Aus dem Interfakultaren Institut fir Biochemie
der Universitat Tubingen
Abteilung: Biochemie Il
Direktor: Professor Dr. T. Stehle

Herstellung von rot fluoreszierenden, konstitutiv
monomeres Cherry Protein exprimierenden Trypanosomen
zur Lokalisierung und morphologischen Charakterisierung
von Trypanosoma brucei brucei im Gewebe des zentralen

Nervensystems

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von
Sven Acker
aus

Balingen

2013



Dekan: Professor Dr. I. B. Autenrieth
1. Berichterstatter: Professor Dr. M. Duszenko

2. Berichterstatter: Professor Dr. P. Kahle



Danksagung

Die vorliegende Arbeit wurde von August 2009 bis Oktober 2011 im Interfakultaren Institut fur
Biochemie der Eberhard Karls Universitat in Tibingen unter der Leitung von Herrn Prof. Dr.
Michael Duszenko durchgefiihrt und durch das Promotionsstipendium ,Molekulare Medizin®
der Medizinischen Fakultat Tabingen, im Bereich des Interdisziplindren Zentrums flr

Klinische Forschung, unterstitzt und gefordert.

Mein besonderer Dank gilt Professor Michael Duszenko fur die interessante Themenstellung,
die ausgezeichnete Betreuung, die herzliche Aufnahme in die Arbeitsgruppe, die stetige
Unterstitzungs- und Diskussionsbereitschaft in allen Bereichen sowie flr das ausge-
sprochen gute Arbeitsklima und die schone Zeit, die ich in seiner Arbeitsgruppe verbringen
durfte.

Dr. Bjorn Bassarak und Herrn Stefan Mogk danke ich fur die hervorragende Betreuung,
Zusammenarbeit, Unterstiitzung bei der Durchfiihrung zahlreicher Experimente, fur viele
fachliche Ratschlage und DenkansttfRe sowie fir ihre stdndige Hilfsbereitschaft. Ebenso
gebihrt mein Dank Jasmin Stein, Torsten Barth, Bjérn Buchholz, Claudia Frey, Rudolph
Koopmann, Matthias Huber, Andrea Wegner, Derya Demirsal und Caroline Schonfeld, die
mir fir meine zahlreichen Fragen jederzeit zur Verfiigung standen, mich immer nach besten
Kraften unterstitzten und fur eine freundliche, aufgeschlossene und durch Interesse ge-
pragte Arbeitsatmosphare sorgten.

Besonders Torsten Barth, Bjorn Buchholz, Stefan Mogk und Jasmin Stein danke ich fur das

Lesen dieser Promotionsarbeit sowie fur ihre Anregungen.

Ein herzliches Dankeschon sage ich auch dem medizinischen Dekanat fur die unermuidliche
Beantwortung meiner Fragen.

Dem Promotionskolleg ,Molekulare Medizin® der Medizinischen Fakultat gilt mein Dank, da
das Kolleg mir neben der finanziellen Forderung viele Mdaglichkeiten eréffnete, neue
Themengebiete zu entdecken und Einblicke in andere Forschungsbereiche aufRerhalb der
Biochemie zu gewinnen.

Besonders bedanke ich mich auch bei Professorin Marlies Knipper, die uns Stipendiaten
immer wieder erinnerte, sich Ziele zeitnah zu setzen und zu erreichen. Desweiteren danke
ich der Medizinischen Fakultat fir die einmalige Chance am Nobelpreistragertreffen 2011 in
Lindau teilzunehmen. Hierbei gilt mein besonderer Dank Professor Gerhard Jahn,
Professorin Marlies Knipper und Professor Michael Duszenko, die mich bei der Bewerbung

unterstutzten und Fachgutachten erstellt haben.
2



Ein herzlicher Dank gebihrt der Abteilung der Allgemeinen Pathologie des Universitats-
klinikums Tubingen. Hierbei danke ich ganz besonders Herrn Professor Hartwig Wolburg und
seinen Mitarbeitern, die zahlreiche Gewebeproben elektronenmikroskopisch untersucht und

somit zum Gelingen dieser Arbeit mal3geblich beigetragen haben.

Ebenso danke ich meiner Familie, meinen Freunden und meinen Bekannten, die sich stets

fir mich und meine Arbeit interessierten und mich auf diese Weise immer wieder motivierten.

Mein gro3ter Dank gebihrt meiner Freundin, Friederike Mareike Susanne Schwarz, die mich
wahrend meines Studiums und wahrend der Promotionsarbeit immer unterstitzt hat. Ohne
ihre liebevollen, aufmunternden und auch kritischen Worte, die mich stdndig neu angetrieben
und zur kritischen Reflektion angeregt haben und ohne ihren Beistand in schwierigen

Situationen ware diese Arbeit nicht mdglich gewesen.



Authentizitatserklarung

Hiermit versichere ich, dass die vorliegende Arbeit mit dem Titel ,Herstellung von rot
fluoreszierenden, konstitutiv. monomeres Cherry Protein exprimierenden Trypanosomen zur
Lokalisierung und morphologischen Charakterisierung von Trypanosoma brucei brucei im
Gewebe des zentralen Nervensystems*® von mir selbststéndig verfasst und ich keine anderen
als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet habe. Stellen, die dem Sinne oder
dem Wortlaut nach anderer Werke entnommen sind, habe ich in durch Angabe der Quelle

und der verwendeten Sekundarliteratur gekennzeichnet.

Tlbingen, im November 2013

Sven Acker



Inhaltsverzeichnis

ADKUIZUNGSVEIZEICNNIS ..ottt 10
ADDIAUNGSVEIZEICANIS ..o 12
FOrMEIVEIZEICNIS ...t 13
TabD I ENVEIZEICNNTS ... 13
ZUSAMMENTASSUNG ...vviieieicieieieie et se s esesesesenennns 16
L EINTEITUNG oottt ettt a bbb bese s s e se s ese s ebe s esessebeneanas 19
1.1 TIYPANOSOMEN....c.eieeeteeiitetetesitssetetesetssesesesessssesesesessesesesassssesesesessssesesesessssesasensssesesesesnsnsesn 19
1.1.1 Taxonomie und EINOIANUNG ...c..cocviiiririiieerie sttt sbe e s nee 19
1.1.2 Morphologie und zellbiologische Besonderheiten .............cocoveveveninieiencnenecienne 20

1.2 TrypanOSOMA DIUCEI .....cc.eeuiiiiriiiiieieeseeee ettt sttt 21
1.2.1 Verbreitungsgebiet und Lebenszyklus vOn T. DIUCEI ........ccceveevevinininicnirinieene 21
1.2.2 Medizinische Bedeutung VON T. BIUCEI ........cccevieiiiiriniereeeeeceeeee e 23
1.2.3 Humane Afrikanische TrypanoSOMIaASIS .........ccccecereririeiienienieeesieneseeeese e 23

1.3 Das Problem des meningoenzephalitischen Stadiums..........cccocveverinineeicneneneeeeen 25
1.4 ZielSetZuNg AerI ATDEIL.......c.eiiieeece ettt 29
2. Material UNd METNOTEN ..o 31
2.1 GEIALE....ceiiieetee bbbt 31
2.1 0 ZEIKUIUT ..ottt sttt 31
2.1.2 MOIEKUIAIDIOIOGIE ....c.veeeieeieeieee ettt et be e e s ae e s saesnaesaeea 31
2.1.3 ProteinbiOCREMIE .......ccvoiiiiiicc s 32
2.1.4 FlUuOreSZenZmiKIOSKOPIE .......ecvieiieiieieceie sttt ettt e teeste e be et eteeveensesaaessaesnaeseeens 32
2.1.5 Praperation VON VErSUCNSHEIEN..........c.ccveiiiiieiiecie sttt 32
2.1.6 Computer, Software und Datenbanken.............cccceeveeiierienieeseee e 32
2.1.7 SONSHPE GEIALE .....ecteeieeieeiece ettt ettt e s te e te e e et e e te e beeteesteesbesssesseessaesnaesseens 33

2.2 MAEETIANEIN ...ttt sttt n e b bt en e 34
2.2.1 CREMUKAIEN ...ttt 34
2.2.2 Enzyme, PUfEr UNA MarKEF ..........ooouiiiieiecieceece sttt ettt et ve e s saee s 37



ARG I AN 0111 o1 o] 11 - TSROSO 39

2.2.4 LOSUNGEN UNA MEAIEN.......iciieiiciieeeee ettt e et te et e e te et e e bessaesseesnaesnaesnnens 39
2.2.4.1 Lésungen und Medien zur Kultivierung von BaKterien ...........ccceevvevenenenienennne 39

2.2.4.2 Lésungen und Medien zur Isolierung, Reinigung und Selektion

VON T DIUCEI. it 40
2.2.4.3 Losungen und Medien zur Kultivierung von Trypan0oSOMEeN..........c.ccccceeerereereennens 41
2.2.4.4 Losungen fur die EleKtroporation.............eeeeererereeienenieeeeseseseeese e 43
2.2.4.5 Losungen fur die Fixierung von Trypanosomen und Rattengehirnen ................... 44
2.2.4.6 Antibiotikum zur Selektion rekombinanter Trypan0oSOMenN.........c.cccceeeeverervereennen. 45
2.2.4.7 Losungen zur Herstellung von Trypanosomen Stabilaten ...........ccocovevevcvevceenen. 45
2.2.4.8 Ldsungen fur molekularbiologische EXperimente .........cccecveviecveceecneceeieeie s 46
0 T 1 £ TSP RURSN 48
2.2.6 VerbrauChSmAateriali®N ...........cccoeiiiiriieeeeee e 49
2.2.7 Verwendete OrganiSIMEN ........c.oeciieiieieeieeiesee e stte st et esteesteesteetesneeeseensesneesneesnaeseeens 51
2.2.8 Verwendete PIasSmITe ..........cocuiiiiiiiiiicce et 53

2.3 MEENOUEN ...t b e bttt b e s bbbt s bt e b e et e b b e ebe et et e 55
2.3.1 Kultivierung VON ZEIINIEN .......couiiiiieieeesieeeeee ettt s 55
2.3.1.1 Kultivierung von E.coli in FIUSSIGKURUT .........cccoviriiiriiieeeeeeeee 55
2.3.1.2 Kultivierung von E. coli auf solidem Nahrmedium ..........cccoccevininiienenenieenn 55
2.3.1.3 In vitro Kultivierung von T. brucei in flissigem Medium...........cccecevenenennennnn. 55

2.3.1.4 In vitro Kultivierung von T.brucei AnTat 1.1

auf semi-soliden HMI9-0,65% Agarose Platten .........cccoccveevvevennieneeeceee 56
2.3.1.5 Isolierung von T. brucei aus Gewebe des zentralen Nervensystems............... 57
2.3.2 Molekularbiologische MethOden ...........cocvveiiiiciiice e 57
2.3.2.1 Primer und PrimerdeSigN.......ccceeiiieiieecieesie e sreestieeste e sireesteesreessteesateesseesnneas 57
2.3.2.2 Polymerasekettenreaktion..........cceecviivieeiii et 58
2.3.2.3 Auftrennung von DNA Fragmenten mittels Agarosegelelektrophorese............ 59
2.3.2.4 Gelextraktion von DNA Fragmenten.......cccceecieeiieerieeiiee e e sieesneeseveesvee e 60
2.3.2.5 Photometrische Bestimmung der DNA Konzentration ..........cccceccvevveevieencveennnen. 60
2.3.2.6 Subklonierung — TOPO TA ClONING .....cccoveiiieciieceeceece e 60
2.3.2.7 TranSfOrMEaLION.......cccuioiiiiii et 61
2.3.2.8 Transformationskontrolle pCR®2.1-TOPO®-mCherry.........ccccoevvevvecreevreerenen. 61
2.3.2.9 Transformationskontrolle pHD309-HYG-MCherry.......cccoevvevvevvcceeceee e, 62
2.3.2.10 PlasmidiSOlEIUNG ....c.ecovieiieieete ettt ettt te e be et b e ebeeaaeeareeanas 63



2.3.2.11 Sequenzierung von DNA Fragmenten ...........ccccevvereereenieneeseenieesieeie e sveeenes
2.3.2.12 RESINKHONSVEITAU .....ccvevinieiiiiiiiiieieitrie st
2.3.2.13 Restriktionsverdau pHD309-HYG-PUR .........cccoviiieiirinieienieneeeeeseseeeee e
2.3.2.14 Restriktionsverdau pCR®2.1.-TOPO®-MCHEITY .....cceeceeriereeieieeieeeee e
2.3.2.15 Restriktionsverdau pHG309-HYG-MCHEITY .....ccceevveviiririeieieneeeeseeeee e
2.3.2.16 Ligation pHD309-HYG MOCRNEITY......occvieiieiieeese sttt
2.3.2.17 Herstellung von E. coli Stabilaten in GlyCerin..........c.cocvvevevinenieneneneeene
2.3.2.18 EIEKITOPOTALION ....ecveeuiiiiieieiieiesteete ettt st sttt
2.3.2.19 Selektion transgener TryPanOSOMEN ..........cccevereerieriererieriesiesieeeensessesseeeensenee
2.3.2.20 Amplifikation und Herstellung von Trypanosomen-Stabilaten
AnTat 1.1 pHD309-HYG-MCREITY ....ocuiiieiiesieeeeee et
2.3.3 Nachweis der genomischen Integration des MCP-Gens und Nachweis der
Expression des monomeren Cherry Proteins in T. BrUCeI........ccocvveevveieiveceeiieennnn,
2.3.3.1 Isolierung von genomischer DNA und Kontrolle der genomischen
Integration deS MCP-GENS ........cccccveiierieeeeeeese et ete et ae e
2.3.3.2 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis der Proteinexpression des

monomeren Cherry Proteins in T. brucei und Kontrolle der

Expressionsstabilitat im Infektionsverlauf sowie in Gefrierschnitten .................

2.3.3.3 ProteinDIOCNEMIE.......c.couiiiiiicieeeee e
2.3.3.3.1 LYS€e VON TIYPANOSOMEN......ciiiiiieeeeiieeeiieteeriieeessetesesssseeessseeessnsseessssseeesssseessnnnes
2.3.3.3.2 Trennung von cytosolischen und membranstandigen Proteinen....................
2.3.3.3.3 GEINEISIEIUNG ...ouveeteeeee ettt sttt ettt e abe et eanas
2.3.3.3.4 SDS-PAGE und Western DIOt............ccooiienininieeeeeeee e
2.3.3.3.5 Entwicklung vOn WeStErn BIOLS ........c.ooviiiiiieiieceeceecee et
2.3.4 Anzucht und Isolierung von T. brucei Stamm AnTat 1.1 MCP ........cccccviiiiiinnenns
2.3.4.1 Infektion VON VErSUCNSHIEIEN .......ccciiiiiriiieieieniecce e
2.3.4.2 Blutabnahme zur Bestimmung der Parasitdmie...........ccccoceeveevveveevieeceece e,
2.3.4.2.1 BIULAUSSIIICH ...ttt
2.3.4.2.2 Auszahlen mittels Neubauer-ZahIKammer ............cccoovverininencneeneseees
2.3.4.3 Praparation von Versuchstieren zur Blutentnahme...........cccccevvvevveveececce e,
2.3.4.4 Isolierung von Trypanosomen aus VOlIbIUL...........ccccoeiieiiinecceeeeee e,
2.3.5 Lokalisierung von T. brucei in Gefrierschnitten von Rattengehirnen .......................
2.3.5.1 Perfusion, Fixierung und Entnahme von Gehirnen...........ccccceevvevveveececse e,
2.3.5.2 Einfrieren von GENIMEN........ccoiiiiiiiirrecteneece et
2.3.5.3 Herstellung von GefriersChNitten .........c.cocvveveeiiiie e

7



2.3.6 Elektronenmikroskopische Lokalisierung von T. brucei im
Gewebe des zentralen NervenSYSIEMS .......c.ocvveriririeierereneee e 79
2.3.6.1 Entnahme, Perfusion, Fixierungen und Vorbereitung von Gehirnen fur
elektronenmikroskopische Aufnahmen ...........cccoveveeiiie e 80
2.3.6.2 Elektronenmikroskopische Aufnahmen ..., 80
2.3.7 Isolierung von Trypanosomen aus dem Gewebe des zentralen Nerven-
SYSTEIMS ..ttt ettt ettt b b nn e 80

