurden die Zellen in Transformationsmedium
(mit Citrat und cis-Aconitat) iiberfiihrt und dann 48 h bei 27°C inkubiert. Anschlieend
wurden sie in glucosefreiem prozyklischen Medium fiir 5 Tage kultiviert. In der
Literatur wurde {iiber eine Differenzierung eines monomorphen Stammes von
Trypanosoma brucei durch Behandlung mit einem cAMP-Analogon berichtet
(Breidbach et al., 2002). Aus diesem Grund wurde bei der Durchfiihrung dieses
Experiments eine Kontrolle mit einem membrangéngigen cAMP-Analogon (Br-cAMP)
durchgefiihrt. Im Vergleich zu den unbehandelten Kontroll-Zellen verdoppelte die mit
Br-cAMP behandelte Kultur die Zelldichte wéihrend der Inkubation in
Transformationsmedium zweimal und zeigte dann auch signifikante Unterschiede in
Bezug auf das Wachstum in prozyklischem Medium, was fiir eine Induktion der
Differenzierung in diesen Zellen spricht. In Gegensatz dazu 16ste die Behandlung mit
den Metaboliten der J-Serie 15d-PGJ, und A'PGJ, (aber auch mit PGD,) keine
Differenzierung aus, da sie weder in Transformationsmedium noch im prozyklischen
Medium signifikant wachsen konnten (Abb. 3.14). Die PG behandelten Zellen zeigten
auch nicht die fiir prozyklischen Formen typische Morphologie und starben wenige

Tagen spater (data not shown). Trotz dieser Ergebnisse wurde die Expression eines
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Enzyms untersucht, das wihrend der Differenzierungsprozesse hochreguliert wird. Es
handelt sich dabei um die Dihydroliponamid Dehydrogenase (DHLA-DH). Sie ist im
Mitochondrium lokalisiert und kommt bei der slender Form nur in geringer Aktivitit
vor. Da die stumpy Form iiber ein besser entwickeltes Mitochondrium verfiigt, ist dieses
Enzym in diesem Stadium deutlich hoher exprimiert. Die Expression der DHLA-DH
wurde mittels Western Blot untersucht. Nach 20 bis 24 h PG-Behandlung wurden die
Zellen in TDB-Puffer gewaschen und in Gegenwart von Proteaseinhibitoren hypoton
lysiert. Pro Probe wurde 10 pg Protein auf das Gel aufgetragen. Zur Kontrolle der
Proteinmenge wurde zusitzlich ein Western Blot fiir Tubulin durchgefiihrt (Abb. 3.15).
Inkubation mit den hier benutzten Prostaglandinen fiihrte zu keiner Erhohung der
Expression von DHLA-DH. Die PGD, behandelten Zellen zeigten sogar eine niedrige
Expression dieses Enzyms als die Kontroll-Zellen (Abb. 3.15). Tatsédchlich fiihrte die
Behandlung mit Br-cAMP zu einer Zunahme der Expression der DHLA-DH, was auch
den publizierten Daten entspricht. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung von
Blutformen mit PGD, bzw. mit seinen Metaboliten bei den verwendeten
Konzentrationen keine Differenzierung auslost. Folglich muss man die Induktion eines

Prozesses annehmen, der letztendlich zum Zelltod fiihrt.

1000000+

Zellen/ml

—=— Kontrolle
BrcAMP 100uM
—+— PGD, 5uM
—e— 15d-PGJ, 4uM
—o— A?PGJ, 1uM
100000 . . .

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Zeit (T)

Abbildung 3.14. Transformation zur prozyklischen Form nach Behandlung mit
Prostaglandinen.
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DHLA-DA ’ Tubulin

1 2 3 4 5 6" S 1 M® 5. 48ee-

Abbildung 3.15. Western Blot zum Nachweis der Dihydrolipoamid Dehydrogenase
(DHLA-DH) und Tubulin. Die Trypanosomen wurden fir 20 h mit 4 yM 15d-PGJ,
[2], 1 uM A'¥?PGJ, [3], 5 uM PGD, [4] oder 100 uM Br-cAMP [5] behandelt und dann
fir den Western Blot vorbereitet. Das isolierte Enzym [6] wurde als Kontrolle
verwendet. [1] Kontroll-Zellen und [M] Proteinmarker.

3.8.  Untersuchung der Morphologie nach Behandlung mit Prostaglandinen

Die Induktion eines programmierten Zelltodes verursacht in den Zellen typische
morphologische Verdanderungen. Um zu untersuchen, ob PGD, oder seine Metabolite
der J-Serie diese Art von Modifikationen induzieren konnen, wurden die Zellen fiir 16-
20 h (fiir Metabolite der J Serie) bzw. fiir 24 h (fiir PGD;) mit den Substanzen behandelt
und anschlieBend fiir Lichtmikroskopie, Raster- (REM) und Transmissions-

Elektronenmikroskopie (TEM) pripariert.

3.8.1. Morphologie von PGD, behandelten Trypanosomen

Die ersten Untersuchungen wurden mit PGD, behandelten Zellen durchgefiihrt.
Dabei zeigte sich im Lichtmikroskop, dass die Anzahl von Zellen, die einen Nukleus
aber zwei oder mehrere Flagellen besallen, deutlich erhoht war (Abb. 3.16 A). Diese
Beobachtung wurde durch Raster-Elektronenmikroskopie bestitigt. Etwa 70 bis 80%
der behandelten Trypanosomen waren scheinbar in Teilungsprozesse involviert und

zeigten zwei oder mehrere Flagellen (Abb. 3.16 B).
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.|Uberlappung

Abbildung 3.16. Morphologie von behandelten und unbehandelten Trypanosomen
im Lichtmikroskop (A) und Raster-Elektronenmikroskop (B) nach 24 h in Kultur. Die
Pfeile in A zeigen behandelte Trypanosomen, die zwei oder mehrere Flagellen aber
nur einen Nukleus besitzen. Die oberen Fotos in A sind Kontroll-Zellen. Die
Rasteraufnahmen zeigen eine Kontroll-Zelle (a) und behandelte Zellen (b-d). Die
behandelten Zellen befinden sich in Zellteilung und verfligen Uber zwei oder
mehrere Flagellen. Die MaBstabe in B reprasentieren jeweils 5 pm.
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Aullerdem wurde mittels Transmissions-Elektronenmikroskopie héufig auch
mehr als ein Flagellum in einer Flagellumtasche gefunden (Abb. 3.17 f, g). Diese
zusétzlichen Verdnderungen wurden bei TEM beobachtet: Die Pridsenz zweier
Flagellen, die aus der gleichen Flagellumtasche auftauchen (h); Chromatinkondensation
in verschiedenen Gebieten des Nukleus (b-d); ein segmentierter Kern (c); eine
Dilatation des Mitochondriums (k, m, n); eine VergroBerung der Flagellumtasche (g);
und eine Zunahme der vakuolédren Strukturen (b, d, f, k). Diese Verdnderungen deuten
darauf hin, dass die PGD, Behandlung eine abnormale Zellteilung induziert, bei der
zwar die Bildung eines neuen Flagellums erfolgt, die Teilung des Nukleus jedoch nicht

mehr stattfindet.

3.8.2. Morphologie der mit J-Metaboliten behandelten Trypanosomen

Wie bereits gezeigt, ist PGD; ein instabiles Molekiil, das unter unseren in vitro
Bedingungen in verschiedene Metabolite umgewandelt wird. Von den gebildeten
Derivaten waren dabei die Metabolite der J Serie aktive Substanzen, die das Wachstum
und die DNA-Synthese bei der Blutform hemmen. Deshalb wurde hierbei zusétzlich die
Zellmorphologie nach Behandlung mit den Metaboliten PGJ,, A12PGJ2 und 15d-PGlJ,
untersucht. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen behandelter Trypanosomen
zeigen praktisch die gleichen Verdnderungen wie die PGD; behandelten Trypanosomen
(Abb. 3.18). Allerdings fiihrten diese Substanzen bereits bei geringeren
Konzentrationen und nach kiirzeren Inkubationszeiten zu den geschilderten
morphologischen Anderungen. Nach Inkubation mit PGJ, war vor allem die
Chromatinkondensation charakteristisch (d-g). Bei den A"PGJ, behandelten
Trypanosomen wurde sehr hédufig eine Erweiterung der Flagellumtasche und die
Prasenz mehrerer Flagellen pro Zelle gefunden (o, p). Die Behandlung mit 15d-PGJ,
fiihrte besonders zur Dilatierung des Mitochondriums (k-n). Zusédtzlich wurde eine
Erhohung der Lysosomenzahl (g, j) und die Zunahme von vakuoldren Strukturen (h, 1)
sowie von multivesicular bodies (i) gefunden. Alle diese internen Umwandlungen der
Zellmorphologie sind typisch bei einer Induktion von verschiedenen Typen des

programmierten Zelltods. Diese Ergebnisse sprechen fiir die Auslosung eines Prozesses
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in der Blutform von Trypanosoma brucei, die physiologische und morphologische

Veranderungen induzieren, die letztendlich den Zelltod verursachen.