2.3.7.1 Perfusion, Enthahme und Vorbereitung von Gehirnen fir Isolierungs-

EXPEIIMENTE ..ottt sttt sb e st e st st e bt et et s beeae e s e e e 80

2.3.8 FAIDEMEINOUEN ..ottt ettt e teesteeseestesaeeenaeenaesnnens 81

2.3.8.1 GIEMSA FAIDUNQ ......eoiiieiieieeieee ettt sttt e te e be e s e et e esbeenseenseeneas 81
2.3.8.2 Bisbenzimidfarbung isolierter Trypanosomen aus dem Gewebe

des zentralen NerveNSYSIEIMS ........cocivvierieiieeeeee e 81

3. EFQEIDNISSE ..ttt ettt e e eaenas 83

3.1 Herstellung von rot fluoreszierenden, MCP exprimierenden Trypanosomen ................. 84

3.1.1 Amplifikation des MCP-Gens aus pAAV-MCS-mCherry mittels

Polymerasekettenreaktion .............cooieiieieecieeceese et 84
3.1.2 Restriktionsverdau pDH309-HYG-PUR ........c.cooiiiiieiieeeeete e 85
3.1.3 Subklonierung, Transformation in E. coli und Kontrolle der Rekombinanten .......... 87
3.1.4 Sequenzierung des MCP-Gens in pCR®2.1.-Topo®-MCherry ........cccccceevvveveivennnnns 88
3.1.5 Restriktionsverdau pCR®2.1.-TOPO®-MCRNEITY .....ccvevvieirieieeteete et 90
3.1.6. Kontrolle des Restriktionsverdaus von pHD309-HYG-PUR.........ccccceeiivviiieiieennnns 91
3.1.7 Ligation des MCP-Gens in pHD309-HYG, Transformation in

E. coli und Kontrolle der Rekombinaten ..o 92
3.1.8 Linearisierung von pHD309-HYG-MCRNEITY........cccveriieiieiieeecre et cteee e 93

3.1.9 Elektroporation, Selektion und in vivo Amplifikation transgener Trypanosomen ....93

3.2 Kontrolle der genomischen Integration und Protein@Xpression ..........ccecveeervereereeneeenn 95
3.2.1 Kontrolle der genomischen Integration des MCP-Gens in AnTat 1.1 MCP ............. 95
3.2.2 Kontrolle der Proteinexpression mittels Fluoreszenzmikroskopie..........c.ccoccecveevennen. 96
3.2.3 Kontrolle der Proteinexpression mittels Western blot..........ccccoevevveciecicciececciees 98

3.3 Lokalisierung von T. brucei im Gewebe des zentralen Nervensystems.........c.cccceeuee... 100

3.3.1 Fluoreszenzmikroskopische Lokalisierung von T. brucei

AnTat 1.1 MCP in Gefrierschnitten von Rattenhirnen........ccoeeeeeveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 100



3.3.2 Elektronenmikroskopische Lokalisierung von T. brucei im Gewebe
des zentralen NerVENSYSIEMS .......cccieieiieieieiee et aas 102
3.4 Isolierung von T. brucei aus Gewebe des zentralen Nervensystems..........cccccceeeeeenee. 110
3.5 Morphologische Beschreibung von Trypanosomen aus dem Gewebe
des zentralen NEIVENSYSIEMS ......ccci i re e s e s e s te e eteeebeeeteeenees 111
3.5.1 Morphologische Beschreibung von T. brucei aus dem Gewebe des
zentralen Nervensystems mittels Phasenkontrastmikroskopie .........cccocevvecveennenne. 111
3.5.2 Bisbenzimidfarbung von T. brucei aus dem Gewebe des
zentralen NEIVENSYSIEIMS .......ocuiiiiiieieteret ettt sttt 112
3.5.3. Elektronenmikroskopische Beschreibung von T. brucei im Gewebe

des zentralen NEerVENSYSIEMS.......cocivi et sre e srre e e e sane s 114

A, DISKUSSION ...ttt ettt et et e et e bt e et et et et e e sseseseseneaes 115
4.1 Herstellung von rot fluoreszierenden, MCP exprimierenden Trypanosomen
und Lokalisierung von T. burcei im Gewebe des zentralenNervensystems ................. 115
4.2 Beschreibung des Infektionsverlaufs anhand von elektronenmikro-
SKOPISChEN AUFNANMEN ...ttt e 120
4.3 Isolierung von T. brucei aus dem Gewebe des zentralen Nervensystems................... 126

4.4 Morphologische Beschreibung von isolierten Trypanosomen aus dem

Gewebe des zentralen NEervENSYSIEMS ........cocviviririiierteseeeeese et 126
D LB AUV I ZBICINIS .o e e et e e et e et e et e e e e et et eeaeseeeeeeesenennes 129
LD BN SIAUT ..o e et e e e e e eeae e Fehler! Textmarke nicht definiert.



Abklrzungsverzeichnis

Amp
AnTat
BCIP
BCS
BSF
Bp
BSA
CGA
CSF
DEAE
Dest
DFMO
DMSO
dNTP
E. coli
EDTA
HAT
HEPES
kb
kDNA
LB
MCP
MCS
NBT
PBS
PCR
PCF
PFA
p.l.
rpm

T. brucei

TAE
TEMED
U

Ampicillin

Antwerp Trypanozoon Antigen Type
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat
Bathocuproindisulfonat

Blutstromform von Trypanosoma brucei
Basenpaare

Bovine Serum Albumin
Citrat-Glukose-Antikoagulans

Cerebral spinal fluid

Diethylaminoethyl-

Destilliert / destilliertes
Difluoromethylornithin

Dimethylsulfoxid
Desoxynukleosidtriphosphat

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat-Dinatriumsalzdihydrat
Humane afrikanische Trypanosomiasis
n-(2-Hydroxyethyl-)Piperazin-N"-2-Ethansulfonsaure
Kilobasen

Kinetoplasten-DNA

Luria Broth

Monomeres Cherry Protein exprimierend
Multiple cloning site
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

Phosphate buffered saline
Polymerase-Chain-Reaction

Prozyklische Form von Trypanosomen brucei
Paraformaldehyd

Post infection

Rounds per minute

T. brucei wird in der vorliegenden Arbeit

als Abkurzung fur Trypanosoma brucei brucei verwendet
Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Tetramethylethylendiamin

Unit

10



VSG Variant surface glycoprotein
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Zusammenfassung

Afrikanische Trypanosomen verursachen beim Menschen die Schlafkrankheit (human
African trypanosomiasis: HAT); eine Krankheit, die unbehandelt stets todlich verlauft. Die
Krankheit wird durch zwei Unterarten der Spezies Trypanosoma brucei ausgeldst und durch
die Tsetse-Fliege (verschiedene Glossina Arten) auf den Menschen Ubertragen. Das
Verbreitungsgebiet der HAT ist auf den natlrlichen Lebensraum der Glossinen, also auf
Gebiete sudlich der Sahara, begrenzt. Die HAT bedroht etwa 60 Millionen Menschen und
verursacht, nach Schatzungen der Weltgesundheitsbehérde (WHO), jahrlich 30.000 Neu-
infektionen [WHO, 2010].

Der Verlauf der Schlafkrankheit gliedert sich in zwei Stadien:

1) ein primares hamatolymphatisches Stadium, das medikamentts relativ gut behandelt
werden kann und

2) ein sekundares meningoenzephalitisches Stadium, fir dessen Behandlung arsenhaltige
und toxische Medikamente zur Verfugung stehen.

Die stark limitierten Mdglichkeiten zur erfolgreichen Behandlung der HAT im sekundaren
Krankheitsstadium resultieren zum grof3en Teil auch daraus, dass bislang Trypanosomen in
neuronalen Geweben nur rudimentér untersucht wurden und somit Unklarheiten Uber die
Pathogenese des sekundaren Krankheitsstadiums bestehen [Bafort et al, 1987]. Zwar wird
vermutet, dass Trypanosoma brucei entweder Uber die Blut-Hirn-Schranke [Mhlanga et al
2001] oder den Ligour cerebrospinalis [Schmidt, 1983] in das zentrale Nervensystem
eindringt, wie dies jedoch geschieht und welcher Weg tatsachlich genutzt wird, ist bislang
nicht geklart [Lonsdale-Eccles und Grab, 2002]. Ebenso ist es bislang unklar, in welchem
Stadium des Lebenszyklus sich Trypanosomen im neuronalen Umfeld befinden und ob sie
morphologische und biochemische Besonderheiten aufweisen.

Diese Promotionsarbeit ist Teil eines von der Deutschen Forschungsgemeinschaft
geférderten ,Deutsch-Afrikanischen Kooperationsprojektes in der Infektiologie“ zur Be-
schreibung und genaueren Untersuchung von T. brucei im zentralen Nervensystem.

Ziel der Promotionsarbeit war es, gentechnisch veranderte, pleomorphe Trypanosomen
(Stamm AnTatl.1), die konstitutiv das monomere Cherry Protein (MCP) exprimieren,
herzustellen und eine Lokalisierung und morphologische Charakterisierung von Trypano-
soma brucei brucei im Gewebe des zentralen Nervensystems zu erméglichen.

Zur Herstellung dieser Parasiten wurde das Gen, das fur das monomere Cherry Protein
codiert, mittels Polymerasekettenreaktion aus dem Plasmid pAAV-MCS-mCherry amplifiziert
und mittels gentechnischer Verfahren in das modifizierte, trypanosomale Expressionsplasmid
pHD309-HYG Kkloniert. Dieses Expressionsplasmid wurde zur Transfektion in T. brucei

(Stamm AnTat 1.1), die mittels Elektroporation und anschlieBender homologer Re-
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kombination durchgefuhrt wurde, verwendet. AnschlieRend erfolgte die Selektion und
Amplifikation rekombinanter Trypanosomen (AnTat 1.1 MCP) mittels Hygromycin B auf semi-
soliden HMI9-0,65% Agaroseplatten und Kultivierung in NMRI Mausen. Rekombinante
Trypanosomen (AnTat 1.1 MCP) wurden auf die Expression des MCPs sowohl durch
Western blot als auch durch fluoreszenzmikroskopische Analysen kontrolliert. Die Stabilitat
der Proteinexpression, die im Tierexperiment Uber einen Zeitraum von 34 Tagen
fluoreszenzmikroskopisch Uberprift wurde, erdffnete die Mdglichkeit rekombinante Trypano-
somen zur Lokalisierung und morphologischen Charakterisierung von T.brucei im zentralen
Nervensystem einzusetzen.

Die Lokalisierung von T. brucei im Gewebe des ZNS erfolgte mittels fluoreszenz-
mikroskopischer Analyse von Gefrierschnitten von Rattengehirnen im sekundaren
Krankheitsstadium (22-34 Tage p.l.) und anschlieBender Transmissionselektronen-
mikroskopie. Elektronenmikroskopische Aufnahmen wurden im Bereich der Blut-Hirn-
Schranke, des Plexus choroideus, des Corpus striatum, des Cerebellum und des Kortex in
Kooperation mit Professor Wolburg aus dem Institut fiir Allgemeine Pathologie des
Universitatsklinikums Tubingen durchgefihrt. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen
lieBen sich Trypanosomen konstant im Stroma des Plexus choroideus lokalisieren. Bei
vielen, der im Stroma des Plexus choroideus lokalisierten Trypanosomen konnte ein
Oberflachenmantel aus VSG dargestellt werden, wahrend dieser bei einigen Trypanosomen
eindeutig nicht nachzuweisen war.

Zur morphologischen Charakterisierung von T. brucei im Gewebe des zentralen Nerven-
systems gelang es, in dieser Arbeit erstmals, Trypanosomen aus dem neuronalen Umfeld zu
isolieren. Anhand einer phasenkontrast- und fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung
konnten diese morphologisch beschrieben werden. Phasenkontrastmikroskopisch lie3en sich
drei verschiedene Trypanosomenpopulationen bzw. Formen festgestellen. Bei zwei von den
drei beschriebenen Formen handelte es sich um bekannte slender und stumpy Formen,
wahrend die dritte Form keiner bislang bekannten Trypanosomenform zugeordnet werden
konnte. Diese unbekannte Trypanosomenform wurde als verlangert, einen langen, schmalen
Zellkorper besitzend und ein langes Flagellum tragend beschrieben. Durch eine Bisbenzimid-
farbung und fluoreszenzmikroskopische Untersuchung konnte festgestellt werden, dass die
drei beschriebenen Trypanosomenpopulationen eine trypomastigote Differenzierung auf-
wiesen.

Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass es sich bei der bislang unbeschriebenen
Trypanosomenform um ein neues Lebensstadium von T. brucei im neuronalen Umfeld
handeln kdnnte. Ebenso deuten die Ergebnisse darauf hin, dass Trypanosomen in der
Initialphase des meningoenzephalitischen Stadiums zundchst den Plexus choroideus

besiedeln. Der Plexus choroideus konnte eine Art Zwischenstation fir Trypanosomen
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darstellen und durch bislang unbekannte Faktoren eine Differenzierung und Anpassung an
das zentrale Nervensystem begtinstigen. Mdaglicherweise entsteht dabei eine neue, bislang
unbekannte Trypanosomenform, die sich durch morphologische und/oder biochemische

Anpassungen auszeichnet und in dieser Arbeit erstmals néher beschrieben werden konnte.
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1. Einleitung

1.1 Trypanosomen

Trypanosomen sind weltweit verbreitete, parasitisch lebende, einzellige Eukaryonten
[Kayser, 2006]. Der Name Trypanosoma leitet sich aus dem Griechischen von den Worten
JLrypanon“ = ,Bohrer” und ,soma“ = ,Kérper® ab und beschreibt die Bewegungsart dieser
spindelférmigen Flagellaten [Kayser, 2006]. Trypanosomen vollfihren einen komplexen
Lebenszyklus mit Gestaltwandel, in dem sie auf einen obligaten Wirtswechsel angewiesen
sind [Mehlhorn und Piekarski, 2002]. Desweiteren besitzen Trypanosomen auch morpho-
logische, genetische und biochemische Besonderheiten [Duszenko, 1998].

Trypanosomen und andere Parasiten der Familie der Trypanosomatidae haben sich
wahrend der stammesgeschichtlichen Entwicklung an ein breites Wirtsspektrum, das unter
anderem Pflanzen, Arthropoden, Insekten und Vertebraten umfasst, angepasst [Camargo,
1999]. Viele dieser Arten sind nicht humanpathogen und I6sen selten veterinéare
Erkrankungen aus. Jedoch gibt es drei Arten, Trypanosoma brucei rhodesiense, Trypano-
soma brucei gambiense und Trypanosoma cruzi, die humanpathogene Infektionen auslosen
[Kayser, 2006]. In seltenen Fallen wurde beobachtet, dass auch tierpathogene Trypano-
somenstdmme wie z.B. Trypanosoma evansi auf empfangliche, humane Wirte tGbertragen
werden und schwere Krankheitsverlaufe auslésen kénnen [WHO, 2004]. Trypanosomen
spielen vor allem auf der Sudhalbkugel in Entwicklungslandern, die in Afrika, in Gebieten
sudlich der Sahara und in Mittel- und Stdamerika liegen, eine grof3e Rolle, da in diesen
Regionen das natlrliche Verbreitungsgebiet der human- und tierpathogenen Arten und ihrer
Vektoren liegt [Cook und Zumla, 2009]. In diesen Gebieten bedrohen Trypanosomen nicht
nur die Gesundheit des Menschen sondern fligen ihm auch, durch Infektion der Nutztiere, in

O6konomischer Hinsicht enormen Schaden zu [llemobade, 2009].

1.1.1 Taxonomie und Einordnung

Zusammen mit anderen Organismen wie z.B. Leishmanien und Crithidien gehéren Trypano-
somen zur Ordnung Kinetoplastida. Kennzeichnend fur die Ordnung der Kineotplastida ist
das Vorkommen eines elektronenmikroskopisch sichtbaren Selbstteilungskérpers, der die
gesamte mitochhondriale DNA (Kinetoplasten-DNA (kDNA)) innerhalb eines lang
gestreckten Mitochondriums enthdalt und als Kinetoplast bezeichnet wird [Chen, 1995]. Alle
Kinetoplastidae besitzen in mindestens einem Stadium ihres Lebenszyklus ein oder mehrere
Flagellen. Anhand der Anzahl der Flagellen kann man die Unterordnungen Trypanosomatina
(ein Flagellum) und Bodonina (zwei Flagellen) unterscheiden [Mehlhorn und Piekarski,
2002]. Die Gattung Trypanosoma gehort der Familie Trypanosomatidae an und zahlt zu den

Trypanosomatina.
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Die taxonomische Einordnung von Trypanosoma brucei brucei [Levine et al, 1980]:

System: Protozoa

Stamm: Sacromastigophora
Unterstamm: Mastigophora (Flagellata)
Klasse: Zoomastigophora
Ordnung: Kinetoplastida

Familie: Trypanosomatidae
Gattung: Trypanosoma

Art: Trypanosoma brucei
Unterart: Trypanosoma brucei brucei

Trypanosoma brucei gambiense

Trypanosoma brucei rhodesiense

1.1.2 Morphologie und zellbiologische Besonderheiten

Lichtmikroskopisch betrachtet sind Trypanosomen 15-40 ym lange, im Durchmesser 0,5-2
pm grof3e, spindelférmige Einzeller, deren auflere Gestalt stark vom Stadium der Ent-
wicklung abhangig ist [Kayser, 1996]. Jedes Trypanosom besitzt ein Flagellum, das seinen
Ursprung am hinteren Ende des Trypanosoms, nahe der Flagellumtasche hat und Uber
zahlreiche Maculae adhearentes an die Zellmembran angelagert ist, so dass bei der
lichtmikroskopischen Betrachtung der Eindruck einer undulierenden Membran entsteht
[Mehlhorn und Piekarski, 2002]. Lediglich der vordere Teil des Flagellums ist frei und nicht
Uber Kontakte mit der Zellmembran verbunden. Dieses Flagellum dient dem Parasit
einerseits in Form einer Zuggeisel als essentielles Mittel zur Fortbewegung [Kayser, 1996]
und andererseits ist die Mobilitat des Flagellums essentiell fiir das Uberleben der
Trypanosomen [Broadhead et al., 2006]. Im Bereich der Flagellumtasche finden zahlreiche
Endo- und Exozytosevorgange statt, so dass in diesem Bereich ein stark ausgepragtes
vesikuldares System ausgebildet ist [Landfear und Ignatushchenko, 2001]. Je nach
Entwicklungsstadium ist die morphologische Gestalt der Trypanosomen und somit die Lage
der Flagellumstasche und des Kinetoplasts zum Zellkern verandert. Seit 1966 unterscheidet
man nach Hoare und Wallace das amastigote, das epimastigote, das promastigote und das
trypomastigote Stadium [Mehlhorn und Piekarski, 2002]. Das runde, amastigote Stadium ist
ein rein intrazellulares Stadium, das zum Beispiel bei Trypanosoma cruzi auftritt, wahrend es
bei Trypanosoma brucei als obligatem, extrazellularen Parasiten nicht vorkommt. Das pro-
mastigote Stadium ist dadurch gekennzeichnet, dass die Flagellumtasche weit vor dem

Zellkern liegt. Beim epimastigoten Stadium liegt die Flagellumtasche unmittelbar vor dem
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Zellkern, wahrend sie sich beim trypomastigoten Stadium hinter dem Zellkern befindet [Cook
und Zumla, 2009].

Charakteristisch fir Trypanosomen ist, dass sie nur ein langgestrecktes Mitochondrium
besitzen, das im Bereich der Flagellumtasche den Kinetoplasten beherbergt. Desweiteren
besitzen Trypanosomen ein dicht gepacktes System aus parallel angeordneten Mikrotubuli,
das unter der Plasmamembran in gegeneinander verschiebbaren Strangen verlauft und
somit ein flexibles Netz bildet, das Endo- und Exozytosevorgédnge an anderen Stellen als an
der Flagellumtasche verhindert und auf diese Weise die Zelle stabilisiert [Hemphill et al,
1991]. AufRRerdem zeigen Trypanosomen eine Fille verbluffender zellbiologischer und
biochemischer Eigenheiten [Duszenko, 1998]. Diese sind zum Beispiel speziell angefertigte
Zellorganellen wie Glykosomen, in denen die meisten Reaktionen der Glykolyse ablaufen,
ein alternatives System zur Abwehr reaktiver Sauerstoffspezies, in dem Gluthation durch
Trypanothion ersetzt ist und zahlreiche genetische Besonderheiten, wie RNA-Editing und
diskontinuierliche Transkription [Duszenko, 1998].

Der wohl bekannteste und erstaunlichste zellbiologische Trick des Parasiten ist jedoch die
Veranderung der Oberflaichenproteine (VSG = variant surface glycoprotein), die es ihm
ermoglicht stets die Immunabwehr des Wirtes zu umgehen. Alleine fiir dieses Mandver
stehen mehr als 1000 unterschiedliche VGS-Gene, die ungefahr zehn Prozent des trypano-
somalen Genoms einnehmen, zur Verfugung [Sternberg, 2004]. Diese zellbiologischen und
biochemischen Eigenheiten machen Trypanosomen einzigartig, wecken das Interesse der
Forschung fir neue, medikamentése Behandlungsansatze und sichern dem Parasit das

Uberleben im standigen Wettlauf mit dem Immunsystem des Wirtes.

1.2 Trypanosoma brucei
Trypanosoma brucei ist der Erreger der humanen, afrikanischen Trypanosomiasis, der in

dieser Dissertationsarbeit genauer betrachtet werden soll.

1.2.1 Verbreitungsgebiet und Lebenszyklus von T. brucei

Trypanosoma brucei vollfiihrt einen komplexen Lebenszyklus, in dem er auf einen
Wirtswechsel angewiesen ist. Dieser Wirtswechsel ist essentiell fir den Parasiten, denn nur
uber einen Ubertrager kann sich der Parasit weiter entwickeln. Dieser Vektor ist eine 8 — 17
mm groBe Fliegenart der Gattung Glossina; besser bekannt als die Tsetse-Fliege
[llemobade, 2009]. Daher beschrankt sich das Verbreitungsgebiet von Trypanosoma brucei
auf den natirlichen Lebensraum bestimmter Tsetse-Fliegen, die den Gruppen Palpalis und
Morsitans angehéren [WHO, 2006]. Dieses Verbreitungsgebiet liegt in Afrika in Gebieten
sudlich der Sahara, zwischen den Breitengraden 15°N und 18°S und wird auch als Tsetse-

Girtel bezeichnet [Ddnges, 1988]. In diesen Gebieten sind bis zu 60 Millionen Menschen in
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weise 0,1-0,4% der dort
lebenden Tsetse-Fliegen
sind mit humanpatho-
genen Trypanosomen
infiziert  [Mehlhorn  und  guelle: wHO
Piekarski, 2002].

Eine Tsetse-Fliege infiziert sich mit Trypanosoma brucei beim Biss an einem infizierten
Menschen oder frei lebenden Tier, das haufig ein natirliches Reservoir flir Trypanosomen

darstellt [WHO, 2006]. Dabei nimmt die Fliege trypomastigote Formen auf. Sobald diese,

beim Saugakt in Mitteldarm der Tsetse-
Fliege gelangt sind, gestalten sich die
trypomastigoten stumpy Formen zu
procyclischen Formen um, scheiden ihre
VSG-Hille ab und ersetzen diese durch
ein anderes  Glykoprotein  (PARP)
[Mehlhorn und Piekarski, 2002]. Diese
procyclischen Formen dringen aus dem
Mitteldarm in die Speicheldriisen der
Fliege ein und differenzieren sich zu epi-
mastigoten Formen. Epimastigote Formen
differenzieren durch Lektinkontakt, zu
metazyklischen Formen, die in die
Speichelgange der Tsetse-Fliege wandern
[Cook und Zumla, 2009]. Bis zu 50.000
dieser, fur Vertebraten infektiésen, meta-
zyklischen Formen, werden bei der
nachsten Mahlzeit der Tsetse-Fliege mit

dem Speichel in die Haut des Wirtes

Abbildung 1: Verbreitungsgebiete verschiedener Glossinen-Arten

Abbildung 2: Lebenszyklus von T. brucei

a= Slender form

b= Intermediate form
c= Stumpy form

d= Procyclic form

e= Epimastigote form
f= Metacyclic form

Quelle: Manson's Tropical Diseases. 2009
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inokuliert [Kayser, 2006] und gelangen auf diese Weise Uber den Lymphabfluss in dessen
Blut [Mehlhorn und Piekarski, 2002]. Im Blut differenzieren die metazyklischen Formen zu
Formen, die aufgrund ihrer langlichen Gestalt als slender Formen bezeichnet werden und
durch Langsteilung rasch proliferieren. Durch bislang unbekannte Faktoren entwickeln sich
slender Formen Uber eine intermediate Form und differenzieren schlieBlich zu stumpy
Formen [Zaman, 1979]. Stumpy Formen sind teilungsunfahig und stellen wiederum infektitése
Formen fir den Vektor (die Tsetse Fliege) dar, so dass sich der Lebenszyklus schlief3t [Cook
und Zumla, 2009]. Trypanosoma brucei ist nach bisherigem Wissenstand ein rein extra-
zellularer Parasit, der keine intrazellulare, amastigote Form wie z.B. Trypanosoma cruzi

besitzt.

1.2.2 Medizinische Bedeutung von T. brucei
Zwei Arten von Trypanosoma brucei, Trypanosoma brucei rhodesiense und Trypanosoma
brucei gambiense, verursachen die humane afrikanische Trypanosomiasis, eine Infektions-

erkrankung, die auch als Schlafkrankheit oder sleeping sickness bezeichnet wird.

1.2.3 Humane Afrikanische Trypanosomiasis
Die humane afrikanische Trypanosomiasis ist eine parasitare Infektionskrankheit, die durch
Trypanosoma brucei gambiense oder rhodesiense verursacht wird und nach Einschatzung
der Weltgesundheitsbehdrde zu der Gruppe der
neglected diseases gehoért [WHO, 2006]. Es wird
geschatzt, dass weltweit 300.000 Menschen
infiziert sind und pro Jahr 10.000 — 30.000
Neuinfektionen auftreten [WHO, 2010]. Trotz
Verbesserungen in der Diagnostik im Bereich des
Screening wird die Dunkelziffer sehr hoch
eingeschatzt, da viele Falle nicht erfasst und
aufgezeichnet werden [Cecchi et al, 2009]. Die
Krankheit verlauft in zwei Stadien und ist ohne

adaquate Diagnostik und Behandlung stets letal.

Eine genaue Unterscheidung zwischen dem

ersten und zweiten Krankheitsstadium ist nicht ) . — ——
_ _ _ ) o Abbildung 3: Hamatolymphatisches
immer einfach, jedoch fir die Behandlung wichtig, Krankheitsstadium

da in den unterschiedlichen Krankheitsstadien Afrikanischer Junge mit zervikaler

verschiedene Medikamente eingesetzt werden Lymphadenopathie (Winterbottem-Zeichen).
[Binford und Conner, 1976]. Quelle: Manson's Tropical Diseases. 2009
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Lange Zeit wurde die HAT auch ,Krankheit der Ausnahmen® genannt, da das klinische
Krankheitsbild vielgestaltig sein kann [Gilles und Peters, 1995]. Die Infektion beginnt durch
die Ubertragung des Parasiten durch den Biss der Tsetse-Fliege. Im Bereich des Einbisses
entsteht der sogenannte Trypanosomenschanker, eine drei bis vier cm grolRe,
mesenchymale Entziindung [Binford und Conner, 1976], die mehrere Wochen persistiert und
von der aus infektidse, metazyklische Trypanosomen Uber das Lymphsystem in das Blut
gelangen und sich zu slender Formen differenzieren, die proliferieren und sich hdmatogen
ausbreiten. Wahrend dieses Stadiums kommt es zu unspezifischen Krankheitssymptomen,
gekennzeichnet durch eine zervikale und allgemeine Lymphadenopathie (Winterbottem-
Zeichen), Gesichtsrétung, Muskel- und Gelenkschmerzen sowie durch rezidivierende
Fieberschiibe. Dieses primére Krankheitsstadium wird als febrilglandulares oder hamato-
lymphatisches Stadium bezeichnet [Kayser, 1996].

Nach mehreren Wochen bis Monaten
Uberwinden die Trypanosomen
mdoglicherweise die Blut-Hirn-Schranke
und dringen in das zentrale Nerven-
system ein. Die Invasion der Trypano-
somen in das ZNS erzeugt u.a. eine
Menigoenzephalitis, selten epileptische
Anfalle, Apathie, Tremor, Faszi-

kulationen, Ataxie, extrapyramidale

Stérungen, Dysregulationen des Schlaf-

Abbildung 4: Meningoenzephalitisches Stadium

Wachrhythmus und Somnolenz bis hin Ein junger Mann im meningoenzephalitischen Stadium liegt
zum Koma [Guerrant, 2001]. Dieses ,patischim Bett

Stadium wird als meningo- Quelle: Manson's Tropical Diseases. 2009
enzephalitisches Stadium bezeichnet und verlauft unbehandelt stets letal [Kayser, 1996].

Ein groRes Problem im Kampf gegen die Schlafkrankheit stellt die Diagnose und
medikamentdse Behandlung dar. Nach wie vor erfolgt die Diagnose hauptsachlich durch ein
Screening, das uber einen direkten Erregernachweis durch Lymphknotenaspiration und
Blutausstriche erfolgt. Alternativ steht bei Trypanosoma brucei gambiense ein indirekter
Nachweis Uber den Karten-Agglutination-Test fur Trypanosomen (CATT) zur Verfiigung
[Cook und Zumla, 2009].

Sobald ein direkter oder indirekter Nachweis von Trypanosomen im Blut gelingt, muss zum
Staging der Erkrankung zwingend eine Lumbalpunktion durchgefihrt werden. Werden dabei
Trypanosomen im Ligour cerebrospinalis diagnostiziert, so befindet sich der Patient im

sekundaren Krankheitsstadium [Guerrant, 2001].
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Ein negatives Testergebnis schliel3t jedoch den Befall des zentralen Nervensystems nicht
aus. Deshalb stellt das Staging der Erkrankung ein enormes, bislang unzureichend gel6stes
Problem bei der Diagnostik der humanen afrikanischen Trypanosomiasis (HAT) dar.

Ahnliche Probleme bestehen bei der medikamentésen Behandlung der Schlafkrankheit.
Zwar stehen einerseits Medikamente fiir die Behandlung des ersten Stadiums wie Suramin
und Pentamidin zur Verfiigung, die relativ gut vertraglich sind, selten aber auch Neben-
wirkungen wie z.B. Agranulozytosen aufweisen, jedoch sind andererseits Medikamente zur
Behandlung des zweiten Krankheitsstadiums spérlich verfligbar [Cook und Zumla, 2009]. So
werden nach wie vor das arsenhaltige Medikament Melarsoprol und das Medikament
Elfornithin trotz ihrer Nebenwirkungen und Toxizitat eingesetzt [Cook und Zumla, 2009].
Allein Melarsoprol weist nach Applikation eine 3-10 prozentige Mortalitétsrate auf, da das
Medikament eine post treatment reactive encephalitis verursachen kann [Braakman et al,
2006].

Zudem wird vermutet, dass ein erheblicher Anteil der Medikamente durch aktive oder
passive Effluxmechanismen der Blut-Hirn-Schranke zuriickgehalten wird [Na-Bangchang et
al, 2004], so dass therapeutische Wirkungsbereiche im ZNS schwer zu erreichen sind
[Sanderson et al, 2008]. Dieses Problem kdnnte zumindest fiir Elfornithin durch eine
Kombinationstherapie mit Nifurtimox teilweise geldst sein [Priotto et al, 2007].

Bislang ist das Ziel, vor allem fur das zweite Krankheitstadium, nebenwirkungsarme
Medikamente mit verbessertem Wirkungsspektrum und besserer Applikationsmaéglichkeit zu
entwickeln nicht erreicht bzw. nur unzureichend geltst, so dass weiterhin die bereits
genannten Medikamente verabreicht werden, gegen die der Parasit bereits Resistenzen
entwickelt [Kibona et al, 2006].

1.3 Das Problem des meningoenzephalitischen Stadiums

Zur Uberwindung der Probleme, die sich in der Diagnostik und Behandlung des zweiten
Krankheitsstadiums ergeben, muss die Pathogenese des meningoenzephalischen Stadiums
genauer erforscht werden, um neue, therapeutische Ansatzmdglichkeiten zu entwickeln.
Leider ist das zweite Krankheitsstadium der HAT bislang nur wenig erforscht, so dass
zahlreiche ungeloste Fragen und nicht geklarte Aspekte im Hinblick auf die Pathogenese
[Bafort et al, 1987] des meningoenzaphalitischen Stadiums und im Hinblick auf den Erreger
selbst, bestehen. Bisherige Arbeiten mit Trypanosoma brucei brucei [Masocha et al, 2004],
Trypanosoma evansi [Rodrigues et al, 2009; Tuntasuvan et al, 2000] und Trypanosoma
brucei rhodesiense [Bafort und Schmidt, 1983], die sich mit dem meningoenzephalitischen
Stadium befassten, zeigten, dass Trypanosomen im Tiermodell zwischen dem 21. und 63.
Tag nach einer Blutinfektion [Bafort und Schmidt, 1983] zu einer Invasion des zentralen

Nervensystems fiihren und Trypanosomen nahe den GefafRen, im Virchow-Robin Raum,
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lokalisiert werden kénnen [Rodrigues et
al, 2009; Tuntasuvan et al, 2000; Bafort
und Schmidt, 1983]. Ebenfalls wurden
Trypanosomen in den weichen Hirn-
hauten und im Bereich des Plexus
choroideus [Bafort und Schmidt, 1983]
sowie in den septalen Kerngebieten, im
Neocortex und der weiRen Substanz
[Masocha et al, 2004] beschrieben, wobei
die Parasiten deutlich haufiger in der
weillen Substanz als in der grauen
Substanz lokalisiert werden konnten
[Masocha et al, 2004]. Eine ausfuhrliche,

morphologische Beschreibung von

Trypanosomen im meningo-
enzephalitischen Stadium erfolgte bislang ?
jedoch nicht. Beschriebene Trypano- ~ ®

somen wurden lediglich als aus-

schlieBlich extrazellular, dunn, teilweise Abbildung 5: Gibt es eine an das Gewebe des zentralen
verlangert [Schmidt und Bafort, 1987] und Nervensystems angepasste Form von T. brucei?
Flagellum tragend [Poltera et al, 1980] Quelle: Manson's Tropical Diseases.2008

beschrieben. Das Auftreten von Modifizierte Abbildung nach Manson's Tropical Diseases.
amastigoten Formen, wie von Ormerod und Venkatesan vermutet [Ormerod und
Venkatesan, 1971], konnte in anderen experimentellen Ansatzen nicht bestatigt werden
[Poltera et al, 1980]. Aufgrund der mangelnden Daten ist weiterhin unklar, in welchem
Stadium des Lebenszyklus sich Trypanosomen im Gewebe des zentralen Nervensystems
befinden und ob und wie sie sich an dieses angepasst haben.