Abbildung 3.17. Transmissions-Elektronenmikroskopischen Aufnahmen von
Kontroll- und PGD, behandelten Zellen. Die in der Regel beobachteten
Veranderungen betrafen: Segmentierter Kern (b, c); Chromatinkondensation (b-d,
g); Erscheinung zweier oder mehrerer Flagellen in einer Flagellumtasche (f, g);
Auftauchen von zwei Flagellen in einer Flagellumtasche (h); Dilatation des
Mitochondriums (k-n) und der Flagellumtasche (g); Zunahme der Lysosomen (b, d,
f, k). Alle diese Parameter wurden mit den Kontroll-Zellen (a, e, i) verglichen. Die
MaBstabsbalken reprasentieren 0,5 ym. Abkilrzungen: Lysosom (L), Nukleus (N),
Flagellum (F), Flagellumtasche (FP), Mitochondrium (M).
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Abbildung 3.18. TEM Aufnahmen von Trypanosomen nach Behandlung mit 3 uM
PGJ,, 1,5 uM A'?PGJ, oder 4 pM 15d-PGJ,. Die Kontroll-Zellen sind in a, b und ¢
dargestellt. Die haufig beobachteten Verdnderungen waren: segmentierter Kern (f);
Chromatinkondensation (d-g); Zunahme der Lysosomen (g, i, j); Dilatation des
Mitochondriums (k-n) und der Flagellumtasche (0); und Erscheinung von zwei oder
mehreren Flagellen in einer Flagellumtasche (o, p). Alle diese Parameter wurden
mit den Kontroll-Zellen (a, e, i) verglichen. Die MaBstabsbalken reprasentieren 0,5
pm. Abklirzungen: Lysosom (L), Nukleus (N), Flagellum (F), Flagellumtasche (FP),
Mitochondrium (M). Die MaBstabe reprasentieren 0,5 um. Abkilrzungen: Lysosom
(L), Nukleus (N), Flagellum (F), Flagellumtasche (FP), Mitochondrium (M),
multivesicular bodies (MVB), Vesikel (V).

3.9.  Untersuchung des programmierten Zelltodes Il (Autophagie) in PGD,
behandelten Trypanosomen

Autophagie  ist ein  Degradationsmechanismus  von  intrazelluldren
Makromolekiilen, der sowohl unter physiologischen als auch unter pathologischen
Bedingungen stattfindet. Morphologisch ist dieser Vorgang durch Bildung von
autophagischen Vakuolen im Zytoplasma der Zelle charakterisiert. In dieser Arbeit
wurde die Autophagie untersucht, da bei den TEM Aufnahmen PGD, behandelter
Trypanosomen eine Zunahme von Lysosomen gefunden wurde. Hierbei wurde
Monodansylcadaverin (MDC) verwendet, eine Verbindung die Autofluoreszenz besitzt.
Dieses Molekiil wird von den Zellen aufgenommen und farbt auf spezifische Weise die
autophagischen Vakuolen (Biederbick et al., 1995). Autophagie kann durch
Aminosduremangel induziert werden (Munafo und Colombo, 2001). Die 24 h
Inkubation von Trypanosomen mit 5 uM PGD, fiihrte allerdings zu keiner Zunahme
von MDC positiven Strukturen (Abb. 3.19 A). Unterschiede zwischen den Kontroll-
und den PGDs,-behandelten Zellen konnten ebenfalls nicht beobachtet werden. Im
Gegensatz dazu hat die Inkubation von Trypanosomen in einem Puffer mit Glucose aber
ohne Aminosduren eine starke Vakuolisation des Zytoplasmas verursacht, was durch

eine deutliche MDC-Farbung sichtbar wurde (Abb. 3.19 A [starvation]).
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Es wurde schon berichtet, dass die Autophagie durch verschiedene Substanzen
aufgehoben werden kann. Diese Substanzen vermitteln ihre Effekte durch die
Hemmung verschiedener Schritte der Autophagie-Kaskade. Wortmannin und 3-
Methyladenine, zwei Inhibitoren der Phosphatidylinositol-Kinase, halten die
Autophagie durch die Blockierung der Stoffaufnahme in die Vakuolen auf (Seglen und
Jordan, 1982; Munafo und Colombo, 2001). Eine ATP-Senkung fiihrt ebenso zur
Hemmung der Autophagie durch Zunahme der intrazelluliren AMP- und Adenosin-
Konzentrationen. De facto wurde durch Inkubation mit Adenosin und einigen seiner
Thiol- oder Methyl-Derivate die Autophagie in Ratten-Hepatozyten inhibiert (Samari
und Seglen, 1998). In Abbildung 3.19 B sind die Wachstumskurven von Kontroll-,
PGD;-behandelten Zellen und von Trypanosomen, die mit PGD, und den
entsprechenden Inhibitoren zusammen behandelt wurden, dargestellt. Wortmannin (50
nM) und 3-Methyladenine (100 uM) konnten den Effekt von PGD, auf das Wachstum
von Trypanosomen nicht aufheben. Adenosin (50 uM) war zwar fihig das Uberleben
der Zellen nach PGD,-Behandlung um etwa 6 h zu verldngern, hoéhere Adenosin-
Konzentrationen fiihrten jedoch selbst zu einer Hemmung der Proliferation von
Kontroll-Zellen, wéhrend niedriger Konzentrationen das Wachstumsverhalten von
PGD, behandelten Zellen nicht verdnderte. Um weiter den moglichen Effekt von
Adenosin zu untersuchen, wurden die Trypanosomen mit Deoxycoformycin (Nipent®)
plus Adenosin und PGD; inkubiert. Deoxycoformycin verstarkt den hemmenden Effekt
von Adenosin auf die autophagischen Zellen (Samari und Seglen, 1998). Allerdings
wurde durch Verwendung von Deoxycoformycin keine Authebung des PGD,-Effektes
erreicht (Abb. 3.19 B). Deoxycoformycin allein oder zusammen mit Adenosin hatte
keinen Einfluss auf das Wachstum bei den verwendeten Konzentrationen (data not
shown). Durch alle diese Befunde wurde die Autophagie als beteiligter Mechanismus

ausgeschlossen.
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Abbildung 3.19. Analyse der Autophagie bei PGD,-behandelten Trypanosomen. A:
Farbung von autophagischen Vakuolen mit Monodansylcadaverin (MDC) bei
Kontroll- und behandelten Zellen nach 24 h Inkubation. Der Hunger-Phanotyp
(starvation) wurde durch eine 3 h Inkubation in TDB-Puffer (mit Glucose, ohne
Aminosaure) von unbehandelten Trypanosomen induziert. B: Wachstumskurven
von Kontroll-Zellen und PGD,-behandelten Trypanosomen mit den Autophagie

Inhibitoren Wortmannin (50 nM), 3-Methyladenin (100 uM), Adenosin (50 uM) und
Deoxycoformycin [Nipent®] (100 uM).
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3.10. Untersuchung des programmierten Zelltodes | (Apoptose-like PCD) nach
Behandlung mit Prostaglandinen mittels FACS Analyse

Verschiedene Publikationen deuten darauf hin, dass Prostaglandine in
verschiedenen Zelltypen die Inhibierung der Proliferation durch die Induktion von
Apoptose hervorrufen (Kim et al., 1993; Bishop-Bailey und Hla, 1999; Keelan et al.,
1999; Hortelano et al., 2000; Mullally et al., 2001; Kondo et al., 2001; Li et al., 2001,
Nencioni et al., 2003). Apoptose bzw. Apoptose-like PCD sind aktive Mechanismen,
die physiologisch oder nach Induktion durch verschiedene Stimuli erfolgen. Diverse
Ereignisse treten bei der Entwicklung eines programmierten Zelltodes ein, wobei das
Mitochondrium eine wichtige Rolle spielt. Es kommt zur Fragmentierung der DNA und
die Aktivierung einer Familie von Proteasen, die Caspasen, fiihrt zu einem gesteigerten
Proteinabbau. Allerdings wurde in einer vorherigen Arbeit in unserer Gruppe bereits
gezeigt, dass Caspase-Inhibitoren den PGD,-Effekt auf den Parasiten nicht hemmen
konnen (Rawer, 2004). Eines der ersten Ereignisse von PCD ist die Exposition von
Phosphatidylserin im &uferen leaflet der Zellmembran. Wahrend der Aktivierung des
Zelltod-Prozesses wird das Mitochondrium geschiadigt, was zum Verlust des
Membranpotentials fithrt. Wihrenddessen bleibt die Permeabilitit der Zellmembran
unverdndert, da sie erst in der letzten PCD-Phase, der sogenannten Degradationsphase,
beschddigt wird. Diese Parameter konnen durch verschiedene Methoden analysiert
werden. Dabei ist das Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) die am héaufigste
angewandte Methode zur Untersuchung von programmiertem Zelltod. Deshalb wurden
zur Analyse dieses Parameters bei den prostaglandin-behandelten Trypanosomen
Fluoreszenzfarbestoffe verwendet. Die Quantifizierung wurde mittels der CellQuest®

Software durchgefiihrt.