Ebenso ist nicht abschlielend geklart, auf welche Weise Trypanosomen den intravasalen
Raum verlassen und in das Parenchym des Gehirnes eindringen [Lonsdale-Eccles und
Grab, 2002]. Einige Forscher gehen davon aus, dass Trypanosomen das Gehirn Gber den
Liquor cerebrospinalis erreichen [Schmidt, 1983], wahrend andere eher die Blut-Hirn-
Schranke favorisieren [Lonsdale-Eccles und Grab, 2002; Mhlanga et al, 2001; Lambert et al,
1981; Masocha et al, 2004]. Einige Experimente sprechen dafiir, dass Trypanosomen uber
die Blut-Hirn-Schranke in das neuronale Gewebe eindringen. Ein Mechanismus dazu ist
weitgehend unbekannt, jedoch werden verschiedene Madglichkeiten vorgeschlagen
[Rodrigues et al, 2009]. So koénnten Trypanosomen das Gehirnparenchym an Orten, an

denen die Blut-Hirn-Schranke fehlt und durch fenestrierendes Endothel ersetzt ist
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[Kristensson et al, 2009], wie an den zirkumventrikuldren Organen [Mhlanga et al, 1997] oder
durch Sekretion von Substanzen, die tight junctions der Blut-Hirn-Schranke auflésen
[Lonsdale-Eccles und Grab, 2002] oder durch komplexe Zytokin verursachte Permeabilitats-
steigerungen der Blut-Hirn-Schranke Uberwinden [Masocha et al, 2004]. Wie vorgeschlagen,
soll es sich um komplexe, biochemische Interaktionen zwischen dem Parasit, dem
Immunsystem des Wirtes und den zellularen und extrazellularen Komponenten der Blut-Hirn-
Schranke handeln, die dann moglicherweise zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke fiihren
[Masocha et al, 2004; Grab et al, 2009; Nikolskaia et al, 2006]. Auf diese Weise kdnnten
Trypanosomen ahnlich wie Lymphozyten die Blut-Hirn-Schranke tberwinden [Masocha et al,
2004]. Ob dieser Vorgang parazellular oder transzellular geschieht, ist nicht abschlieRend
geklart [Engelhardt und Wolburg, 2004; Philipp et al, 1994; Mulenga et al, 2001].

Bisherige Erkenntnisse Uber die Pathogenese der Gehirninfektion deuten jedoch auf einen
anderen Mechanismus hin. Sie gehen davon aus, dass sich Trypanosomen zunachst in der
Blutbahn befinden, von dort in zirkumventrikulare Organe [Schulzenberg et al, 1988] und in
das Interstitium des Plexus choroideus eindringen, eine inflammatorische Reaktion auslosen,
die die Migration der Trypanosomen in den Liquor cerebrospinalis und von dort zu anderen
zerebralen Strukturen ermdglicht [Poltera et al, 1980; Kristensson et al, 2009]. Mdglicher-
weise konnte die Pathogenese also in drei Teile gegliedert sein [Schmidt, 1983]: Zunachst
erfolgt eine Invasion des Plexus choroideus und des Ligour cerebrospinalis (Phase 1), die
wiederum den Ausgangspunkt zur Entwicklung einer Enzephalitis darstellt [Schmidt, 1983].
Zur Entwicklung der Enzephalitis dringen Trypanosomen vom Liquor cerebrospinalis, entlang
der Hirnhaute und des subarachnoidalen Raums, in die Virchow-Robin Rdume ein (Phase
2), von wo aus sie schlie3lich in das Parenchym des Gehirnes gelangen (Phase3) [Schmidt,
1983].

Jedoch gibt es bislang keine endglltige Sicherung dieser These, da der Weg der
Pathogenese mittels Lichtmikroskopie nur unsicher beschrieben und bislang durch
elektronenmikroskopische Aufnahmen nicht eindeutig belegt werden konnte.

Die durch Trypanosomen in der dritten Phase verursachte, vor allem perivaskulare,
inflammatorische Reaktion mit lymphozytaren T- und B-Zell Infiltraten [Masocha, 2004], in
denen unter anderem spezielle Plasmazellen (Mott Cells) mit Einschlusskérperchen (Russel
bodies) auftreten sowie eine daraus resultierende Odembildung und Entstehung einer
Meningitis konnte mehrfach beschrieben werden [Rodigues et al, 2009; Tuntasuvan et al,
1997]. Wie Trypanosomen als extrazellulare Parasiten in einem Gewebe wie dem Gehirn
Uberleben, ist jedoch weitgehend ungeklart.

Experimente in denen Blutstromform-Trypanosomen abgestillten und nicht abgestillten
Mausen durch eine intrathekale Injektion in das Gehirngewebe appliziert wurden [Bafort et al,

1987] sowie Experimente in denen die Blut-Hirn-Schranke mechanisch zerstort wurde
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[Schmidt und Bafort, 1987], zeigten vergleichbare Ergebnisse. Zunachst konnten diese
Trypanosomen nach einer priméren Proliferationphase in Gewebsschnitten nahe des
Einstichkanals oder der mechanischen L&sion nachgewiesen werden [Schmidt und Bafort,
1987, Bafort et al, 1987]. In beiden Fallen begannen die Trypanosomen jedoch nach 12-14
Tagen zu degenerieren und konnten schlie3lich nicht mehr nachgewiesen werden [Bafort et
al, 1987]. Moglicherweise deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass Blutstromform-Trypano-
somen langfristig kein optimales Umfeld zum Uberleben im extrazellularen Milieu des Ge-
hirns haben [Schmidt und Bafort, 1987] und sich erst an das neuronale Umfeld anpassen
mussen.

Ein weiteres Ratsel stellt die Entstehung der Krankheitssymptome des meningo-
enzephalitischen Stadiums durch Trypanosomen dar [Bruzzone et al, 2009]. Da Trypano-
somen extrazellulare Parasiten sind, sollten neurologische Symptome entweder vom Parasit
selbst, durch sezernierte Substanzen, durch das Immunsystem des Wirtes oder durch ein
Zusammenspiel von beiden verursacht werden [Kristensson et al, 2009]. Bekannt ist, dass
Infektionen mit Trypanosoma brucei brucei bei Ratten Stérungen des Schlaf-Wach-
Rhythmus auslosen und zu einer Expressionsverdnderung in endogenen Rhythmen wie z.B.
der Expression von clock-Gene im Schlaf-Wach-Rhythmus in Epiphyse, Nucleus supra-
chiasmaticus, Hypophyse und Milz fihren [Lundkvist et al, 2010]. Mdglicherweise kénnte
auch die Regulation der trypanosomalen Zelldichte Uber Prostaglandin D, zu Alternationen
des Schlaf-Wach-Rhythmus fihren [Figarella et al, 2005].

Erstaunlicherweise konnten in magnetresonanztomographischen Untersuchungen des
Gehirnes von HAT infizierten Reisenden, die sich bereits im sekundaren Krankheitsstadium
befanden, verschiedene hyperintensive Signale (T2 gewichtet), die auf Demyelinisierungen
hinweisen konnten, in supratentoriellen Regionen der weiRen Substanz, im Hirnstamm, im
Kleinhirn und Lasionen in der grauen Substanz festgestellt werden [Kager et al, 2009,
Braakman et al, 2006]. Sicherlich spielen bei der Entstehung der Krankheitssymptome eine
gesteigerte Immunantwort, bei der auch Antikdrper gegen korpereigene Strukturen gebildet
werden [Galvao-Castro et al, 1978] und massive Veranderung in der Zytokinausschittung
eine entscheidende Rolle [Kristensson et al, 2009], wahrend ein direkt zellschadigender
Effekt durch Trypanosomen eher als unwahrscheinlich gilt, aber nicht ausgeschlossen
werden kann [Galvao-Castro et al, 1978].

Trotz intensiver Bemuihungen, das Wissen Uber das meningoenzephalitische Stadium zu
erweitern, ist weiterhin nicht endgtiltig geklart, wie Trypanosomen im Gewebe des zentralen
Nervensystems aussehen und wo sie sich ,verstecken®, um sich dem Immunsystem und
einer medikamenttsen Behandlung zu entziehen [Bruzzone et al, 2009]. Deshalb kann nach

wie vor das Wiederauftreten der Schlafkrankheit nach erfolgreicher Behandlung (Relapse),
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ohne erneute Infektion, nur spekulativ als Wiedereintritt von Trypanosomen aus dem Gehirn
in die Blutbahn erklart werden.

Vielleicht gelingt es in absehbarer Zeit, die Kenntnis tber das menigoenzephalitische
Stadium zu erweitern und Besonderheiten von Trypanosomen im Gewebe des zentralen
Nervensystems zu entschliisseln, so dass diese mdglicherweise als therapeutischer Ansatz
im Kampf gegen die humane afrikanische Trypanosomiasis nutzbar gemacht werden

koénnen.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Promotionsarbeit mit dem Titel ,Herstellung von rot fluoreszierenden, konstitutiv
monomeres Cherry Protein exprimierenden Trypanosomen zur Lokalisierung und morpho-
logischen Charakterisierung von Trypanosoma brucei brucei im Gewebe des zentralen
Nervensystems® ist es, gentechnisch veranderte, pleomorphe Trypanosomen (Stamm
AnTatl.1), die konstitutiv das monomere Cherry Protein exprimieren, herzustellen und eine
Lokalisierung und morphologische Charakterisierung von T. brucei im Gewebe des zentralen
Nervensystems zu ermdglichen.

Bisherige Arbeiten zeigten, dass sich Trypanosomen mit lichtmikroskopischen Methoden und
histopathologischen Farbetechniken [Tuntasuvan et al, 2000; Rodrigues et al, 2009] im
neuronalen Gewebe nur schlecht darstellen lassen, so dass bislang eine morphologische
Beschreibung von Trypanosomen im zentralen Nervensystem nur schwer moglich war. Aus
diesem Grund sollte der pleomorphe Trypanosomenstamm AnTat 1.1 mit einem
fluoreszierenden Protein markiert werden.

Zahlreiche fluoreszierende Proteine, wie eGFP, ds Red, mBanana, mCherry, etc., die bereits
in vielen Experimenten eingesetzt wurden, stehen fir eine Anwendung dieser Art zur
Verfluigung. Aufgrund der langen Belichtungszeiten, die fir eine Lokalisierung von Trypano-
somen im neuronalen Gewebe zu erwarten sind, musste ein fluoreszierendes Protein, das
fur die Lokalisierung verwendet werden sollte, moglichst eine hohe Photostabilitdt und eine
geringe Phototoxizitat [Olympus, 2009] aufweisen. Deshalb wurde zur Markierung der
Trypanosomen, das monomere Cherry Protein, ein rot fluoreszierendes Protein der mFruit
Familie, das der zweiten Generation von rot fluoreszierenden Proteinen angehért [Shu et al,
2006], ausgewahlt.

Zur Herstellung MCP exprimierender Trypanosomen (Stamm AnTat 1.1) sollte das Gen, das
fir das monomere Cherry Protein codiert, mittels Polymerasekettenreaktion aus dem
Plasmid pAAV-MCS-mCherry amplifiziert und mittels gentechnischer Verfahren in das
modifizierte, trypanosomale Expressionsplasmid pHD309-HYG kloniert werden. Dieses
Expressionsplasmid sollte zur Transfektion in T. brucei, die mittels Elektroporation und

anschlieRender homologer Rekombination in die B-Tubulin Region des trypanosomalen
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Genoms erfolgen sollte, verwendet werden. AnschlieBend war beabsichtigt, die Selektion
und Amplifikation rekombinanter Trypanosomen (AnTat 1.1 MCP) mittels Hygromycin B auf
semi-soliden HMI9-0,65% Agaroseplatten und Kultivierung in NMRI Mausen durchzufihren.
Rekombinante Trypanosomen (AnTat 1.1 MCP) sollten auf die Expression des MCPs sowohl
durch Western blot als auch durch fluoreszenzmikroskopische Analysen kontrolliert werden.
Die Stabilitit der Proteinexpression sollte im Tierexperiment Uber einen Zeitraum von 34
Tagen fluoreszenzmikroskopisch Uberprift werden, um festzustellen, ob sich rekombinante
Trypanosomen zum Nachweis einer Gehirninfektion, die sich primér in diesem Zeitraum
manifestiert [Bafort und Schmidt, 1983], eignen und somit eine Lokalisierung und
morphologische Charakterisierung von T. brucei im Gewebe des zentralen Nervensystems
ermdglichen.

Die Lokalisierung von T. brucei im zentralen Nervensystem sollte mittels fluoreszenz-
mikroskopischer Analyse von Gefrierschnitten von Rattengehirnen im sekundéaren
Krankheitsstadium (22-34 Tage p.l.) und anschlieender Elektronenmikroskopie erfolgen.
Dabei sollten elektronenmikroskopische Aufnahmen in fluoreszenzmikroskopisch auffalligen
Bereichen sowie im Bereich der Blut-Hirn-Schranke, des Plexus choroideus, des Corpus
striatum, des Cerebellum und des Kortex in Kooperation mit Herrn Professor Wolburg aus
dem Institut fir Allgemeine Pathologie des Universitatsklinikums Tibingen durchgefihrt
werden. Eine abschlielBende, primare morphologische Charakterisierung von Trypanosomen
aus dem Gewebe des zentralen Nervensystems sollte durch Isolierung dieser
Trypanosomen sowie durch Auswertung elektronen-, phasenkontrast- und fluoreszenz-
mikroskopischer Aufnahmen erfolgen.

Ziele dieser Arbeit waren es also einerseits eine Lokalisierung und morphologische
Charakterisierung von Trypanosomen aus dem Gewebe des zentralen Nervensystems
durchzufiihren und andererseits durch eine Isolierung dieser Trypanosomen einen Zugang
fur weitere biochemische Analysen zu erdffnen.

Vermutlich lieRe sich durch eine solche, verbesserte morphologische und biochemische
Charakterisierung von Trypanosomen im Gewebe des zentralen Nervensystems mehr tber
den Lebenszyklus und Besonderheiten von Trypanosomen im neuronalen Umfeld heraus-
finden. Mdglicherweise kdnnte somit ein neuer Weg fiir eine verbesserte Diagnostik und
Behandlung der humanen afrikanischen Trypanosomiasis im sekundaren Krankheitsstadium

erdffnet werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Gerate
Zur Durchfuhrung der beschriebenen Experimente wurden die im Folgenden aufgelisteten

Gerate verwendet:

2.1.1 Zellkultur

Gerat Firma

Brutschrank HERA cell, 37 °C mit CO, Heraeus, Osterode, Deutschland

Begasung

Deckglas fir Hamocytometer optisch Thermo Fischer Scientific, Walldorf,

plan, 22 x 22 mm Deutschland

Fireboy plus INTEGRA Biosciences, Giel3en,
Deutschland

Lab-Shaker Modell Kiihner Braun, Melsungen, Deutschland

Mikropipetten STARLAB, Ahrensburg, Deutschland

Standard Zellkultur Flaschen (50 ml, 250 ml,  Greiner bio-one, Frickenhausen,

650 ml) Deutschland

Sterilbank, LaminAir®HLB 2448 GS Heraeus, Hanau, Deutschland

Zahlkammer, nach Neubauer (Tiefe 20 pum) Brand, Wertheim, Deutschland

Tabelle 1: Verwendete Geréte fur Zellkulturexperimente

2.1.2 Molekularbiologie

Gerat Firma

Brutschrank, 37 °C neoLAB, Heidelberg, Deutschland

Electrophoresis Power Supply EPS301 Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK

Gelkammer, BlueMarine100 SERVA Electrophoresis, Heidelberg,
Deutschland

GenePulser Xcell Bio-Rad, Hercules, USA

MiniCycler™ Biozym Diagnostik GmbH, Oldendorf,
Deutschland

Schittler, Shaker Dos-10L neolLAB, Heidelberg, Deutschland

Sterilbank HLB 2448 GS LaminAir Heraeus, Hanau, Deutschland

Thermocycler VWR, Darmstadt, Deutschland
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Wasserbad

GFL, Burgwedel, Deutschland

Tabelle 2: Verwendete Geréte fur molekularbiologische Experimente

2.1.3 Proteinbiochemie

Gerat

Firma

Blotapparatur

Electrophoresis Power Supply EPS301

Gelapparatur, Mighty Small 1l SE250
Gene Power Supply GPS200/400

Folienschweil3gerat: Folio

GeneQuant™ 1300 Spectrophotometer

Biotec Fischer, Reiskirchen, Deutschland
Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK

Hoefer Scientific, San Francisco, USA
Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK

Severin, Sundern, Deutschland

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

Tabelle 3: Gerate zur Analyse von Proteinen

2.1.4 Fluoreszenzmikroskopie

Gerat

Firma

Filter-Cube UG1

Filter-Cube BP495

Filter-Cube BP545

Filter-Cube 41027 CAL CRIM C130855
Fluoreszenzmikroskop BH2-RFCA

Olympus, Hamburg, Deutschland
Olympus, Hamburg, Deutschland
Olympus, Hamburg, Deutschland
Olympus, Hamburg, Deutschland
Olympus, Hamburg, Deutschland

Tabelle 4: Geréate zur Fluoreszenzmikroskopie

2.1.5 Praperation von Versuchstieren

Gerat

Firma

Sterilbank Ceag Shirp

Envirco, Bork, Deutschland

Tabelle 5: Geréte fur die Praperation von Versuchstieren

2.1.6 Computer, Software und Datenbanken

Die vorliegende Arbeit wurde unter Verwendung folgender Computer- und allgemein

zuganglicher Internetprogramme erstellt:

Gerat

Firma

BLAST Nucleotide Blast

DNAmMan

National Center for Biotechnology
Information, Bethesda, USA

Lynnon Biosoft, Quebec, Canada
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GATC Viewer
HP Scanjet 2200 Software

Imaging Software Cell*

Internet Explorer 7.0
Microsoft Excel 2007
Microsoft Powerpaoint 2007
Microsoft Word 2007

Paint Shop Pro 7.0
PubMed

ScanJet 5370C

Sony Vaio VGN-NS31M

The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates
Windows 7

Windows Vista

GATC Biotech AG, Konstanz, Deutschland
Hewlett-Packard, Palo Alto, USA

Olympus Imaging Software, Miunster,
Deutschland

Microsoft Cooperation, Redmond, USA
Microsoft Cooperation, Redmond, USA
Microsoft Cooperation, Redmond, USA
Microsoft Cooperation, Redmond, USA
Corel, Ottawa, Kanada

National Center for Biotechnology
Information, Bethesda, USA
Hewlett-Packard, Palo Alto, USA

Sony Cooperation, Tokio, Japan

Paxinos G, WatsonC, Academic Press, 1998
Microsoft Cooperation, Redmond, USA
Microsoft Cooperation, Redmond, USA

Tabelle 6: Software, Computer und Datenbanken

2.1.7 Sonstige Geréte

Gerat

Firma

Autoklav, Dampfsterilisator LSS
Cryostat HM505E

Digital-pH Photometer 539
Feinwaage, Analytical Plus
Filtrationsapparatur 1225 Sampling Manifold
Grobwaage PJ3000
Heizblock neoBlockl
Invertmikroskop 1D02

LM Axiostar plus
Magnetrihrer, MR2002
Magnetrihrer, MR3001 K
Mikropipetten

Microfuge E™
Mikrozentrifuge MC-13

Sigma 312K Laborzentrifuge

Minchner Mechanik, Stadlern, Deutschland
Thermo Fischer Scientific, Walldorf,
Deutschland

Bachhofer, Reutlingen, Deutschland

Ohaus GmbH, Giessen, Deutschland
Millipore, Bedford, USA

Mettler Toledo GmbH, Giel3en, Deutschland
neolLab, Heidelberg, Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Heidolph, Schwabach, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland
Abimed, Langenfeld, Deutschland
Beckman, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
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Ultrospec 3000

UV-Meter, Ultrospec 300

Vacuum Concentrator

Vortex-2-Genie

Vortex Reax top

Deutschland

Pharmaci Biotech (Amersham
Biosciences), Buckinghamshire, UK
Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK

Bachofer, Reutlingen, Deutschland
Knick, Freiburg, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland

Tabelle 7: Sonstige Gerate

2.2 Materialien

2.2.1 Chemikalien

Chemikalie Firma

Adenosin Roth, Karlsruhe, Deutschland
Agar-Agar Roth, Karlsruhe, Deutschland
Agarose Roth, Karlsruhe, Deutschland

Agarose Low Melt

Ampuwa

Ammoniumperoxodisulfat = 98% p.a.

Ampicillin
BCIP

BCS 1000x

Bisbenzimid

BSA

Calciumdichlorid CacCl, * H,O

D-Glukose Monohydrat

2’Desoxythymidin

EGTA

Eosin Y

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Fresenius Kabi, Bad Homburg v.d.H.,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miunchen,

Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Deutschland

PAA The Cell Culture Company, Pasching,

Osterreich
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Munchen,
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Essigsaure
Ethanol p.A. 100%
Ethidiumbromid
FBS (30 min 56°C)

Formalin Solution neutal buffered 10%

Gentamycin

Giemsa-Stammldsung
Glutaraldehyde-Solution Gradll, 25%

Glycerin 87%
Glycerin 100%
Glycin
Hamatoxylin

Hefeextrakt

HEPES

Hygromycin B (1000x)

Hypoxanthin (100x)

Iscove’s modified Dulbecco’s Medium
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,POy,)
Kaliumhydrogenphosphat (K,HPO,)
L-Arginin/HCI

L-Cystein (100x)

L-Glutamin

L-Histidin/HCI * H,O

L-Isoleucin

Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

VWR International, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

PAA The Cell Culture Company, Pasching,
Osterreich

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
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L-Leucin

L-Lysin

L-Methionin

L-Phenylalanin

L-Threonin

L-Tryptophan

L-Tyrosin

L-Valin

L-Ornithin/HCI

Magnesiumchlorid (MgCl, * 6 H,0)
Magnesiumsulfat (MgSO, * 7 H,0)
MEM nicht essentielle Aminosaurenlésung
(100x)

MEM Vitamin-L6sung (100x)
2-Mercaptoethanol

Methanol p.A. 100%

Milchpulver

Na,-EDTA

Natriumchlorid (NacCl)
Natriumhydrogenphosphat
(Na,HPO, * 12 H,0)

Natriumthiosulfat (Na,S,053)

NBT

Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
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NEG 50

Paraformaldehyd
PBS Tabletten

Penicillin-Streptomycin (100x)

Pyruvat (1000x)

Pepton aus Casein, tryptisch verdaut

Rotiophorese Gel 30
SDS Pellets

Serum Plus™
Silbernitrat (AgNO3)
TEMED p.a. 99%
Tetracyclin

Thymidin (1000x)

Trichloressigsaure (TCA)
Trinatriumcitrat Nas-Citrat * 2 H,0
Tris

Tween 20

Weise Puffer

X-Gal

Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Walldorf,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

GIBCO (Invitrogen™ GmbH), Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

SAFC Biosciences, Hampshire, UK
Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Minchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 8: Verwendete Chemikalien

2.2.2 Enzyme, Puffer und Marker

Enzyme, Puffer und Marker

Firma

1kb GeneRuler™ DNA Ladder
AccuPrime PCR Buffer |
BamHI (10 U/ul)

Bugbuster Lysis Puffer

dNTP Mix 5 mM

Eam11051 (10 U/ul)

Fermantas, St. Leon-Rot, Deutschland

Invitrogen™ GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Invitrogen™ GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
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Eam1105I Puffer (10x%)

EcoRlI (10 U/ul)

Fast AP thermosensitive Alkaline
Phosphatase (1 U/ul)

Fast AP Puffer (10x)

Hindlll (10 U/pul)

Klenow Fragment (10 U/ul)
Kollagenase (2125 CDU/mQ)

Ladepuffer
Ncol (10 U/ul)

NEB Puffer 2

Notl (10 U/ul)

Page Ruler, Prestained protein Ladder Plus

PEG 4000 Solution
Protease-Inhibitor Mix (100x)

Pstl (10 U/ul)

Puffer BamHI (10x)
Puffer EcoRl

Puffer O (10x)

Puffer Tango (10x)

Rapid Ligation Puffer (5x)
Rotio Load 1 (4x)

Smal (10 U/pl)

T4 Ligase (4 U/ul)

T4 Ligase (5 U/ul)

T4 Ligase (1 U/ul)
T4-Ligase Puffer (5x)

T4 Polymerase (5 U/ul)
T4 Polymerase Puffer (5x)

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Fermantas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
New England Biolabs (NEB) GmbH,
Schwalbach, Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermantas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
ThermoFisherScientific, Braunschweig,
Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Tabelle 9: Verwendete Enzyme, Puffer und Marker
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2.2.3 Antibiotika

Folgende Antibiotika wurden zur Selektion von Bakterien oder Trypanosomen verwendet.

Antibiotikum Firma

Ampicillin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Antibiotic Antimycotic Solution (100x) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Stabilised Deutschland

Hygromycin B Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Deutschland

Tabelle 10: Verwendete Antibiotika

2.2.4 Losungen und Medien
Folgende Losungen und Medien wurden fir die Anzucht, Kultivierung, Isolierung und
Selektion von Bakterien und Trypanosomen sowie fir molekularbiologische Experimente

verwendet;

2.2.4.1 Losungen und Medien zur Kultivierung von Bakterien

2.2.4.1.1 LB Medium (2x)

Bestandteil Prozentualer Anteil (V/W) in %
Hefeextrakt 0,5%
NaCl 1%
Pepton aus Casein, tryptisch verdaut 1%

Tabelle 11: Zusammensetzung 2x LB- Medium

Die angegebene Zusammensetzung ist fir einen Liter zweifach LB-Medium giltig. Die
Bestandteile wurden in destilliertem Wasser geltst. AbschlieRend wurde der pH-Wert auf pH

7 eingestellt und das Medium autoklaviert.

2.2.4.1.2 Agar- Agar (2x)

Bestandteil Prozentualer Anteil (V/W) in %

Agar-Agar 4

Tabelle 12: Zusammensetzung 2x Agar-Agar

Die angegebene Zusammensetzung ist fir einen Liter zweifach Agar-Agar giltig. Die
Bestandteile wurden in destilliertem Wasser geltst. AbschlieRend wurde der pH-Wert auf pH

7 eingestellt und der 2x Agar-Agar autoklaviert.
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2.2.4.1.3 Losungen zur Antibiotika-Selektion

Bestandteil Konzentration der Stammldsungen
Ampicillin 50 mg/ml
X-Gal 20 mg/mi

Tabelle 13: Lésungen zur Antibiotika-Selektion von Bakterien

X-Gal wurde in destilliertem Wasser und die Ampicillinlésung in 100% Ethanol hergestellt.
2.2.4.2 Losungen und Medien zur Isolierung, Reinigung und Selektion von T. brucei
Folgende Losungen und Medien wurden zur Isolierung, Reinigung und Selektion von

Trypanosomen verwendet:

2.2.4.2.1 Phosphat Buffered Saline (PBS)

Bestandteil Anteil

PBS Tabletten Eine Tabelette

Tabelle 14: Zusammensetzung PBS

Eine PBS Tablette wurde in 500 ml destilliertem Wasser geldst.

2.2.4.2.2 Trypanosoma dilution buffer (TDB); pH7,7 [Cross,1975]

Bestandteil Menge [mM]
KCI 5
NaCl 80
MgSO, * 7 H,0 1
Na,HPO, * 2 H,0 20
NaH,PO, * H,0 2
D-Glukose 20

Tabelle 15: Zusammensetzung TDB

Die Bestandteile wurden in einem Liter destilliertem Wasser gel6st.

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

Bestandteil Menge [mM]
Nas-Citrat * 2 H,0 100
Glukose 40

Tabelle 16: Zusammensetzung CGA

Die Bestandteile wurden in destilliertem Wasser geldst.
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2.2.4.2.4 Seperations-Puffer; pH 8,0

Bestandteil Menge [mM]
Na,HPO, 57
KH,PO, 3
NacCl 44
D-Glukose 55

Tabelle 17: Zusammensetzung Seperations-Puffer

Die Bestandteile wurden in destilliertem Wasser gelost.

2.2.4.3 Losungen und Medien zur Kultivierung von Trypanosomen
Zur Kultivierung verschiedener Trypanosomenstamme wurden folgende Medien und

Lésungen verwendet:

2.2.4.3.1 Grundmedium

Bestandteil Menge [mg/l]
CaCl, * H,0O 265

KCI 400

MgSO, * 7 H,O 200

NaCl 6800
NaH,PO,4 * H,O 140

HEPES 140

Die Chemikalien wurden in destilliertem Wasser geldst und der pH-Wert auf pH 7,4 einge-

stellt. AnschlieRend wurden Adenosin sowie folgende Aminoséuren zugefugt:

Bestandteil Menge [mg/l]
Adenosin 12
L-Arginin/HCI 126
L-Histidin/HCI * H,O 42
L-Isoleucin 52
L-Leucin 52
L-Lysin 73
L-Methionin 15
L-Phenylalanin 100
L-Threonin 48
L-Tryptophan 10
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L-Tyrosin 100
L-Valin 46
L-Ornithin/HCI 10

Tabelle 18: Zusammensetzung Grundmedium

AbschlieBend wurde das Medium durch folgende Stammlésungen erganzt:

Bestandteil Menge [ml/]

MEM nicht essentielle Aminosaurenlésung 10
(100x)
MEM Vitamin-Losung (100x) 10

Das Grundmedium wurde steril filtriert und bei 4°C gelagert.

2.2.4.3.2 Blutstromformmedium

Zur Herstellung von Blutstromformmedium wurden dem Grundmedium folgende Reagenzien

hinzugefugt:

Bestandtell Menge [ml/l]
NaHCO; (75 mg/ml H,O dest.) 30
L-Cystein (3,03 mg/ml H,O dest.) 10

BCS (0,56 mg/ml H,O dest.) 1
2'Desoxythymidin (0,39 mg/ml H,O dest.) 10
L-Glutamin (29,2 mg/ml H,O dest.) 10
Hypoxanthin (1,36 mg/ml 0,1 M NaOH) 10
Myristinsdure/BSA-LAosung 20

Penicillin/Streptomycin-Lésung (10.000 U/ml 5

bzw. 10 mg/ml)

Fotales Kéalberserum (FCS) 150
D-Glukose 5405 mg/l

Tabelle 19: Zusammensetzung Blutstromformmedium

Die Myristinsédurelésung wurde nach Ferguson und Cross hergestellt [Ferguson & Cross,
1984]. Es wurden dabei 24 mg Myristinsdure in 100 pl Ethanol (95%) gel6st und schrittweise
zur BSA-L6sung hinzugefugt (1 g fettsdurefreies BSA pro 20 ml H,O dest.). AbschlieRend
wurde das Medium steril filtriert und bei 4°C gelagert.
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2.2.4.3.3 IMDM Grundmedium; pH 7,1-7,3

Bestandteil Menge

Iscove’s modified Dulbecco’s Medium Eine Flasche fur 1 | Medium
H,O dest. 1000 ml

Natriumbicarbonat 3,02 g/l

Tabelle 20: Zusammensetzung IMDM Grundmedium

2.2.4.3.4 HMI9 Medium, pH 7,4

Bestandteil Menge in [ml]
IMDM Grundmedium 890
Hypoxanthin (100x) 11
L-Cystein (100x) 11
Pyruvat (1000x) 1,11
Thymidin (1000x) 1,11
BCS (1000x) 1,11
2-Mercaptoethanol 15,5 ul
Penicillin/Streptomycin (100x) 11
FBS (30 min 56°C) 110
Serum Plus™ 110

Tabelle 21: Zusammensetzung HMI9 Medium

Das Medium wurde steril filtriert und bei 4° C aufbewahrt.

2.2.4.4 Losungen fur die Elektroporation

Folgende Lésungen wurden zur Elektroporation verwendet:

2.2.4.4.1 Cytomix ; pH7,6

Bestandteil Menge
EGTA 0,38 ¢
KCI 4,44 g
CaCl, * 2 H,0O 9,6 mg
MgCl, * 6 H,O 505 mg
Glukose 259
BSA 50 mg
HEPES 2,98 g
KoHPO, /IKH,PO,4 (10x) 50 ml
Hypoxanthin (100x) 5mil

H,O dest.

Auf 500ml auffullen

Tabelle 22: Zusammensetzung Cytomix
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Der Elektroporationspuffer wurde mit einen 0,22 micron Filter steril filtriert und bei 4° C

aufbewabhrt.