3.10.1. PCD Nachweis nach PGD,-Behandlung

Die Untersuchung des PCD wurde nach PGD,-Behandlung durch eine Kinetik
durchgefiihrt. Dazu wurden die Trypanosomen mit 5 uM PGD, fiir 20, 24, 28 und 32 h
inkubiert und dann fiir die FACS Analyse vorbereitet. Zur Bestimmung des DNA-
Gehaltes wurden die Zellen hypoton lysiert. Dadurch wurden die Nuclei freigesetzt, die
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anschliefend mit Propidiumjodid gefarbt wurden. Es wurden jeweils 20.000 Nuclei
nach GroBe und Fluoreszenz sortiert. Die Histogramme zeigten die typische Verteilung
von Nuclei in der G1, S und G2 Phase des Zellzyklus, sowie Nuclei mit einem geringen
DNA-Gehalt, wie sie bei DNA Degradationsprozessen vorkommen (Abb. 3.20). Dabei
wurden bis zu einer 20 h Inkubation keine signifikanten Unterschiede zwischen
Kontroll-Zellen und PGD,-behandelten Zellen gefunden. Allerdings wurde nach 24 h
eine deutliche DNA-Degradation bei den behandelten Zellen detektiert. Die
Quantifizierung ergab, dass 13% bzw. 58% der Nuclei der behandelten Zellen eine
DNA-Degradation nach 24 bzw. 32 h zeigten. Kontroll-Zellen zeigten dagegen nach 24
h eine 4,6%ige DNA-Degradation, die wahrend der ganzen Inkubationszeit stabil blieb.

Die Analyse der Phasen des Zellzyklus zeigte eine Erhdhung von Zellen in der G1
Phase. Nach 24 h waren etwa 15% mehr Zellen in der G1 Phase als in Kontroll-Zellen.
Dies wurde durch eine Reduktion von 10% bzw. 5% in der G2 und S Phase
kompensiert. Die Unterschiede nahmen mit der Zeit zu. Nach 32 h Inkubation befanden
sich etwa 80% der PGD,-behandelten Zellen in der G1 Phase, im Vergleich mit ca. 50%
der Kontroll-Zellen.

Zur Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials (¥m) wurden die
Kulturen mit Tetrametylrhodamin (TMRE) fiir 30 min inkubiert, bevor die Messung im
Cytometer durchgefiihrt wurde. Inkubation mit PGD, rief einen Verlust des ¥m von
42% nach 32 h in Vergleich mit 8% bei den Kontrolle Zellen hervor (Abb. 3.20).
Valinomycin (100 nM) wurde als positive Kontrolle verwendet.

Nekrose wurde durch den Gebrauch von Propidiumjodid ausgeschlossen. Diese
Substanz farbt nur Zellen, bei denen die Integritit der Zellmembran beschédigt ist.
Digitonin behandelte Trypanosomen wurden als positive Kontrolle verwendet. Die
Mehrheit dieser Zellen (95%) zeigte eine positive Farbung nach nur 5 min Inkubation.
In Gegensatz dazu wurden nach 24 h Inkubation 2,7% bzw. 2,4% der PGD,-
behandelten und der Kontroll-Trypanosomen durch Propidiumjodid geférbt. Die
nekrotische Population blieb auch nach 32 h Inkubation mit PGD, unter 5% (Abb.
3.20).
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Abbildung 3.20. FACS Analyse von Blutform-Trypanosomen nach der Farbung mit
Propidiumjodid oder Tetramethylrhodamin. A: Darstellung der Nekrose-Kinetik, des
¥m und des DNA-Gehalts nach Behandlung mit 5 yuM PGD,. Die Werte der Kontroll-
Zellen sind wahrend der ganzen Inkubationszeit (32 h) stabil geblieben. Die
Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung von 3 unabhangigen
Experimenten. B: Originale Histogramme nach 24 und 32 h Behandlung. Die grauen
Histogramme stellen die Ergebnisse der positiven Kontrolle mit Digitonin (Nekrose)
und Valinomycin (¥m) dar. C: Prozent von Zellen in der G1, S und G2 Phase des
Zellzyklus nach 0, 24, 28, 32 h Inkubation.

3.10.2. PCD-Nachweis nach Behandlung mit Metaboliten der J-Serie

Die FACS Analyse zusammen mit den beobachtenden Verdnderungen der
Morphologie bei Lichtmikroskopie, REM und TEM deuten darauf hin, dass PGD; einen
programmierten Zelltod in der Blutform von Trypanosoma brucei auslost. Allerdings
wurde schon gezeigt, dass dieses Molekiil unter unseren experimentellen Bedingungen
zu aktiven Derivaten der J-Serie umgewandelt wird. Um zu untersuchen, ob der von
PGD; induzierte Prozess urspriinglich von diesem Prostanoid ausgelost wird oder ob es
durch die Bildung stirkerer = Metabolite induziert wird, wurde die
Membranpermeabilitidt, das mitochondriale Membranpotential und der DNA-Gehalt
auch bei mit J-Derivaten behandelten Trypanosomen nach 24 h gemessen. Hierbei
wurde zusitzlich auch 17-phenyl-PGD, verwendet, ein PGD;-Analogon, das stabiler ist
als PGD,, um feststellen zu kénnen, ob das PGD, die Effekte selbst vermittelt kann.

Durch Verwendung von Propidiumjodid wurde nachgewiesen, dass die Inkubation
mit diesen Metaboliten keine Verdnderung der Zellmembran ausloste (data not shown).
Allerdings flihrte die Behandlung mit J-Serie Metaboliten zur Schrumpfung der Zelle
(Abb. 3.21 A). Der Phinotyp schloss einen Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials ein. Wiahrend Kontroll-Zellen nur zu 6,1% eine Abnahme des ¥m
nach 24 h Inkubation zeigten, fiihrte die Inkubation mit PGJ, zu einer Senkung des ¥m
von 24,5% der Population, die Behandlung mit A"*PGJ, von 18,3% und Verwendung
von 15d-PGJ; von 12,8%. Andererseits fiihrte aber auch die Inkubation mit 17-phenyl-
PGD; zu einem signifikanten Verlust des ¥m (Abb. 3.21 B).
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Abbildung 3.21. FACS Analyse nach 24 h Behandlung mit Prostaglandinen. A:
Darstellung der ZellgréBe. Die schwarzen Histogramme stellen die Kontroll-Zellen
dar, wahrend die graue Linien die Histogramme der behandelten Zellen
reprasentieren. Ethanol wurde als Kontrolle des verwendeten Lésungsmittels
verwendet. B: ¥m. Die vertikale Linie stellt den Mittelwert der Kontroll-Zellen dar.
C: DNA Degradation. D: Darstellung der G1, S und G2 Phase des Zellzyklus nach 0,
24, 28, 32 h Inkubation.
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AulBlerdem rief die Behandlung von Trypanosomen mit diesen PG-Derivaten
Verdanderungen im DNA-Gehalt hervor. So wurde eine deutliche DNA-Degradation
beobachtet (Abb. 3.21 C). Ein signifikanter Anteil der Nuclei der behandelten Zellen
hatte einen niedrigeren DNA-Gehalt im Vergleich zu Nuclei aus Kontroll-Zellen: 47,1%
fiir PGJ, und 14,5% fiir A"’PGJ; vs. 3,9% fiir Kontroll-Zellen. Langere Inkubation mit
A"PGI, fiihrte zu 36,9% DNA-Degradation (data not shown). Erstaunlicherweise fiihrte
die Inkubation mit 15d-PGJ, zu keiner Degradation der DNA, selbst nach 32 h
Inkubation, obwohl Konzentrationen bis zu 5 uM verwendet wurden. Allerdings
induzierte 15d-PGJ,, in Zellen aus der stationdren Phase, eine DNA-Degradation von
16,2% nach 4 h Inkubation vs. 2,5% fiir Kontroll-Zellen. Auf der anderen Seite zeigte
die Analyse des Zellzyklus Unterschiede zwischen Kontroll- und behandelten Zellen
(Abb. 3.21 D). Ebenso wie nach PGD, Behandlung wurde ein Arrest in der G1 Phase
auch nach Behandlung mit den J-Derivaten induziert. Etwa 70% der PGJ,-, A?PGJ»-
und 17-phenyl-PGD,-behandelten Zellen befanden sich nach 32 h Inkubation in der G1
Phase. Der durch 15d-PGJ, induzierte Zellzyklusarrest war médBig. Nach 32 h waren
60% der Zellen in der G1 Phase vs. 45% der Kontroll-Zellen.