2.2.4.5 Ldsungen fur die Fixierung von Trypanosomen und Rattengehirnen

Zur Fixierung von Trypanosomen und Gehirnen wurden folgende Losungen verwendet:

Fixierungslésung

Standardldsung:

Formalinlésung 10%
Glutaraldehydldsung Gradll, 25%

Formalinlésungen:

Die folgenden Fixierungslésungen wurden entweder durch Verdiinnung von 10% Formalin in
PBS / H,O dest. oder durch Verdiinnung von Glutaraldehyd in PBS / H,O dest. hergestellt
und zur Fixierung verschiedener Trypanosomenstdmme verwendet. Dabei wurden die
angefertigten Fixierunglosungen sowohl fir Experimente mit dem nativen Trypanosomen-
stamm AnTat 1.1 als auch flr Experimente mit dem rekombinanten Stamm AnTat 1.1 MCP

verwendet;

Durchgefiihrte Fixierungen von Trypanosomen mit Formalin in PBS:

e Formalinldsung 5% in PBS

o Formalinlésung 2,5% in PBS

e Formalinlésung 1,25% in PBS

e Formalinlésung 0,6125% in PBS

Durchgefiihrte Fixierungen von Trypanosomen mit Formalin in H,O dest.:

e Formalinlésung 5% in H,O dest.
e Formalinlésung 2,5% in H,O dest.
e Formalinlésung 1,25% in H,O dest.

¢ Formalinlésung 0,6125% in H,O dest.

Durchgefihrte Fixierungen von Trypanosomen mit Variation des pH-Wertes von Formalin in
PBS:

e Formalinlésung 0,6125%; pH 6,25

e Formalinlésung 0,6125%; pH 6,7
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¢ Formalinlésung 0,6125%; pH 7,0
e Formalinlésung 0,6125%; pH 7,4
e Formalinlésung 0,6125%; pH 7,7
e Formalinlésung 0,6125%; pH 8,2

Durchgefihrte Fixierungen von Trypanosomen mit Glutaraldehyd in PBS:
e Glutaraldehyd 0,1% in PBS
e Glutaraldehyd 0,5% in PBS
e Glutaraldehyd 1% in PBS
¢ Glutaraldehyd 2% in PBS
e Glutaraldehyd 5% in PBS

Durchgefiihrte Fixierungen von Trypanosomen mit Glutaraldehyd in H,O dest.:
e Glutaraldehyd 0,1% in H,O dest.
e Glutaraldehyd 0,5% in H,O dest.
e Glutaraldehyd 1% in H,O dest.
e Glutaraldehyd 2% in H,O dest.
e Glutaraldehyd 5% in H,O dest.

Fixierungslésung zur Anfertigung von elektronenmikroskopischen Aufnahmen von

Rattengehirnen:

Formalinlésung 10% + 4% Glutaraldehyd

2.2.4.6 Antibiotikum zur Selektion rekombinanter Trypanosomen

Zur Selektion rekombinanter Trypanosomen wurde folgendes Antibiotikum eingesetzt:

Antibiotikum Eingesetzte Konzentration

Hygromycin B (50mg/ml) 2,5 pg/ml

Tabelle 23: Antibiotikum zur Selektion von Trypanosomen

Selektionsdruck: 0,05 pl Hygromycin / ml HMI9 Medium

2.2.4.7 Loésungen zur Herstellung von Trypanosomen Stabilaten

Zur Herstellung von Cryo-Stabilaten wurden folgende Lésungen verwendet:
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2.2.4.7.1 Einfriermedium fur Stabilate (TDB-Gycerin)

Bestandteil Volumen
TDB 77 ml
Glycerin (87%) 23 ml

Tabelle 24: Zusammensetzung Einfriermedium

2.2.4.8 Losungen fur molekularbiologische Experimente

Folgende Lésungen wurden fur molekularbiologische Experimente eingesetzt:

2.2.4.8.1 TAE-Puffer (50x)

Bestandteil Menge
Tris 242 g
Na,EDTA 37,29
Essigsaure 57,1 ml

Tabelle 25: Zusammensetzung TAE-Puffer (50x)
Die Bestandteile wurden in einem Liter destilliertem H,O gelést und der pH-Wert auf pH 8

eingestellt. Einfacher TAE Puffer wurde aus einer 50-fachen Stammldsung hergestellit.
2.2.4.8.2 Losungen fur Western blots
Folgende Losungen wurden fur die Herstellung und Entwicklung von Western blots

verwendet;

2.2.4.8.2.1 Waschpuffer

Bestandteil Menge
Tris HCI 10 mM
NacCl 150 mM
Tween 20 0,1%

Tabelle 26: Zusammensetzung Waschpuffer
Die Bestandteile wurden in einem Liter destilliertem Wasser gelost und anschlieBend wurde
der pH-Wert auf pH 7,4 eingestellt.

2.2.4.8.2.2TBS

Bestandteil Menge [g]
Tris 3

KCI 0,2

NaCl 8

Tabelle 27: Zusammensetzung TBS
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Die Bestandteile wurden in einem Liter destilliertem Wasser geltst und anschlie3end der pH-

Wert auf pH 7,4 eingestellt.

2.2.4.8.2.3 Transferpuffer

Bestandteile Menge
Tris 48 mM
Glycin 39 mM
SDS 10%
Methanol p.A. 20%

Tabelle 28: Zusammensetzung Transferpuffer

Die Bestansteile wurden in einem Liter destilliertem Wasser geldst und anschliel3end der pH-

Wert auf pH 9,2 eingestellt.

2.2.4.8.2.4 Blockierungspiffer

Bestandteil Menge

PBS (2x) 100 ml
Milchpulver 10%

Tabelle 29: Zusammensetzung Blockierungspuffer

2.2.4.8.2.5 Alkalische-Phosphatase-Puffer

Bestandteil Menge [mM]
Tris HCI 20

NaCl 150

MgCl, 10

Tabelle 30: Zusammensetzung Alkalische-Phosphatase-Puffer

Die Bestandteile wurden in einem Liter destilliertem Wasser geldst und anschlieend der pH-

Wert auf pH 8,9 eingestellt

2.2.4.8.2.6 Farbelbésungen

BCIP: Bromo-Chloro-Indolyl- Phosphat (Sigma) 28,16 mg/ml wurden in 100% DMF gelst.
NBT: Nitro-Blue-Tetrazolium (Sigma) 32,7 mg/ml wurden in 70% DMF geldst.

Bestandteil Menge

BCIP 0,38 mM =500 pl
NBT 0,4AmM=1ml
AP-Puffer 100 ml

Tabelle 31: Zusammensetzung Farbeldsung
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2.2.4.8.2.7 1M Tris HCI- Pufferldsung (1M)

Bestandteil Menge
Tris HCI 12.1mg
H,O dest. 100 ml

Tabelle 32: Tris HCI Puffer (1M)

Je nach gewiinschtem Puffer wurde der pH-Wert auf pH 6,8 oder pH 8,8 eingestellt.

2.2.4.8.2.8 10% SDS L6sung

Bestandteil

Menge

SDS

10%

Die gewlinschte Menge der Losung wurde mit destilliertem Wasser hergestelit.

2.2.4.8.2.9 Ammoniumperoxodisulfatldsung

Bestandteil

Menge

Ammoniumpersulfat

0,1 g/mi

Die gewiinschte Menge der Losung wurde mit destilliertem Wasser hergestellt.

2.2.5 Kits

Folgende Kits wurden zur DNA Isolierung und Transformation verwendet:

Kit

Firma

AccuPrime™ Taqg DNA Polymerase High
Fidelity

DNeasy® Blood & Tissue Kit

Hot Start Taq Mix

Nucleobond® PC 100

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAprep® Spin Miniprep Kit

Rapid DNA Ligation & Transformation Kit
TOPO TA Cloning Kit

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland
MACHEREY-NAGEL GmbH, Diren,
Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 33: Verwendete Kits
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2.2.6 Verbrauchsmaterialien

2.2.6.1 Verbrauchsmaterialien fur Zellkulturexperimente

Verbrauchmaterial

Firma

Cellstar® Tissue Culture Flasks (25 cm?, 75

cm?, 175 cm?) mit Sterilfilter im Deckel
Cyro.S mit Schraubverschluss, steril

Gene Pulser® Cuvettes 0,2 cm

Kulturflaschen zur Bakterienkultivierung (300

ml, 500 ml, 2000 ml)
Mikrotiterplatten (6-well)
Mikrotiterplatten (24-well)
Multi®Ultra Tubes 0,2 ml
Petrischalen

Rundfilter, 4,5 cm, 5,5 cm

Surgical Disposable Scalpel

Sterile Réhrchen fur Bakterienkultivierung,

3ml
Zellschaber, 25 cm

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Bio-Rad, Hercules, USA

Schott Duran, Wertheim, Deutschland

Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Greiner, Frickenhausen, Deutschland
MACHEREY-NAGEL GmbH, Duren,
Deutschland

B.Braun, Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Tabelle 34: Verbrauchsmaterialien fur Zellkulturexperimente

2.2.6.2 Verbrauchsmaterialien fiir Tierexperimente

Verbrauchmaterialien

Firma

Anatomische und chirurgische Pinzetten

Butterfly®-19

Discofix®C3

Injekt-F® 1 ml

Injekt® Solo 2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml

Intrafix®Primeline

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland
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BD Microlance™ (G 23, G24)
Ketamin Xylazine

Klemme

NaCl 0,9%, 250 ml

Omnifix® 30 ml

Schere grof3 und klein

Surgical Disposable Scalpel

Becton Dickinson, New Jersey, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Fresenius Kabi, Bad Homburg v.d.H.,
Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

Tabelle 35: Verbrauchsmaterialien fur Tierexperimente

2.2.6.3 Verbrauchsmaterialien zur Mikroskopie

Verbrauchmaterial

Firma

Deckglaser (22 x 22 mm)

Immu-Mount

Objekttrager (76 x 26 mm /3 x 1 Inch)
Polysine®Slides

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Electron Corporation, Pittsburg,
USA

Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland

Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland

Tabelle 36: Verbrauchsmaterialien zur Mikroskopie

2.2.6.4 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Verbrauchmaterialien

Firma

Becherglas 10 ml, 50 ml, 200 ml, 200 ml,
800 ml

Chemikalienflasche 100 ml, 250 ml, 1000 ml,
2000 ml

DermaClean® Latex

Einweg Pasteurpipette unsteril, 2 ml, 5 ml
Eppendorf-Cup 2 mi

Erlenmeyerkolben 25 ml, 50 ml, 200 ml
Glocken-Sterilfilter MediKap-2
(Hohlfaserfilter, 0,2 pm)

Schott Duran, Wertheim, Deutschland

Brand GmbH, Wertheim, Deutschland

Ansell GmbH, Bruchsal, Deutschland
Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Schott Duran, Wertheim, Deutschland

Microgon, Laguna Hills, USA
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Meliseptol® rapid

Messzylinder 100 ml, 230 ml, 500 ml,
1000 mi

Parafilm

Pasteurpipette 3 ml, steril

Pipettenspitzen kristall, kurz
Pipettenspitzen, mittel

Pipettenspitzen Standart nano-cup™
Pipettenspitzen Ultratyp

Purple Nitrile* Powder Free Exam Gloves
Reaction Tubes 1,5 ml
Spritzenvorsatz-Sterilfilter mit SFCA-
Membran (0,2 um)

Sterile Zentrifugenréhrchen (15 ml; 50 ml)
Sterilium®

Tape

UV-Klvetten

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland
Brand GmbH, Wertheim, Deutschland

Peching Plastic Packing, Menasha, USA
Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Kimberly-Clark Corporation, Neenah, USA
Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Nalge, Hereford, UK

Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Bode Chemie, Hamburg, Deutschland
Tesa, Hamburg, Deutschland

Brand GmbH, Wertheim, Deutschland

Tabelle 37: Allgemeine Verbrauchsmaterialien

2.2.7 Verwendete Organismen

Folgende Organismen wurden zur Durchfuhrung von Experimenten verwendet:

2.2.7.1 Trypanosomen

Zur Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit wurden Blutstromform-Trypanosomen der
klonierten Linie AnTat 1.1 (Antwerp Trypanozoon Antigen Type) des pleomorphen Stammes

von Trypanosoma brucei brucei verwendet.

Trypanosomen Herkunft

AnTat 1.1 Christine Clayton, Heidelberg, Deutschland

Tabelle 38: Verwendeter Trypanosomenstamm

Die Nomenklatur der Linie leitet sich von der Abkirzung des Institutes (Anthwerp Institute =
Antat), an dem die Klonierung erfolgte, der Nummer des verwendeten Klons (1) und der
Nummer der Antigenvariante ab (1).

Die klonierte Linie AnTat 1.1 gehért einem pleomorphen Stamm an. Pleomorphe Stamme

kennzeichnen sich durch Antigenvariation des VSG. Pleomorphe Stamme verursachen im
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Versuchsorganismus rezidivierende Parasitdmien, die durch das Immunsystem und die
Variation des VSG-Mantels auftreten. Daher ahnelt der Infektionsverlauf von AnTat 1.1 dem
Infektionsverlauf von humanpathogenen Trypanosomen (Trypanosoma brucei rhodesiense

und gambiense).

2.2.7.2 Verwendete Bakterienstdmme

Bakterienstamm Genotyp Firma
One Shot® Top 10 chemisch F- mcrA A(mrr-hsdRMS- Invitrogen™ GmbH,
kompetente Zellen (E.coli) mcrBC) Karlsruhe, Deutschland
¢80lacZAM15 AlacX74
recAl
araD139 A(araleu)
7697 galU galK rpsL (StrR)
endAl nupG

Tabelle 39: Verwendete Bakterienstamme

2.2.7.3 Verwendete Versuchstiere

Tierart Typ Alter Herkunft

Maus NMRI: HsdWin:NMRI Ehemalige Zuchttiere Harlan
WISTAR:

Ratte HsdRccHan™:WIST Ehemalige Zuchttiere Harlan

Tabelle 40: Verwendete Versuchstiere
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2.2.8 Verwendete Plasmide
Fur molekularbiologische Experimente wurden folgende Plasmide als Ausgangsmaterial oder
als Vektoren fur die Klonierung des MCP-Gens verwendet:

2.2.8.1 pAAV-MCS-mCherry

Das Ausgangsplasmid pAAV-MCS-mCherry umfasst 5355 Basenpaare (vgl. Abbildung 6).
Das Gen, das fur das monomere Cherry Protein codiert, befindet sich in der multiple cloning
site (MCS) zwischen Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme BamHI und Hindlll (vgl.
Abbildung 7). Zusatzlich besitzt das Plasmid ein Gen, das flr eine f-Laktamase codiert und
somit eine Ampicillinresistenz vermittelt.

L-ITRy ‘Net1*
pUC oy _—

\
il| |II"‘I'I' pmv_mcs befﬂ-g|obin infroﬂ
| 4.7 kb
ampicillin”| | MCS
hGH pA
% Net1*
. "R-ITR
Abbildung 6 H1 o

pAAV-MCS Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 1319-1394)

l:lll
A The |
I

L
Clall Eccl | BamH iha e s 1 Byl i

i i i [ i i i
ATCGATTGAATTCCCCGAGERATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGAAGCTTGCCTCGAGCAGCGCTECTCGAGAGATCT

Abbildung 6: Aufbau des Ausgangsplasmids pAAV-MCS-mCherry
Abbildung 7: Aufbau der MCS des Plasmids pAAV-MCS

Quelle: http://www.miamiproject.miami.edu (modifizierte Abbildung)
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2.2.8.2 pHD309-HYG-PUR

Das Plasmid pHD309-HYG-PUR umfasst 6145 Basenpaare (vgl. Abbildung 8) und wird als
trypanosomales Expressionsplasmid verwendet. Das native Plasmid besitzt drei Gene fir
Antibiotika-Resistenzen: Erstens besitzt es ein Gen, das fiur eine Phosphotransferase fir
Hygromycin B codiert und somit eine Hygromycin B Resistenz vermittelt. Zweitens enthalt
das Plasmid ein Gen (609 bp), das fiir eine Puromycin N-Acetyltransferase codiert und somit
eine Puromycinresistenz erzeugt und drittens enthalt das Plasmid ein Gen, das flur eine B-
Laktamase codiert und somit eine Ampicillinresistenz vermittelt [Watanabe et al, 2005]. Das
Puromycin N-Acetyltransferase-Gen liegt zwischen den Schnittstellen der Restriktions-
enzyme BamHI und Hindlll. Zusatzlich enthélt das Plasmid eine homologe Sequenz zur (-
Tubulin Region des trypanosomalen Genoms. Innerhalb dieser homologen Sequenz existiert
eine Schnittstelle fir das Restriktionsenzym Notl. Das Plasmid kann somit, nach
Linearisierung und Transfektion, zur homologen Rekombination in das trypanosomale

Genom verwendet werden.

bTUE 3' CDS

&
a &
g
wl

pHD309-HYG-PUR PUR

6145 bp

ALD shart 3y7p,

ACT 3UTR

[

iy
A, A

Abbildung 8: Aufbau des Expressionsplasmids pHD309-HYG-PUR

Quelle: http:/itryps.rockefeller.edu

54



2.3 Methoden

2.3.1 Kultivierung von Zelllinien

Zur Kultivierung von verschiendenen Zelllinien wurden folgende Methoden eingesetzt:

2.3.1.1 Kultivierung von E.coli in Flussigkultur

Eine Kultivierung von E. coli in Flissigkultur erfolgte in 3 ml oder 50 ml Kulturen aus LB-
Medium (1x). Zur Herstellung einer 3 ml Kultur wurde eine Bakterienkolonie von einer LB-
Selektivplatte gepickt, wahrend zur Anlage einer 50 ml Kultur die Kultur mit einem Milliliter
einer zuvor hergestellten 3 ml Kultur angeimpft wurde. Zur Selektion rekombinanter One-
Shot Top Ten® chemisch kompetenter E. coli wurde dem LB-Medium 50 pg/ml Ampicillin
hinzugeflgt. Die Flussigkulturen wurden tuber Nacht bei 37 °C bei kontinuierlichem Schitteln
(225 — 240 rpm) inkubiert.