3.10.3. Nachweis von DNA-Brichen nach Behandlung mit Prostaglandinen durch

den Tunel-Test

In einem weiteren Set von Experimenten wurde die DNA-Degradation nach
Behandlung mit den verschiedenen Prostaglandinen durch einen TUNEL-Test (terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling) bestitigt. Hierbei
wurden Strangbriiche mit Hilfe einer terminalen Transferase und Biotin-dUTP markiert.
Die Auswertung erfolgte mit einem Antikdrper gegen Biotin, der mit einer Peroxidase
gekoppelt war. Eine positive Farbung war mikroskopisch durch das Auftreten einer
dunkelbraunen Farbe im Zellkern zu erkennen. Zur Quantifizierung der Farbung wurden
je 100 Zellen ausgezéhlt. Die Abbildung 3.22 fasst die Ergebnisse von drei
unabhingigen Experimenten zusammen. Beispiel-Zellen jeder Bedingung wurden
zusitzlich zugefiigt. Nach 24 h Inkubation zeigten die prostaglandin-behandelten

Kulturen einen h6heren Anteil von Zellen mit einer positiven Farbung: 50% + 9,5% mit
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5 uM PGD», 41% =+ 5,3% mit 3 uM PGJ,, 20% + 3,3% mit 3 uM A'?PGJ, 12% + 2,4%
mit 5 uM 15d-PGJ; und 39% =+ 9,8% mit 10 uM 17-phenyl-PGD, vs. 4,5% + 1,5% bei

unbehandelten Kontroll-Zellen.
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Abbildung 3.22. TUNEL-Farbung nach 24 h Inkubation. Die Bilder zeigen
behandelte Zellen mit einer positiven Farbung. Unter Kontroll-Bedingung trat

praktisch keine Kernfarbung auf.

3.10.4. Bestimmung der Phosphatidylserin-Exposition nach PG-Behandlung

Eines der ersten Ereignisse, das nach der Induktion des programmierten Zelltods
stattfindet, ist die Exposition von Phosphatidylserin (PS) im &ufleren leaflet der
Zellmembran (Bratton et al., 1997). Zur Untersuchung dieses Parameters wurden Zellen
aus der stationdren Phase verwendet, da sie schneller einen Phénotyp zeigten. Um
Phosphatidylserin nachweisen zu kénnen, wurde Annexin V verwendet. Annexin V ist
ein Protein, das in Ca®'-haltigen Losungen iiber eine hohere Affinitit zu PS Resten
verfiigt. Nekrotische Zellen wurden von der apoptotischen Population durch die doppelt
Farbung Annexin V/Propidiumjodid unterschieden. In Abbildung 3.23 sind die dot plots
von Kontroll- und behandelten Zellen dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, dass die
Behandlung von Trypanosomen mit PGD, und mit den Metaboliten der J-Serie die
Exposition von Phosphatidylserin ausloste. Der Effekt war am stirksten bei den PGJ,

behandelten Zellen. Nach 2 h Inkubation mit diesem Prostaglandin waren 59,1% der
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Zellen positiv fiir Annexin V, wihrend nach einer 4 h Inkubation 45,9% der A'*PGJ,-
und 42,2% der 15d-PGJ,-behandelten Trypanosomen eine PS-Exposition zeigten. Die
schwichste Wirkung zeigte PGD; und 17-phenyl-PGD,, die nach 6 h Inkubation und
bei hoheren Konzentrationen nur eine PS-Exposition von 39,94% (PGD) bzw. 44,06%
(17-phenyl-PGD,) zeigten (Abb. 3.23).
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Abbildung 3.23. Nachweis der Phosphatidylserin-Exposition nach Behandlung mit
Prostaglandinen mittels Annexin V. Die doppelte Farbung mit Annexin V und
Propidiumjodid flihrt zur Unterscheidung der nekrotischen und apoptotischen
Populationen. Die Messungen wurden nach 2 h (*), 4 h (**) und 6 h (***)
Inkubation durchgefiihrt. Die Werte flUr die Kontroll-Zellen lagen wéahrend der
gesamten Inkubationszeit unter 10%.
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3.11. Aufhebung des Prostaglandin-induzierten PCD durch Cycloheximid

Zur Untersuchung des Mechanismus, durch den die Prostaglandine einen
induzierten Zelltod in der Blutform von T. brucei auslosen, wurde Cycloheximid
(CHX), ein Inhibitor der Proteinsynthese verwendet. Trypanosomen aus der stationdren
Phase wurden fiir 1 h mit 10 pg/ml CHX inkubiert, bevor sie dann mit den jeweiligen
Prostaglandinen behandelt wurden. AnschlieBend wurde stiindlich (insgesamt bis 6 h)
die Zelldichte der verschiedenen Kulturen bestimmt. Wie oben beschrieben, fiihrte die
Behandlung mit PGD, und den Prostaglandinen der J-Serie bereits nach kurzer
Inkubation zum Absterben der Zellen. Interessanterweise konnte die Vorinkubation mit
CHX diesen Effekt aufheben (data not shown). Um dieses Ergebnis zu bestitigen,
wurde die Phosphatidylserin-Exposition nach Vorinkubation mit CHX und
anschliefender Behandlung mit den jeweiligen Prostaglandinen analysiert. Abbildung
3.24 zeigt die Werte der PS-Exposition mit und ohne CHX-Behandlung. Cycloheximid
verhinderte dabei in potenter Weise die Phosphatidylserin-Exposition und auch den
Zelltod. Diese Ergebnisse sprechen fiir die Notwendigkeit einer de novo Protein-
Synthese fiir die Auslosung des PCD durch Prostaglandine in der Blutform von
Trypanosoma brucei und deuten auf einen aktiven Prozess im Zellgeschehen hin.
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Abbildung 3.24. Hemmung des Prostaglandin-Effektes durch Inhibierung der
Protein-Synthese durch Cycloheximid (CHX). Die Bestimmung wurde nach 2 h
(PGJ,), 4 h (APGJ, und 15d-PGJ,) und 6 h (PGD, und 17-phenyl-PGD,) Inkubation
durchgefiihrt. Die Werte fir die unbehandelten Kontroll- und CHX-behandelten
Zellen blieben wéhrend der gesamten Inkubationszeit stabil. [(p<0,05 (*); p<0,01

(**)].
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3.12. Untersuchung des intrazellularen oxidativen Stresses nach PG-Behandlung

Prostaglandine wurden in der Literatur als starke Induktoren von intrazelluldirem
oxidativen Stress durch die Erhohung der Konzentration von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) beschrieben (Kondo et al., 2001, Pignatelli et al., 2005). Um
zu untersuchen, ob dieses Phdnomen auch bei dem durch PGD, und seiner J-Derivate
induzierten PCD eine Rolle spielt, wurden die Trypanosomen mit zwei verschiedenen
ROS scavengers (N-Acetyl-L-Cysteine [NAC] und Glutathion) und Prostaglandinen
zusammen und getrennt inkubiert. Beide ROS scavengers konnten dabei gleichermallen
den PG-Effekt verhindert, allerdings sind in Abbildung 3.25 nur die Ergebnisse mit
NAC dargestellt. Die Zellen, die mit NAC plus PG behandelt wurden, sind hdher
gewachsen und haben lidnger iiberlebt als die Zellen nach PG-Behandlung ohne NAC.
Diese Ergebnisse deuten auf die Induktion der ROS-Produktion durch die Behandlung

mit PGs in Trypanosomen hin.

17phenyl-PGD, 10 pM + NAC
-NAC

15d-PGJ, 4 pM + NAC
- NACE=—
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- NAC
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Abbildung 3.25. Hemmung des Prostaglandin-Effektes durch ROS scavenger.
Zellen aus der logarithmischen Phase wurden mit Prostaglandinen und N-Acetyl-L-
Cysteine (NAC) inkubiert und die Zelldichte jeder Kultur wurde nach 24 und 48 h
bestimmt.
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Um  diese  Ergebnisse zu  verifizieren, wurde die  Substanz
Dichlorodihydrofluorescein-Diacetat (DCFH-DA) verwendet. Diese Substanz ist ein
nicht fluoreszierendes Molekiil, das durch die Zellmembran diffundieren kann.
Intrazelluldir wird DCFH-DA durch die Abspaltung der zwei Acetyl-Gruppen zu
Dichlorodihydrofluorescein (DCFH) umgewandelt. In Gegenwart von ROS wird DCFH
schnell zum stark fluoreszierendem Molekiil Dichlorofluorescein (DCF) oxidiert. Fiir
diese Experimente wurden Zellen aus der stationdren Phase mit dem jeweiligen
Prostaglandin behandelt und zur ROS-Bestimmung vorbereitet. Die Behandlung mit 2
uM PGJ; rief nach 2 h Inkubation eine starke ROS-Bildung hervor. Dieser Effekt wurde
auch durch Behandlung mit den anderen Prostaglandinen, allerdings erst nach einer
lingeren Inkubationszeit induziert: nach 4 h Inkubation mit 1,5 uM A'*PGJ, oder 5 pM
15d-PGJ, und nach 6 h Inkubation mit 7,5 uM PGD; oder 10 uM 17-phenyl-PGD,

(Abb. 3.26).
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Abbildung 3.26. Nachweis von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) nach

Behandlung mit Prostaglandinen mittels Dichlorodihydrofluorescein-Diacetat (DCFH-
DA). Zellen aus der stationaren Phase wurden mit den jeweiligen Prostaglandinen
behandelt. Nach 2 h (*), 4 h (**) und 6 h (***) Inkubation wurde die ROS
Produktion bestimmt.
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Anschlieend an diese Versuche wurde dann festgestellt, dass durch Inkubation
mit den Thiolhaltigen-Substanzen NAC und Glutathion die ROS Produktion verhindert
werden kann (Abb. 3.27). Dadurch wurde auch der Zelltod aufgehoben. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass PGJ, ebenso wie auch die anderen Prostaglandine
ihre Effekte durch einen Mechanismus, der die Storung des intrazelluldren Redox-
Status involviert, vermitteln.

Die publizierten Daten zeigen zudem, dass die ROS Formation die
Uberexpression einiger Proteine, vor allem von Enzym, die an der ROS-Bildung
beteiligt sind, benotigt (Herrera et al., 2004; Thannickal and Fanburg, 2000).
Interessanterweise fiihrte die Vorinkubation der Trypanosomen mit Cycloheximid zu
einer signifikanten Hemmung der ROS-Bildung (Abb. 3.27). Diese Resultate zeigen,
dass die Protein-Biosynthese auch bei der PCD-Induktion durch Prostaglandine bei der
Blutform von T. brucei erforderlich ist.
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Abbildung 3.27. Inhibierung der ROS-Bildung durch Vorbehandlung mit N-Acetyl-
I-Cysteine (NAC) oder Cycloheximid (CHX).
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3.13. Untersuchung der Funktionalitat des Mitochondriums

In der Literatur ist das Mitochondrium als eine der wichtigsten Quellen von ROS
beschrieben worden (Droge, 2002). Um die Funktionalitit dieses Organells in
Trypanosomen zu untersuchen, wurde der Sauerstoffverbrauch der Kontroll- und der
PGlJ,-behandelten Zellen bestimmt. Trypanosomen aus der stationdren Phase wurden 2
h mit 2 pM PGJ, behandelt. AnschlieBend wurde der Sauerstoffverbrauch von 1 x 10’
Trypanosomen innerhalb von 10 min gemessen. Die Abbildung 3.28 zeigt deutlich, dass
der O,-Verbrauch bei den behandelten Trypanosomen niedriger war, als bei den
Kontroll-Zellen. Die statistische Analyse ergab dabei, dass die PGJ,-behandelten Zellen
etwa 30% weniger Sauerstoff als die Kontroll-Zellen verbrauchten. Durch TEM wurde
zudem ein dilatiertes Mitochondrium beobachtet und mittels FACS-Analyse wurde ein
Verlust des mitochondrialen Membranpotentials gemessen. Diese Ergebnisse sprechen

fiir die Beteiligung dieses Organells an den durch Prostaglandine induzierten

Zelltodprozess.
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Abbildung 3.28. Sauerstoffverbrauch der Blutform von T. brucei nach Behandlung
mit 2 uM PGJ,. Die statistische Analyse wurde mittels Student-t Test durchgefiihrt.
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Bei der Suche nach einem molekularen Mechanismus fiir die ROS-Produktion
kam insbesondere die Reaktion der Alternativen Oxidase (TAO) in Frage. TAO
tibertrdgt Reduktionséquivalente vom Ubiquinol auf Sauerstoff, wodurch das in der
Glycolyse reduzierte NAD regeneriert wird, damit die Glycolyse weiterlaufen kann. Die
Alternative Oxidase wurde schon bei der prozyklischen Form von Trypanosoma brucei
als scavenger fiir das Superoxid-Anion vorgeschlagen (Fang und Beattie, 2003). Wenn
dieses Enzym auch an der ROS-Bildung beteiligt ist, wiirde man eine Verstiarkung des
Prostaglandin-Effektes durch seine Hemmung vermuten. Darum wurden Trypanosomen
mit 2 uM PGJ, allein und zusammen mit Salicylhydroxamsidure (SHAM), ein TAO-
Inhibitor, behandelt und die Zelldichte nach 1 h kontrolliert. Die Behandlung mit
SHAM allein hatte keine sichtbareren Effekte auf die Parasiten. PGJ,-Behandlung
reduzierte die Zelldichte um etwa 20%. Interessanterweise fithrte aber die Inkubation
mit PGJ, plus SHAM zu einer 75% Reduzierung der Zelldichte (Abb. 3.29). Diese
Ergebnisse sprechen eindeutig flir einen synergistischen Effekt zwischen den
Prostaglandinen und SHAM und deuten darauf hin, dass TAO eine wichtige Rolle bei

der Auslosung von PCD in Trypanosomen spielt.
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Abbildung 3.29. Synergistischer Effekt von Salicylhydroxamsaure (SHAM) auf

PGJ,-behandelte Trypanosomen.
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4 Diskussion

4.1. Hemmung des Zellwachstums von Trypanosoma brucel durch Behandlung
mit PGDZ

In einer friheren Arbeit wurde von unserer Gruppe in Zusammenarbeit mit der
Gruppe von Dr. Kubata in Japan festgestellt, dass Trypanosomen Uber die Fahigkeit
verfligen, einige Prostaglandine (zumindest PGD,, PGE, und PGF,,) zu produzieren
(Kubata et al., 2000). Diese Molekiile beeinflussen insbesondere vermutlich die Parasit-
Wirt-Wechselwirkungen Aul¥er z.B. Immunsuppression und Schlafinduktion, die sieim
infizierten Wirt auslésen haben diese Prostaglandine aber sicherlich auch einen
Einfluss auf den Parasiten selbst. In dieser Arbeit wurden vor allem die Effekte der
Prostaglandine auf die Parasiten unter Kultur-Bedingungen untersucht. Zugabe von
PGE; und PGF2, hatte keine sichtbaren Effekte auf das Wachstum der Parasiten d.h. sie
snd wie die Kontrollzellen gewachsen und haben keine morphologischen
Veranderungen gezeigt. In Gegensatz dazu fihrte die Zugabe von PGD, zu ener
starken Hemmung des Zelwachstums. Die ICso-Werte dieser Prostaglandine zeigten,
dass PGD, etwa 50-fach stérker wirkte als PGE, oder PGF2,. Dies bestétigt einen
spezifischen Effekt von PGD, auf den Parasiten der nicht einfach auf seiner
Hydrophobizitét beruht.

Zellen aus der stationdren Phase waren empfindlicher als Zellen aus der
logarithmischen Wachstumsphase. Die Hemmung des Zellwachstums erfolgte nach 8
bis 12 h, wenn Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase verwendet wurden
aber bereits nach 2 h, wenn Zellen aus der stationdren Phase eingesetzt wurden.
Entsprechend induzierte eine Vorbehandlung der Trypanosomen mit 8 Bromo-cAMP,
einem zellpermeablen cAMP-Analogon, das die Differenzierung von der long slender
zur short stumpy Form hervorruft, eine Erhdhung der Empfindlichkeit der Parasiten
gegen PGD». Diese Daten deuten darauf hin, dass PGD, insbesondere auf die short

stumpy Form wirkt.
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Die Konzentration von PGD,, die zur Inhibierung des Wachstums von T. brucel
notwendig war, lag im mikromolaren Bereich. Der 1Cso-Wert fr PGD- betrug 3,7 uM,
und lag damit dhnlich oder niedriger as die Prostanoid-Konzentrationen, die Effekte in
anderen Eukaryonten hervorrufen (Fukushima, 1990; Haberl et al., 1998; Padilla et al.,
2000; Li et al., 2001; Ward et al., 2002; Chen et al., 2004). Allerdings konnte unter
Kultur-Bedingungen die aktive Konzentration an freilem Prostaglandin signifikant
niedriger sein, da die Prostaglandine an Proteine, speziell das Serum-Albumin binden
(Raz, 1972a; Raz, 1972b; Fitzpatrick und Waynalda, 1981; Fitzpatrick et al., 1984). Wir
haben darum unter unseren Bedingungen bestimmt, wie viel PGD, an Albumin bindet,
wobei sich zeigte, dass bel 37°C bereits innerhalb der ersten Stunde der Inkubation in
Blutformmedium 80% des eingesetzten PGD, an Albumin gebunden war. Zudem wurde
bereits gezeigt, dass Albumin auch die Umwandlung von PGD, zu anderen Derivaten
katalysiert (Fitzpatrick und Waynalda, 1983). Auf diese Weise liegt die effektive PGD,
Konzentration im nanomolaren Bereich, was durchaus vergleichbar mit den relevanten

physiologischen Konzentrationen ist.

4.2. Induktion von Zellzyklus-Arrest und Zeltod durch PGD

Nach den Ergebnissen der FACS Analyse fuhrte die PGD,-Behandlung zu einem
Arrest in der Gl-Phase des Zellzyklus. Diese Daten passten gut mit unseren
mikroskopischen Beobachtungen (Lichtmikroskopie, REM und TEM) zusammen,
wobel sich eine hohe Anzahl an Zellen nach 24 h Inkubation mit PGD, im
Teilungsprozess befanden. Durch DAPI-Farbung lief? sich dabel zeigen dass die Zellen
mehr als ein Flagellum, jedoch nur einen Kern enthielten. Somit fuhrt die PGD»-
Behandlung zum Zdlzyklus-Arrest, wobei zwar noch ein neues Flagellum gebildet
wird, die Kernteilung aber ausbleibt. Diese Ergebnisse sprechen fur die Beteiligung von
PGD- an der Regulation des Zellzyklus' von Trypanosoma brucei, was auch schon fir
verschiedene andere Zelltypen beschrieben wurde (Hughes-Fulford et al., 1985; Bhuyan
et al., 1986; Ohno et al., 1988).