Bestandtell Menge [ml]
2x LB Medium 15

H,O dest. 15

E. coli Pipettenspitze

Tabelle 41: Zusammensetzung 3 ml Flissigkultur von E. coli

Bestandteil Menge [ml]
2x LB Medium 12,5

H,O dest. 12,5

E. coli (3 ml Kultur) 1

Tabelle 42: Zusammensetzung 50 ml Flissigkultur von E. coli

2.3.1.2 Kultivierung von E. coli auf solidem Nahrmedium

Die Kultivierung von E. coli auf solidem Nahrmedium erfolgte auf 2% Agarplatten, die aus 2x
LB Medum und 2x Agar-Agar (4% Agar) hergestellt wurden. Zur Kultivierung von One-Shot
Top Ten® chemisch kompetenter E. coli wurde den Platten 50 pug/ml Ampicillin und 40 pg/mi
X-Gal zugefiigt. Die Agarplatten wurden bei 37 °C fir 30 min vorinkubiert und nach Aus-

plattieren von E. coli iber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.3.1.3 In vitro Kultivierung von T. brucei in flussigem Medium
Die in vitro Kultivierung des pleomorphen Stammes AnTat 1.1 von T. brucei erfolgte im

Brutschrank bei 37 °C in einer wassergesattigten Atmosphéare mit 5% CO,. Als Kulturmedium
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wurde fur die Kultivierung des Stammes AnTat 1.1 HMI9-Medium verwendet, das vor
Verwendung im Brutschrank fiir 30 min vorgewarmt wurde. Fir die Kultivierung von AnTat
1.1 wurden 2,5 x 10° Trypanosomen in 50 ml HMI9-Medium vorkultiviert. Da der Stamm
AnTat 1.1 nicht dauerhaft in Flissigkulturen kultivierbar ist, wurden die Kulturen maximal fir
ein bis zwei Tage angelegt. Eine weiterflihrende Kultivierung von AnTat 1.1 erfolgte
daraufhin auf semi-soliden HMI9-0,65% Agarose Platten (vgl. Kapitel 2.3.1.4).

2.3.1.4 In vitro Kultivierung von T. brucei AnTat 1.1 auf semi-soliden HMI9-0,65%
Agarose Platten

Da Blutstromformen des pleomorphen Stammes AnTat 1.1 nicht wie Blutstromformen des
monomorphen Stammes MITAT 1.2 (VSG Typ: 221) Uber langere Zeit in flissigen Medium
kultiviert werden kénnen, erfolgte die in vitro Kultivierung nach einem Kultivierungsmodell
von pleomorphen Trypanosomenstammen nach Vassella und Boshart [Vassella und
Boshart, 1996]. Dieses Modell wurde in den durchgefiihrten Experimenten leicht modifiziert
angewandt. Blutstromform-Trypanosomen des Stammes AnTat 1.1 bendtigen fir ihre
Kultivierung einen Kontakt bzw. eine Interaktion zu einer festen Matrix. Diese feste Matrix
stellt im Kultivierungssystem eine HMI9-0,65% Agarose Marix dar. Ein Milliliter dieser Matrix
(flussig bei 50 “C) wurde pro Well auf einer 24-Well Platte zur Polymerisation ausgebracht.
Durch Polymerisation bildete sich eine semi-solide Matrix, die mit 1 ml Flissigkultur des
Stammes AnTat 1.1, indem sich maximal 10> Trypanosomen befanden, beschichtet und

anschlie3end fur 5 bis 10 Tage kultiviert wurde.

Herstellung von HMI9-0,65% Agarose 24-Well Platten
Zur Herstellung von HMI9-0,65% Agarose 24-Well Platten wurden 50 ml einer 6,5%

Agaroselésung und 450 ml HMI9-Medium bei einer Temperatur von 50 °C inkubiert und

anschlieBend gemischt. Je 1 ml der hergestellten HMI9-0,65% Agaroselésung wurde pro
Well auf einer 24-Well Platte unter sterilen Bedingung ausgebracht. Nach Polymerisation der
Agarose wurden die 24-Well Platten mit Parafilm verschlossen und bei 4 °C aufbewabhrt.

Medium Bestandteile Menge in [ml]

HMI9 Medium HMI9-Medium (vgl. Kapitel 450
2.2.4.3.4)

6,5% Agaroselésung 3,25 g Low melt Agarose 50

50 ml H,O dest.

Tabelle 43: Zusammensetzung der HMI9-0,65% Agarose Platten
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2.3.1.5 Isolierung von T. brucei aus Gewebe des zentralen Nervensystems

Um Trypanosomen aus dem Gewebe des zentralen Nervensystems zu isolieren wurde das
Gehirn von Ratten nach 34 bzw. 35 Tagen p.l. entnommen (vgl. Kapitel 2.3.7). Das Gehirn
wurde unmittelbar nach Entnahme mit einem sterilen Skalpell entlang des Hemispharen-
spaltes geteilt. Beide Hemispharen wurden durch einen zum Hemispharenspalt horizontal
verlaufenden Schnitt getrennt, so dass das Gehirn in vier Teile gegliedert wurde. Jeder Teil
des Gehirns wurde in 25 ml HMI9-Medium, das zuvor bei 37 °C fur 30 min vorgewarmt
wurde, aufgenommen. Im Kulturmedium wurde jeder Gehirnteil mit einem sterilen Skalpell
durch vier Schnitte zerkleinert und mit HMI9-Medium umspiilt. AnschlieRend wurde die Kultur
im Brutschrank fur 2 h kultiviert, abschlieRend ausgezahlt, zentrifugiert und phasenkontrast-
mikroskopisch untersucht. Fur Kontrollexperimente wurden Gehirne von Ratten nach 3 bzw.4

Tagen p.l. verwendet und auf dieselbe Weise verfahren.

2.3.2 Molekularbiologische Methoden

Zur Amplifikation und Klonierung des MCP-Gens in den modifizierten trypanosomalen
Expressionsvektor pHD309-HYG sowie zur anschlieenden Transfektion in AnTat 1.1

wurden folgende molekularbiologische Methoden verwendet.

2.3.2.1 Primer und Primerdesign

Primer, die zur Amplifikation des MCP-Gens aus dem Ausgangs-plasmid pAAV-MCS-
mCherry eingesetzt wurden, konnten mit Hilfe des Programmes Primer 3 und dem Primer-
desin Tool ,Oligo Perfect™ Designer® von der Firma Invitrogen erstellt werden. Fir die
Klonierung wurde der forward Primer mit einer Sequenz, die eine Schnittstelle fir das
Restriktionsenzym Hindlll darstellt und der reverse Primer mit einer Sequenz, die eine
Schnittstelle fur das Restriktionsenzym BamHI darstellt, ergénzt. Die eingefligten Sequenzen
ermoglichten eine schnelle und effektive Klonierung des MCP-Gens, uber Subklonierung in
das Expressionsplasmid pHD309-HYG.

Die Primer wurden von der Firma Invitrogen hergestellt. Sequenzen, Schmelztemperaturen
sowie der GC Gehalt des forward und reverse Primers wurden unter Verwendung des
Programmes Primer 3 berechnet und sind in folgenden Tabellen dargestellt (Tabelle 44 und
45):
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Forward Primer:

Primer und Sequenz Primer- GC Schmelz-
Primername (5" —3) lange in  Gehalt  temperatur
bp in % in °'C
Forward Primer: AAG CTT ATG GTG AGC AAG 22 54 52
mCherry-fw-hindlll GGCG

Tabelle 44: Daten forward Primer

Rot markiert ist der Sequenzbereich fiir das Restriktionsenzym Hind Il1.

Reverse Primer:

Primer und Sequenz Primer- GC Schmelz-
Primername 5 —3) lange in  Gehalt temperatur
bp in % in °'C
Reverse Primer: GGATCCTTACTT GTA CAG CTC 28 50 56
mCherry-re-bamhl GTC CAT G

Tabelle 45: Daten reverse Primer

Rot markiert ist der Sequenzbereich fur das Restriktionsenzym BamHI.

2.3.2.2 Polymerasekettenreaktion

Zur Amplifikation des MCP-Gens aus dem Plasmid pAAV-MCS-mCherry wurde eine
Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgefiihrt. Dabei wurde die AccuPrime High Fidelity Taq
DNA Polymerase verwendet, da diese Polymerase im Gegensatz zu anderen Polymerasen,
wie z.B. zur HotStar Tag Polymerase, eine proof reading Funktion besitzt. Als Ausgangs-
DNA (template) wurde das Plasmid pAAV-MCS-mCherry eingesetzt. Um ein optimales
Ergebnis zu erzielen, wurde zunéchst ein 100 pl Reaktionsansatz (vgl.Tabelle 46)
hergestellt, der anschliel3end in finf Reaktionsanséatze von je 20 pl aufgeteilt wurde, so dass

jeder Reaktionsansatz 0,4 ng template DNA und 0,4 uM Primer enthielt.

Bestandteil Menge
10x AccuPrime PCR Buffer | 1x (10pl)
Forward Primer [1 uM] 1uM (2ul)
Reverse Primer [1 uM] 1uM (2ul)
Template DNA (pAAV-MCS-mCherry) 2ng (3,1ul)
H,O dest. 82,9ul

Tabelle 46: Mastermix PCR Ansatz
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Diese 20 ul Reaktionsansatze wurden, um ein ideales annealing der Primer zu ermdglichen,
in der PCR mit unterschiedlichen annealing Temperaturen eingesetzt. Die Durchfuhrung der
PCR erfolgte nach den Angaben des Herstellers und unter den in Tabelle 47 aufgelisteten

Bedingungen.

Schritt Zeitdauer [s] Temperatur ['C]
1. Anfangsdenaturierung 180 98

2. Denaturierung 25 98

3. Annealing 25 Gradient:

Ansatz 1: 48,1
Ansatz 2: 51,0
Ansatz 3: 53,6
Ansatz 4: 56,4
Ansatz 5: 58,2

4. Elongation 60 68

5. Wiederholung der Schritte

2-4 fur 30 Zyklen
6. Endelongation 600 68
7. Lagerung °0 10

Tabelle 47: Durchfihrungsbedingungen der Polymerasekettenreaktion

2.3.2.3 Auftrennung von DNA Fragmenten mittels Agarosegelelektrophorese

Um DNA Fragmente unterschiedlicher Lange voneinander zu trennen, z.B. zur Uberpriifung
von PCR Ergebnissen oder eines Restriktionsverdau wurde eine Agarosegelelektrophorese
durchgefuhrt. Dazu wurden 1% oder 0,7% Agarosegele mit 1x TAE-Puffer gefertigt. Die
Agaroseldsung wurde in der Mikrowelle erhitzt, anschlieRend mit 0,3 pl/ml Ethidiumbromid
versetzt und zur Polymerisierung in eine geschlossene Gelkammer gegossen. Nach Aus-
polymerisation der Lésung wurde das entstandene Gel mit 1x TAE Puffer beschichtet, die
DNA Proben mit 1x Ladepuffer gemischt und in die Geltaschen geladen. Zur Bestimmung
der Lange einzelner DNA Fragmente wurde ein 1kb Molekulargewichtsmarker verwendet.
Die anschlieBende elektrophoretische Auftrennung der DNA Fragmente erfolgte bei 50 ml
oder 75 ml Gelen bei einer Spannung von 80 Volt und einer Laufzeit von 45 min, wahrend fir
150 ml Gele eine Spannung von 120 Volt und eine Laufzeit von 45 min verwendet wurde.
AbschlieBend wurde das Gel mit den aufgetrennten DNA Fragementen im UV-

Transilluminator analysiert.
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2.3.2.4 Gelextraktion von DNA Fragmenten

Zur lIsolierung und Reinigung von DNA Fragmenten nach erfolgter Agarosegelelektro-
phorese wurden die gewunschten DNA Fragmente aus dem Agarosegel geschnitten, in
Eppendorf Cups transferiert sowie die DNA unter Verwendung des QIAquick Gel Extraction

Kits extrahiert und gereinigt.

2.3.2.5 Photometrische Bestimmung der DNA Konzentration

Zur photometrischen Bestimmung der DNA Konzentration wurde die zu untersuchende DNA,
wie in Kapitel 2.3.2.4 beschrieben, extrahiert und gereinigt. AnschlieBend wurde die Probe
1:50 mit H,0 dest. verdinnt. 100 ul der verdinnten Proben sowie 100 ul einer Leerprobe
wurden in UV-Klvetten pipettiert und deren Extinktionen bei einer Wellenldnge von 260 nm

gemessen. Nach Lambert-Beersche Gesetz wurde aus der Extinktion die DNA Konzentration

der Probe berechnet. Die Reinheit der Proben wurde tber den Quotienten OD % bestimmt.

2.3.2.6 Subklonierung — Topo TA Cloning

Um das mittels PCR gewonnene MCP-Gen zu amplifizieren, wurde der Subklonierungs-
vektor pCR®2.1-TOPO® (vgl. Abbildung 6) eingesetzt. Da bei der PCR eine Tag-
Polymerase eingesetzt wurde, besal das PCR Produkt am 3" Ende einen Adenosin-
Uberhang (3"-dA). Dies ermdglichte es, den Vektor pPCR®2.1-TOPO®, der am 3" Ende einen
Thymidiniberhang (3"-dT) besitzt, fur eine effiziente Klonierung zu verwenden.

Zuerst wurde das MCP-Gen in den Subklonierungsvektor pCR®2.1-TOPO® ligiert und
anschlieBend in chemisch kompetente E. coli (One Shot® Top 10) transformiert. Zur
Subklonierung wurde das Topo TA Cloning® Kit verwendet und die Klonierung entsprechend
den Vorgaben des Herstellers durchgefihrt. Die Ligation erfolgte bei Raumtemperatur Uber
einen Zeitraum von 30 min, anschlie@end wurde unmittelbar transformiert. Da der
Subklonierungsvektor pCR®2.1-TOPO® eine Ampicillinresistenz sowie eine Klonierungs-
stelle innerhalb der LacZ-a Peptid kodierenden Sequenz besal3, war es mdoglich

rekombinante E. coli Uber eine Ampicillin- und Blau-Weil3 Selektion zu detektieren.
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Abbildung 9: Aufbau des Subklonierungsvektors pCR®2.1.-Topo®

Quelle: www.invitrogen.com

2.3.2.7 Transformation

Alle durchgefiihrten Transformationen wurden unter Verwendung von chemisch
kompetenten E. coli Stdammen (One Shot® Topl0) und mittels Hitzeschock nach den
Vorgaben des One Shot® Top10 Protokolls durchgefiihrt. Zunéachst wurde ein Aliquot (50 pl)
chemisch kompetenter E. coli fur 10 min auf Eis aufgetaut. Nach dem Auftauen wurden dem
Aliquot 5 pl hitzeinaktivierter Ligationsansatz (max. 50 ng DNA) zugefugt und der Ansatz fur
30 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad fir
30 s, bevor der Transformationsansatz erneut fir 2 min auf Eis inkubiert wurde. Ab-
schlieBend wurden 250 pl vorgewarmtes S.O0.C. Medium (37 °C) hinzugefigt und der
Transformationsansatz fiir 1 h bei 37 ‘C im Schittler bei 225 rpm inkubiert. Nach exakt 1 h
wurden verschiedene Mengen (10 pl / 100 pl / Rest) des Transformationsansatzes zur
Vereinzelung der Zellen auf LB-Selektivplatten (vgl. Kapitel 2.3.1.2), die mit 50 pg/ml
Ampicillin und 40 pg/ml X-Gal versetzt waren, ausplattiert. Die Platten wurden anschlieRend
Uber Nacht bei 37 °C inkubiert und abschlieRend bei 4 °C gelagert.

2.3.2.8 Transformationskontrolle pCR®2.1-TOPO®-mCherry

Zur Selektion erfolgreich transformierter, rekombinanter E. coli wurde die Methode der Blau-
Weil3 und Antibiotika-Selektion eingesetzt. Da der Subklonierungsvektor eine Klonierungs-
stelle innerhalb der LacZ-a Peptid kodierenden Sequenz und eine Ampicillin-Resistenz

besal3, konnten beide Methoden eingesetzt werden, wahrend es bei der Klonierung des

61



MCP-Gens in das trypanosomale Expressionsplasmid pHD309-HYG nur mdglich war eine
Antibiotikumsselektion (Ampicillin) durchzufiihren.