Da durch den Gebrauch von Propidiumjodid kein Anzeichen von Nekrose

gefunden wurde, wurde as Arbeitshypothese die Induktion eines programmierten
Zelltodes nach PGD,-Behandlung angenommen. PCD ist an aktiver Prozess, der in
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einer Zelle in Abhangigkeit von unterschiedlichen Signalen ausgel 6st werden kann und
die Expression spezifischer Gene bedingt (Sperandio et al., 2000; Lockshin und Zakeri,
2004). Interessanterweise blockierte die Behandlung mit Cycloheximid den PGD;-
Effekt, was dafir spricht, dass der durch PGD, induzierte Zelltod auch in
Trypanosomen ein aktiver Prozess ist, der durch die Inhibierung der Proteinbiosynthese

angehalten werden kann.

PCD kann as Caspase-abhdngige oder Caspase-unabhdngige Apoptose, as
Autophagie, als PCD Il (Bursch et al., 2000) oder als Paraptose (Sperandio et al.,
2004) erfolgen. In dieser Arbeit wurde ein Set gut beschriebener Kriterien verwendet,
um diese Formen von PCD unterscheiden zu kénnen. Autophagie wurde wegen der
Zunahme an lysosomaen Strukturen untersucht. Durch  Verwendung von
Monodansylcadaverin konnte Autophagie aber ausgeschlossen werden, da keine
Autophagosomen gefarbt wurden Dies wurde auch durch Verwendung der Autophagie-
Inhibitoren 3-Methyladenin, Wortmannin, Adenosin, oder Adenosin plus Nipent
bestétigt, die ebenfalls nicht zu einer Aufhebung des PGD,- Effektes fuhrten PCD 111 ist
durch eine Auflosung der Zelle in Fragmente ohne Beteiligung von Lysosomen
charakterisiert, was in unseren Fall aber ebenfalls nicht beobachtet wurde. Da
Trypanosoma brucel keine Caspasen exprimiert, wurden die Caspase-abhéngige
Apoptose und die Paraptose ausgeschlossen. Interessanterweise wurden in T. brucei
funf Metacaspase-Gene entdeckt. Sie wurden kloniert und in Hefe exprimiert. Keine
dieser Metacaspasen besitzt aber eine messbare Proteaseaktivitdt und oder ist an der
Apoptose in Trypanosomen beteiligt, auch wenn die Expression von Metacaspase 4 in
Saccharomyces cerevisiae zum Zelltod der Hefen fihrte (Szallies et al., 2002). Nach
neueren Beobachtungen unserer und anderer Gruppen kdnnten die Metacaspasen in
Trypanosomen in der Modulierung von membranassoziierten Proteine involviert sein

(Szallies und Duszenko, in preparation; Mottram et al., 2003).

Die in dieser Arbeit erbrachten Daten zeigen statt dessen dass PGD,-behandelte
Zellen durch einen PCD-Prozess sterben, der viel Ahnlichkeit mit der Apoptose in
Saugerzellen aber auch anderen Protozoen hat (Mpoke und Wolfe, 1996; Wang und
Wang, 1999; Arnoult et al., 2001; Nasirudeen et al., 2001). Durch TEM, FACS und
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TUNEL-Test konnten wir zeigen dass nach PGD»-Behandlung eine Fragmentierung
des Kerns mit Chromatinkondensation und DNA-Degradation auftrat. Zusétzlich wurde
die Dilatierung des Mitochondriums mittels TEM-Aufnahmen beobachtet und durch
FACS-Analyse eine Senkung des mitochondrialen Membranpotentials und die
Exposition von Phosphatidylserin  beobachtet. Caspase-1nhibitoren hatten keinen
Einfluss auf den durch PGD» induzierten Zelltod (Rawer, 2004). Aus diesem Grund und
well die Trypanosomen keine Caspase besitzen, ist der PGD»-induzierte PCD ein
Caspase-unabhangiger Prozess. Dieser Typ von Zelltod wurde bereits bei Dictyostelium
(Olieet al., 1998), T-Lymphozyten (Jaattela und Tschopp, 2003) und anderen Zelltypen
(Lorenzo und Susin, 2004) beschrieben Die hier vorliegenden Ergebnisse weisen darauf
hin, dass die Produktion und Sekretion von PGD, bel Trypanosomen mit der
Regulierung des Zellzyklus assoziiert it und bieten Evidenzen fir die Ausldésung eines

Caspase-unabhangigen PCD in der Blutform von Trypanosoma brucei durch PGD..

4.3. Metabolismus von Prostaglandin D>

Die Instabilitdt von PGD; in Gegenwart von Albumin ist seit langer Zeit bekannt
(Fitzpatrick und Wynalda, 1983). Zusétzlich wurde bereits berichtet, dass die PGD, —
abhangige Wachstums-Hemmung von Leukémie-Zellen der Maus tatséchlich durch die
Bildung eines Derivats von PGD,, namlich D?PGJ,, hervorgerufen wird und dass PGD;
selbst dabei keine Rolle spielt (Narumiya and Fukushima 1985). Aus diesem Grunde
wurde in dieser Arbeit die Produktion der Metabolite aus PGD, unter unseren
Bedingungen untersucht, um zu messen ob der durch PGD, induzierte PCD auf die
Bildung stérkerer Derivate zurlickzufihren ist. Durch Dunnschichtchromatographie
konnte dabel bestdtigt werden dass das Serum-Albumin des Mediums die PGD»-
Metabolisierung beschleunigt. Nach 5 h Inkubation in Blutformmedium war bereits
etwa die Hafte des PGD, umgewandelt, wdhrend die Inkubation in Medium oder in
Puffer ohne Albumin nur zu einer geringen Abnahme dieses Prostaglandins fuhrte.
Mittels eines M S-gekoppelten HPLC-Systems wurde dann gemessen, dass PGD, bel
37°C in Blutformmedium rasch in weitere Verbindungen umgewandelt wird. Nach 12 h
Inkubation wurde das eingesetzte PGD; hier zu mehr as 80% in verschiedene Derivate
der J und D-Serie metabolisiert.
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4.4. Induktion von programmiertem Zelltod durch J-Serie Derivate

Die durch Vergleich mit kommerziell erhdtlichen authentischen Verbindungen
identifizierten Derivate wurden schliefdlich in Kultur gestestet. Es ist aus der Literatur
bekannt, dass diese Molekile, vor allem die Metabolite der JSerie, stérker als PGD»
wirken. Prostaglandine der J Serie besitzen eine reaktive a,b-ungeséttigte Ketogruppe
am Cyclopentanring und bieten ein breites Spektrum von biologischen Aktivitaten wie
Hemmung der Zellzyklusprogression, Aufhebung der viralen Replikation, Induktion
von heat shock Proteinen und Stimulierung der Osteogenese (Fukushima, 1992).

Zugabe von Metaboliten der D-Serie zu Trypanosomenkulturen induzierte keine
Effekte bei den Parasiten, d.h. die Zellen wuchsen norma und zeigten keine
morphologischen Verénderungen. Entsprechend waren die ICso-Werte dieser Metabolite
10 bis 30mal hoher ds der ICso-Wert von PGD,. In Gegensatz dazu fihrte die
Behandlung von Trypanosomen mit Metaboliten der JSerie zur einer signifikanten
Inhibierung der Proliferation. Die ICso-Werte von PGJ, und D*?PGJ, waren signifikant
niedriger, wahrend 15d-PGJ, einen dhnlichen 1Cso-Wert wie PGD, zeigte. Durch TEM
Aufnahmen und FACS-Analyse wurde zudem klar, dass diese Metabolite ebenso wie
das PGD- einen Arrest in der G1-Phase des Zellzyklus audl6sten. Diese Daten belegen
dass die Metabolisierung von PGD, zu den J Serie Derivaten auch von physiologischer

Bedeutung sein konnte.

Behandlung mit den Metaboliten der J-Serie rief in den Trypanosomen
charakteristische PCD-Verdnderungen hervor. Durch TEM, TUNEL-Test und FACS
Analyse wurde eine starke Vakuoliserung des Zytoplasmas, die nukleare
Segmentierung, Chromatinkondensation und DNA-Degradation beobachtet. Zusétzlich
wurde durch FACS-Analyse ein Verlust des mitochondridlen Membranpotentials
gemessen, was mit der Beobachtung eines dilatierten Mitochondriums zusammenpasst.
Wenn Zellen aus der stationéren Phase verwendet wurden, konnte man feststellen, dass
die Exposition von Phosphatidylserin einer der ersten sichtbaren Effekte des 3Serie
induzierten PCD war. Hier wurde durch Verwendung von Cycloheximid zudem

bestétigt, dass eine funktionierende Protein-Biosynthese notwendig ist, um den PCD
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auszulésen. Alle diese Daten stimmen mit den Beobachtungen nach PGD--Behandlung
tberein und zeigen, dass Derivate der J-Serie, namentlichPGJ,, D**PGJ, und 15d-PGJ,,
stérker und schneller den programmierten Zelltod in der Blutform von T. brucei

ausl 6sen konnenas PGD».

Der durch die J Serie-Metabolite induzierte Zelltod war von der Wachstumsphase
abhangig. Diese Prostaglandine l6sten den Zelltod schneller in Zellen der stationdren
Phase aus as in solchen der logarithmischen Wachstumsphase. Das war besonderes
auffallig bei 15d-PGJ,. Ahnliche Ergebnisse wurden auch nach PGD,-Behandlung
gefunden. Aullerdem hatte die Induktion der Differenzierung mit 8 Bromo-cAMP zur
stumpy Form eine Erhéhung der Empfindlichkeit der Trypanosomen gegeniber PGD-
zur Folge. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass diese Prostaglandine vor allem auf die
stumpy Form wirken. Wir vermuten, dass dieser Mechanismus eine Bedeutung fr die

beobachtete zelldichte-abhangige Wachstumsregulation der Parasiten besitzt.

17-phenyl PGD5, ein synthetisches Analogon von PGDy, ist ein stabiles Molekdl,
das unter unseren experimentellen Bedingungen nicht ungewardelt wurde. Die Zugabe
dieser Substanz zu Trypanosomenkultureninduzierte den gleichen Phanotyp wie PGD.,
was andeutet, dass PGD, selbst auch einen Effekt auf die Trypanosomen ausiibt.
Allerdings war die Konzentration, die zu den gleichen Ergebnissen fihrte, etwa
zweimal hoher als die Konzentration von PGD;. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass
PGD, teilweise die Effekte bei der Blutform verursacht, jedoch die Bildung aktiverer
Metabolite den beobachteten Phanotyp verstarkt.

4.5. Erhohung der reaktiven Sauer stoffspezies (ROS) durch Prostaglandine

Als reaktive Sauerstoffspezies entdeckt wurden, wurden sie nur as schadliches
Molekil beschrieben (Harman, 1956). Heute weil3 man aber, dass sie bel verschiedenen
physiologischen Ereignissen eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion spielen
(White et al., 1976; Mittal und Murad, 1977; Roth und Droge, 1987; Schreck et al.,
1991; Thannicka und Fanburg, 2000; Droge, 2001). Zusétzlich wurde schon oft Gber
ihre Beteiligung an der Signalkaskade, die wahrend des PCD aktiviert wird, berichtet
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(Chadhri et al., 1988; Nakamura et al., 1993; Russo et al., 1995; Esposito et al., 1997;
Kondo et al., 2001; Li et al., 2001; Chen et al., 2005; Pignatelli et al., 2005).
Interessanterweise sind Prostaglandine als starke Induktoren von intrazelluldrem
oxidativen Stress beschrieben worden. Die Anderung des Redox-Gleichgewichts ist die
Basis viedler ihrer biologischen Effekte und ist in der Aktivierung von PCD in
verschiedenen Zelltypen involviert (Kondo et al., 2001; Li et al., 2001; Pignatelli et al.,
2005). 15d-PGJ, 16st durch Induktion von oxidativem Stress Apoptose in Makrophagen,
humanen hepatischen Myofibroblasten, Neuroblastoma-Zellen und Lymphozyten aus
(Hortelano et al., 2000; Kondo et al., 2001; Li et al., 2001; Nencioni et al., 2003). PGD,
und PGJ, sowie seine Metabolite (aber nicht PGE, und PGF,,) rufen Apoptose in
humanen Leukamie-Zellen durch ROS-Produktion und Caspase 3-Aktivierung hervor
(Chen et al, 2005). Deshalb wurde in dieser Arbeit analysiert, ob die PCD-Induktion
durch PGD, und deren Metabolite der J Serie in Trypanosoma brucei mit der Bildung
von ROS assoziiert ig. Die FACS-Anayse mit DCFH-DA zeigte eine Stimulierung der
ROS-Produktion nach Behandlung mit den drei JMetaboliten. PGJ, war dabei der
stérkste ROS-Induktor, gefolgt von DY?PGJ, und 15d-PGJ2. Interessanterweise hing
diese Reithenfolge immer mit der Fahigkeit zusammen PCD zu induzieren. PGD, und
17-phenyl-PGD, riefen ebenfals eine Erhéhung des ROS-Niveaus hervor. Die
Erscheinung von ROS ging dabei stets dem Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials und der DNA-Degradation voraus.

4.6. Aufhebung des Prostaglandin-Effektes

Verschiedene biologische Effekte, sogar PCD, die Prostaglandine mittels ROS
Produktion hervorrufen, konnten durch Behandlung mit Antioxidanzien inhibiert
werden (Kondo et al., 2001; Li et al., 2001). Vorbehandlung mit scavengers fir reaktive
Sauerstoffspezies, ndmlich NAC oder Glutathion, verhinderte bel den Trypanosomen
vollsténdig die ROS-Bildung und hob effizient den Zelltod auf. Diese Ergebnisse
sprechen fir die Beteiligung von ROS bei der PCD Signalkaskade, die in der Blutform

von T. brucei durch Behandlung mit PGD, und den J-Derivaten induziert wird.
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Die Empfindlichkeit von PCD gegen Inhibitoren der Proteinbiosynthese ist ein
wichtiges Charakteristikum, welches die Abhangigkeit dieses Phdnomens von der
Genexpression zeigt. Aus diesem Grunde wurde untersucht, ob die durch PGD» und den
Metaboliten der JSerie induziete ROS-Produktion abhangig von der
Proteinbiosynthese war. Parasiten, die nach einer Vorbehandlung mit Cycloheximid mit
diesen Prostanoiden inkubiert wurden, zeigten weder hohere ROS-Niveaus noch eine
Exposition von Phosphatidylserin und starben deutlich spéter. Diese Ergebnisse passen
gut mit den in der Literatur berichteten Daten fur verschiedene neuronae Zelltypen
zusammen, wobel die Apoptose durch ROS induziert wird und ihre Produktion vollig
oder teilweise mit Transkriptions- oder Trandations-Inhibitoren blockiert wurde
(Schulz et al., 1996; Tan et al., 1998). Oxidativer Stressist ein wichtiger Parameter, der
Zelltod as Antwort auf verschiedene Stimuli auddst. Die vorliegenden Ergebnisse
zeigen deutliche Evidenzen fir die Existenz eines aktiven PCD-Prozessesin T. bruce,

bei dem eine de novo Proteinbiosynthese und oxidativer Stress involviert sind.

4.7. Mdogliche Beteiligung des Mitochondriums an der ROS-Produktion

Im Lauf des normalen Metabolismus werden im Mitochondrium ROS generiert,
wenn Sauerstoff in der Atmungskette reduziert wird. Das Mitochondrium der Blutform
von T. brucei ist alerdings nicht gut entwickelt, obwohl bei der stumpy Form das
MRNA-Niveau einiger Enzyme der Atmungskette erhoht und diverse Enzyme des
Citratzyklus exprimiert werden (Stojdl und Clarke, 1996; Beattie und Howton, 1996;
Hendriks et al., 2000). In dieser Arbeit wurde die Beteiligung dieses Organells am PCD
durch Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs untersucht. In Zellen aus der stationéren
Phase verursachte die Behandlung mit PGJ, eine Senkung des Sauerstoffverbrauchs von
30% nach 2 h Inkubation. Anderseits ist im Mitochondrium der Blutform (auch in der
PC-Form) ein Enzym lokalisiert, das die Reduktionsdquivalente des NADH der
Glycolyse auf den Sauerstoff transferiert. Hierbei handelt es sich um die Alternative
Oxidase (TAO). Sie wurde in der prozyklischen Form as scavenger fir das Superoxid-
Anion beschrieben (Fang und Besttie, 2003). Inkubation von Trypanosomen mit
SHAM, einem TAO-Inhibitor, zusammen mit PG} hatte einen synergistischen Effekt
auf die Parasiten zur Folge, was darauf hindeutet, dass die Hemmung der TAO zu einer
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Verstdrkung der ROS Bildung durch PGJ-Behandlung fihren kann. De facto wurde
kirzlich gezeigt, dass in der Blutform von T. brucel rhodesiense die Inhibierung der
TAO mit Ascofuranon zum PCD fiihrt und dass die Uberexpression dieses Enzyms
sogar einen schitzenden Effekt ausiibt (Tsuda et al., 2005). Alle diese Daten sprechen
fur die Beteiligung des Mitochondriums an der ROS-Produktion in Trypanosoma
brucei. Allerdings sollte die Beteiligung anderer Enzyme zur ROS-Bildung, wie z.B. die
NAD(P)H-Oxidasen und andere Enzyme, die an Redoxprozessen teilnehmen, nicht

ausgeschlossen werden.

4.8. Schlussfolgerungen

Auf der Suche nach einem physiologischen Zusammenhang fur die Produktion
von Prostaglandinen bel Trypanosomen wurden in der vorliegenden Arbeit ihre Effekte
auf diese Parasiten unter in vitro Bedingungen untersucht. Die Ergebnisse zeigen die
Audl6sung eines Caspase- unabhangigen PCD in der Blutform von Trypanosoma brucei
nach Behandlung mit PGD,. Die Unsetzung dieses Prostaglandins wurde durch
Inkubation im Kulturmedium untersucht. Die dabei gebildeten Metabolite der JSerie
logen bel niedrigen Konzentrationen schneller PCD aus als PGD,, was darauf
hindeutet, dass unter physiologischen Bedingungen die Bildung dieser Derivate von
grofRer Bedeutung ist.

Blutformen von afrikanischen Trypanosomen differenzieren von der
tellungsfahigen slender Form zur teillungsunféhigen stumpy Form, die fir die
Transfektion in der Fliege préadaptiert ist. Wenn die stumpy Form nicht durch die
Tsetse-Fliege aufgenommen wird, kénnen sie im Blut des Wirtes nur noch 2 bis 3 Tage
Uberleben (Turner et al., 1995). Insbesondere die stumpy Form produziert PGD;
(Kubata et al., 2000), das durch seine direkte Wirkung, aber vor allem durch seine
Umwandlung in die aktiven Metabolite der 3Serie, PCD audltst. Alle diese Daten
lassen uns einen zweistufigen Mechanismus zur Kontrolle der Parasitémie in infizierten
Tieren vorschlagen. 1) Die slender Form produziert einen bislang unbekannten
Differenzierungsfaktor (Hamm et al., 1990; Hesse et al., 1995), der die Differenzierung
zur stumpy Form abhangig von der Zelldichte induziert (Vassella et al., 1997; Tyler et
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al., 2001). 2) Die stumpy Form sezerniert PGD, das nach seiner Metabolisierung einen
Zellzyklus-Arrest aud6st und Zelltod hauptséchlich in stumpy Zellen hervorruft. Auf
diese Weise konnte die PGD,-Sekretion und seine darauffolgende Umwandiung eine
wichtige Rolle als Regulator der Zelldichte im Wirt spielen. Dies wére ein auto-
limitierender Prozess, da die Prostaglandine, die im PCD involviert sind, hauptséchlich

von dieser Form des Parasiten produziert wird.
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5 Zusammenfassung

Trypanosomen sind seit dem Anfang des letzten Jahrhunderts a's Erreger einer
Reihe schwerer Tropenkrankheiten bei Mensch und Tier bekannt. Von groler
Bedeutung ist dabei im tropischen Afrika die Artengruppe Trypanosoma brucei, die
Erreger der Schlafkrankheit. Bei Patienten mit Trypanosoma gambiense Infektion
nimmt im Liquor cerebrospinalis die Konzentration von Prostaglandin D, stark zu
(Pentreath et al., 1990). Dieses Ergebnis wurde zunichst als eine Uberregulation der
Prostaglandinproduktion des Wirtes wahrend der afrikanischen Trypanosomiasis
gedeutet. Im Jahr 2000 wurde jedoch festgestellt, dass auch Trypanosomen die Fahigkeit
haben, Prostaglandine zu produzieren (Kubata et al., 2000). Prostaglandine wirken bel
Saugetieren as starke Mediatoren bei einer Vielzahl von physiologischen und
pathologischen Reaktionen, wie Erniedrigung des vaskularen Tonus, Fehlgeburt,
Infertilitét, Immunsuppression, ovariale Dysfunktion, Mudigkeit, Bronchokonstriktion
und anderen Symptomen (Mathé et al., 1977; Samuelsson, 1980; Oliw, 1983; Glew,
1992; Dubois et al., 1998; Hayaishi, 2000; Nencioni et al., 2003; Shibata et al., 2002,
Ward et al., 2002). In Schistosoma mansoni wurde die Bildung von Prostaglandinen mit
der Transformation von der cercaria- zur schistosomalen Form assoziiert (Fusco et al.,
1986), wahrend in Amoeba proteus die Prostaglandine in der Phagozytose eine wichtige
Rolle spielen (Prusch, 1989).

In dieser Arbeit wurde der Effekt der Prostaglandine auf die Blutform von
Trypanosoma brucel untersucht. Die Behandlung der Trypanosomen mit PGD, (aber
nicht mit PGE, und PGF»,) fuhrte zu einer signifikanten Hemmung des Zellwachstums
und der DNA Synthese. Die habinhibitorische Konzentration (ICsp) von Prostaglandin
D, nach 24 h Inkubation betrug 3,7 uM. Allerdings war die effektive Konzentration viel
niedriger, da diese Verbindung einen hydrophoben Charakter besitzt und deswegen an
das Albumin bindet. Nach 1 h Inkubation blieb nur etwa 20% freies PGD, Ubrig. Bei der
Ausdsung der Proliferationsinhibition waren PGE, und PGF,, etwa 43 bzw. 54 Mal
schwécher als PGD,. Die Behandlung von Trypanosomen mit diesen Prostaglandinen

induzierte bei Konzentrationen bis 5 UM sogar eine Erhéhung der DNA Synthese um
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etwa 20%, so dass man vermuten konnte, dass PGE, und PGF,, eine Rolle bei der
Proliferation spielen. Durch Beobachtung morphologischer Verénderungen und die
Anwendung spezifischer Farbungen konnte gezeigt werden, dass Prostaglandin D, zum
Zelltod der Blutform dieses Parasiten fuhrt. Autophagie wurde dabei als Zelltod-
Mechanismus durch Verwendung von Monodansylcadaverin und spezifischen
Inhibitoren ausgeschlossen. Zudem zeigte der PGD.-induzierte Zelltod &hnliche
Charakteristika wie die Apoptose, war jedoch Caspase-unabhangig, da die
Trypanosomen Uber keine Caspase verfigen und Caspase-Inhibitoren den Effekt nicht

aufheben konnten.

PGD, ist ads en sehr instabiles Molekul bekannt. Deshalb wurde seine
Metabolisierung unter den verwendeten experimentellen Bedingungen untersucht. Die
Umwandlung von PGD, erwies sich als ein sehr schneller Prozess, da mehr als 80% des
eingesetzten PGD- bereits nach 12 h Inkubation metabolisiert war. Nach 20 h und 40 h
Inkubation wurden die Metabolite der D Serie (15d-PGD, und 15k-PGD-) und der J
Serie (15d-PGJ, D?PGJ, und PGY) im Medium identifiziert. Die Metabolite der D
Serie induzierten keine Verdnderungen in den Trypanosomen. Im Gegensatz dazu riefen
die Derivate der J Serie eine starke Inhibierung der Proliferation hervor. Sie induzierten
morphologische Veranderungen, einen Zellzyklusarrest, Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials, DNA Degradation und die Exposition von Phosphatidylserin
schneller, effektiver und bel niedrigeren Konzentrationen as PGD.. Allerdings konnte
festgestellt werden, dass RGD, selbst auch einen Effekt auf die Trypanosomen ausiibt,
da das stabile synthetische Analogon 17-phenyl-PGD- den gleiche Phanotyp wie PGD-»
induzierte. Physiologisch betrachtet ist jedoch die Metabolisierung von PGD, von
grof3er Bedeutung fur die Verstérkung der Zelltodinduktion.

Der Effekt von Prostaglandin » und den Metaboliten der JSerie war stark von
der Wachstumsphase der Parasiten abhangig. Trypanosomen aus der stationaren Phase
waren empfindlicher als die Trypanosomen aus der logarithmischen Phase. Behandlung
von monomorphen Trypanosomen mit Br-cAMP, das die Differenzierung von der
dender zur stumpy Form induziert, erhdhte ebenfalls die Empfindlichkeit der

Trypanosomen gegentiber diesen Prostaglandinen. Zusétzlich wirkte PGD; auch starker
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auf stumpy as auf dlender Trypanosomen, wenn diese bei Verwendung eines
pleomorphen Stammes aus der Maus isoliert wurden. Das deutet ebenfalls darauf hin,

dass diese Prostaglandine vor allem auf die stumpy Form des Parasiten wirken.

Da Prostaglandine als starke Induktoren des intrazelluldren oxidativen Stress
beschrieben wurden, wurde die Betelligung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) am
Prozess des induzierten Zelltods untersucht. Dazu wurden zwei ROS scavenger, N-
Acetyl-L-Cysteine (NAC) und Glutathion, eingesetzt, die den induzierte Zelltod
verhinderten und das Uberleben der Parasiten signifikant verlangerten. Mittels Dichloro-
dihydrofluoresceindiacetat (DCFH-DA) konnte dann auch direkt bestimmt werden, dass
die Prostaglandine der JSerie die Bildung von intrazelluldrem ROS verursachten.
Vorinkubation mit NAC oder Glutathion verhinderte die ROS Generation und somit den
Zdlltod. Die Produktion von ROS wurde ebenso durch Vorinkubation mit Cycloheximid
gehemmt, was darauf hindeutet, dass der induzierte Prozess ein aktives Ereignis ist, das

eine de novo Proteinbiosynthese erfordert.

Die hier erzielten Ergebnisse sprechen fir einen stumpy Form-spezifischen
induzierten Zelltodprozess, der als Apoptosis-like PCD bezeichnet wird und durch
Bildung von Sauerstoffradikalen hervorgerufen wird. Aufgrund dieser Ergebnisse
schlagen wir vor, dass die Sekretion von PGD, aus den Parasiten und seine
Umwandlung in Derivate der JSerie as en Mechanismus zur Regulierung der
Zelldichte im Wirt dienen konnte und somit eine wichtige physiologische Funktion
besitzt. Die hier vorgestellten Untersuchungen 6ffnen neue Tiren fur die Aufklarung der
PCD-Maschinerie in Trypanosoma brucei und liefern somit unter Umsténden neue
Targetmolekile fur die Behandlung der Schlafkrankheit.
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