Da sowohl das trypanosomale Expressionsplasmid als auch der Subklonierungsvektor eine
Ampicillinresistenz besitzen, kdnnen Bakterien, die das vollstandig ligierte Plasmid (mit
Insert), oder das religierte Plasmid (ohne Insert) aufnehmen, auf LB-Selektivplatten (vgl.
Kapitel 2.3.1.2) wachsen. Zur Differenzierung der Bakterienkolonien mit vollstandig ligiertem
und religiertem Plasmid konnte bei der Subklonierung die Methode der Blau-Wei3-Selektion
angewendet werden, wahrend beim trypanosomalen Expressionsvektor eine Uberpriifung
mittels Restriktionsverdau notwendig war.

Das Prinzip der Blau-WeiR-Selektion beruht auf einer Farbanderung der rekombinanten
Bakterienkolonie. Der Subklonierungsvektor besitzt in der LacZ-a Peptid kodierenden
Sequenz eine Klonierungsstelle. Schliel3t sich der Vektor an dieser Stelle durch Religation
ohne Insert, so erscheinen die Kolonie nach Transformation blau, da die Bakterienklone in
der Lage sind eine Galaktosidase zu synthetisieren. Auf diese Weise sind die Bakterienklone
in der Lage, das in den Selektivplatten enthaltene Glykosid X-Gal, zu Galaktose und dem
Farbstoff Indigo-Blau umzusetzen. Wird jedoch das vollstandig ligierte Plasmid mit Insert von
den Bakterien aufgenommen, so kdnnen diese keine Galaktosidase exprimieren, so dass die

Kolonien weil} erscheinen.

2.3.2.9 Transformationskontrolle pHD309-HYG-mCherry

Zur Transformationskontrolle des ligierten, trypanosomalen Expressionsplasmids pHD309-
HYG-mCherry wurden zunachst Bakterienkolonien, die nach Transformation auf LB-
Selektivplatten gewachsen sind, gepickt und von diesen 3 ml Schittelkulturen (vgl. Kapitel
2.3.1.1) angelegt. AnschlieBend wurden die Plasmide der Bakterienkulturen isoliert (vgl.
Kapitel 2.3.2.10). Die isolierten Plasmide wurden abschlieend durch einen Restriktions-
verdau mit den Restriktionsenzymen Pstl oder Ncol Uberprift.

Das Plasmid pHD309-HYG-mCherry besitzt fir das Restriktionsenzym Pstl vier Schnitt-
stellen, so dass bei einem Verdau vier DNA Fragmente entstehen, wahrend beim religierten
Plasmid pHD309-HYG nur drei DNA Fragmente entstehen, da dieses Plasmid nur zwei
Schnittstellen fir das Restriktionsenzym besitzt. Beim Verdau mit dem Restriktionsenzym
Ncol besitzt das Enzym im vollstandig ligierten Plasmid pHD309-HYG-mCherry zwei
Schnittstellen, so dass beim Verdau zwei DNA Fragmente entstehen, wéhrend beim
religierten Plasmid pHD309-HYG eine Schnittstelle existiert und somit ein DNA Fragment
entsteht. Der Restriktionsverdau wurde als zweifacher Uberverdau in einem Volumen von 20
pl mit 500 ng Plasmid DNA pro Klon durchgefiihrt (vgl. Tabelle 48). Die Reaktionsansétze
wurden fir 1 h bei 37 °C inkubiert.
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Bestandteil Menge

Plasmid DNA (Klon 1-3) 500ng (3 pl)
10x Puffer O 1x (2 b

Pstl 4°U (0,4 pl
H,O dest. Rest (14,6 pl)

Tabelle 48: Restriktionsverdau pHD309-HYG-mCherry Pstl

Bestandteil Menge
Plasmid DNA (Klon 1-3) 500ng (3 pl)
10x Puffer Tango 1x (2 pl)
Ncol 2 U (0,2 ub)
H,O dest. Rest (14,8 pul)

Tabelle 49:Restriktionsverdau pHD309-HYG-mCherry Ncol

2.3.2.10 Plasmidisolierung

Zur lIsolierung von Plasmiden aus Flissigkulturen von Bakterien wurde je nach GroRRe der
Bakterienkultur und somit je nhach Menge der zu isolierenden Plasmide das QIAprep® Spin
Miniprep Kit der Firma Quiagen oder das Nucleobond® PC 100 Kit der Firma MACHEREY-
NAGEL verwendet. Die Isolierung der Plasmide erfolgte nach Anleitung des Herstellers.
Zuvor wurden die Bakterien bei 17.900 g und 4 °C aus den Flussigkulturen geerntet. Die
Elution des isolierten Plasmides wurde in 100 pl destillierten H,O durchgefiihrt. AnschlieRend
wurden die Plasmidkonzentration und die Reinheit der Probe photometrisch bestimmt (vgl.
Kapitel 2.3.2.5).

2.3.2.11 Sequenzierung von DNA Fragmenten

Die Sequenzierung von DNA Fragmenten wurde von der Firma GATC Biotech in Konstanz
unter Verwendung der Primer ,M13" und ,M13 Reverse” durchgefiihrt. Die Firma nutzte dazu
die Methode der Kettenabbruch-Synthese mit fluoreszenzmarkierten terminierenden
ddNTPs. Die DNA Proben wurden, wie in Kapitel 2.3.2.4 beschrieben, extrahiert, gereinigt
und entsprechend den Vorgaben der Firma vorbereitet und versandt. Die Ergebnisse der
Sequenzierung wurden unter Verwendung des Programmes GATC Viewer ausgewertet und
Uberprift. Ein abschlieBendes Sequenzalignment erfolgte mit Hilfe des Computer-

programmes Blast 2.
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2.3.2.12 Restriktionsverdau

Fur jeden Restriktionsverdau wurde eine 3 ml bzw. 50 ml Flussigkultur angelegt, das
entsprechende Plasmid isoliert sowie die DNA Konzentration und Reinheit der Probe photo-
metrisch bestimmt (vgl. Kapitel 2.3.2.3-5). Die Masse der verdauten Plasmide lag zwischen
500 ng und 75 pg. Die verwendeten Enzyme und Puffer sind in den Tabellen 50 und 51
aufgelistet. Der Restriktionsverdau wurde als doppelter oder vierfacher Uberverdau
durchgefuhrt. Der Einsatz der Restriktionsenzyme wurde mit der Inkubationszeit, der
Enzymkonzentration und enzymatischen Aktivitat abgestimmt. AbschlieRend wurden die
Reaktionsansdtze mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Alle verwendeten

Restriktionsenzyme und Puffer wurden von der Firma Fermentas bezogen.

Enzym Konzentration
BamHI 10 U/pl
Hindlll 10 U/l
Ncol 10 U/l
Notl 10 U/ul
Pstl 10 U/l

Tabelle 50: Verwendete Restriktionsenzyme

Puffer Konzentration
BamHI Puffer 10x%
Tango Puffer 10x%
Puffer O 10x

Tabelle 51: Verwendete Puffer zum Restriktionsverdau

2.3.2.13 Restriktionsverdau pHD309-HYG-PUR

Das trypanosomale Expressionsplasmid pHD309-HYG-PUR besitzt eine Sequenz, die fir
eine Puromycinresistenz codiert. Diese Sequenz, die 609 bp umfasst, ist von Sequenzen, die
den Restriktionsenzyme BamHI und Hindlll als Schnittstellen dienen, flankiert. Daher kann
die Sequenz mittels Restriktionsverdau mit den entsprechenden Restriktionsenzymen
herausgeschnitten und das Plasmid gedffnet werden.

Fir den Restriktionsverdau wurde eine 50 ml Flussigkultur von pHD309-HYG-PUR in E. coli
angelegt, das Plasmid isoliert und die DNA Konzentration photometrisch bestimmt. Der
Restriktionsverdau wurde in einem Volumen von 20-100 pl als doppelter Uberverdau mit 1-
75 ug Plasmid Gber Nacht bei 37 °C nach Tabelle 52 durchgefiihrt.
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Bestandteil Menge Menge

pHD309-HYG-PUR 75 ug (16,8 pl) 1ug (3,7ul)
Puffer 10x BamHI 1x (10 pl) 1x (2 )
BamHI 30 U (3 i) 2 U (0,2 pl)
Hindlll 60 U (6 pl) 4 U (0,4 pl)
H,O dest. Rest (64,2 pl) Rest (13,7 pl)

Tabelle 52: Restriktionsverdau pHD309-HYG-PUR

2.3.2.14 Restriktionsverdau pCR®2.1.-Topo®-mCherry

Fur den Restriktionsverdau des vollstandig ligierten Subklonierungsvektors pCR®2.1.-
Topo®-mCherry wurde eine 3 ml Ubernachtkultur von pCR®2.1.-Topo®-mCherry in E. coli
angelegt, das Plasmid isoliert, die DNA Konzentration photometrisch bestimmt und die
Sequenz des MCP-Gens mittels Sequenzierung Uberpriift. Anschlieend wurde das Plasmid
mit den Restriktionsenzymen BamHI und Hindlll verdaut, um das MCP-Gen aus dem Sub-
klonierungsplasmid zu schneiden. Der Restriktionsverdau wurde als doppelter Uberverdau
mit 500 ng Plasmid in einem Volumen von 30 pl, bei 37 °C und einer Inkubationszeit von 30

min durchgefiihrt.

Bestandtell Menge
pCR®2.1.-Topo®-mCherry 500 ng (0,4 ul)
Puffer 10x BamHI 1x (3 ub
BamHlI 2 U (0,2 ul)
Hindlll 2 U (0,2 pl)
H,O dest. Rest (26,2 pl)

Tabelle 53: Restriktionsverdau pCR®2.1.-Topo®-mCherry

2.3.2.15 Restriktionsverdau pHG309-HYG-mCherry

Das vollstandig ligierte trypanosomale Expressionsplasmid pHD309-HYG-mCherry musste
vor der Elektroporation mittels Restriktionsverdau linearisiert werden. Dazu wurde eine 50 ml
Flissigkultur von pHD309-HYG-mCherry in E. coli angelegt, das Plasmid isoliert und die
DNA Konzentration photometrisch bestimmt. Anschliel3end erfolgte ein Restriktionsverdau
mit dem Restriktionsenzym Notl. Der Restriktionsverdau wurde als doppelter Uberverdau mit
100 pg Plasmid, in einem Volumen von 100 pl, bei 37 °C und einer Inkubationszeit von 16 h
durchgefuhrt. AbschlieBend wurde das Restriktionsenzym Notl 20 min bei 80 °C

hitzeinaktiviert.
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Bestandteil Menge

pHD309-HYG-mCherry 100 pg (54,2 ul)
Puffer O 1x (10 pl)

Notl 10U (1 pi)

H,O dest. Rest (34,8 pl)

Tabelle 54: Restriktionsverdau pHD309-HYG-mCherry

2.3.2.16 Ligation pHD309-HYG mCherry

Nachdem sowohl das trypanosomale Expressionsplasmid pHD309-HYG-PUR als auch der
Subklonierungsvektor pCR®2.1.-Topo® -mCherry mit den Restriktionsenzymen BamHI und
Hindlll vollstandig verdaut waren, konnte das MCP-Gen und das gedffnete Expressions-
plasmid pHD309-HYG aufgetrennt, isoliert und gereinigt werden. Nach photometrischer
Bestimmung der DNA Konzentration wurden das Gen und das geo6ffnete Plasmid fiir eine
Ligation verwendet.

Ziel der Ligation war es, das MCP-Gen (Insert) in das trypanosomale Expressionsplasmid
pHD309-HYG zu ligieren, um das Konstrukt pHD309-HYG-mCherry, das nach Linearisierung
in das trypanosomale Genom eingebracht werden sollte, zu erhalten. Die Ligation wurde
mehrfach, unter Verwendung verschiedener DNA Konzentrationen des gedffneten Plasmides
pHD309-HYG (50 — 400 ng), verschiedener T4-Ligasen, Inkubationstemperaturen und
Ligationszeiten durchgefihrt (vgl. Tabelle 55). Um eine optimale Ligation zu erhalten, wurde
mit einem Insert-Vektor-Verhdltnis von 3:1 und 4:1 gearbeitet. Die bendtigte Masse des

Inserts liel3 sich mit Hilfe folgender Formel berechnen:

Insert Lange in bp

m(Insertinng) = 6 X X Vektormasse in ng

Vektorlange in bp

Formel 1: Formel zur Berechnung der Insertmasse

Die verwendeten Ligasen und Puffer stammten ausschlie3lich von der Firma Fermentas. Die
Ligationen wurden in einem Volumen von 10 ul durchgefiihrt, in einem Thermocycler
inkubiert und unmittelbar zur Transformation verwendet oder flir maximal 12 h bei 4 °C

gelagert.
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Ligationsansatz

DNA
Menge

des
Vektors

Insert-
Vektor-
Verhéltnis

T4-Ligase
Konzentration
in [U/ul]

Ligaseaktivitat
in [U]

Ligationsdauer
und
Temperatur
bzw. Zyklen

=

in [ng]
400

31

0,5

18h bei 22°C

N

400

31

0,5

1h bei 22°C

400

31

0,5

Zyklus fur 4h:
1h bei 25°C
1h bei 22,5°C
1h bei 16°C
1h bei 4°C

N

50

31

0,5

2h bei 22,5°C

(61

50

31

[EEN

0,5

18h bei 16°C

400

4:1

Zyklus fur 3h:
1h bei 25°C
1h bei 22,5°C
1h bei 16°C

300

4:1

Zyklus fur 28h:
1h bei 25°C
1h bei 22,5°C
1h bei 16°C

5x Zyklus:

1h bei 25°C
1h bei 22,5°C
1h bei 12°C
1h bei 16°C
1h bei 4°C

300

4:1

Zyklus fur 28h:
1h bei 25°C
1h bei 22,5°C
1h bei 16°C

5x Zyklus:

1h bei 25°C
1h bei 22,5°C
1h bei 16°C
1h bei 12°C
1h bei 4°C

9

50

1:1

4

12h bei 14°C

Tabelle 55: Ligationsbedingungen pHD309-HYG-mCherry
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2.3.2.17 Herstellung von E. coli Stabilaten in Glycerin

Zur Langzeitlagerung von rekombinanten E. coli Stammen, die das vollstdndig ligierte
Subklonierungsplasmid pCR®2.1.-Topo®-mCherry oder das vollstandig ligierte trypano-
somale Expressionsplasmid pHD309-HYG-mCherry besaflRen, wurden Glycerinstocks an-
gelegt. Zur Herstellung von Gylcerinstocks wurde eine 3 ml Flussigkultur des ent-
sprechenden E. coli Stammes angelegt. Die Kultur wurde bei 37 °C und 225 rpm inkubiert bis
eine ODgy von 0,8-1 erreicht war. Anschlieend wurde ein 1 ml Glycerinstock, bestehend
aus einer Endkonzentration von 15% Glycerin (50% Stocksolution) und der entsprechenden
Bakterienkultur, hergestellt. Der Gycerinstock wurde durchmischt und unmittelbar in

flissigem Stickstoff eingefroren und gelagert.

2.3.2.18 Elektroporation

Zur Transfektion des linearisierten Plasmids pHD309-HYG-mCherry in T. brucei wurde das
Verfahren der Elektroporation ausgewahlt. Da das linearisierte Plasmid pHD309-HYG-
mCherry homologe Sequenzen zur [B-Tubulin-Fraktion des trypanosomalen Genoms
aufweist, kann das linearisierte Plasmid nach Elektroporation iber homologe Rekombination
in das Genom von T. brucei integriert werden.

Zur Elektroporation wurden 2,5 x 10’ Trypanosomen des pleomorphen Stammes AnTat 1.1
verwendet. Diese Trypansomen stammten aus Vollblutstabilaten. Die Stabilate wurden auf
Eis transportiert und nach raschem Auftauen in warmem Wasser in 10 ml Cytomix (4 °C)
aufgenommen und 5 min bei 1500 g zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
verworfen, die trypanosomale Fraktion in 5 ml Cytomix resuspendiert und die Trypano-
somenkonzentration mittels Auszahlen bestimmt. Das Volumen, in dem sich 2,5 x 10’
Trypanosomen befanden, wurde entnommen und erneut 5 min bei 1500 g zentrifugiert. Nach
der Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und die trypanosomale Fraktion in 440 pl
Cytomix resuspendiert. Diese 440 pl wurden in eine, bei 4 °C vorgekuhlte, Elektroporations-
kivette Uberfuhrt und mit 10 pg (in 10 pl) des linearisierten Plasmids pHD309-HYG-mCherry
gemischt. AbschlieRBend erfolgte die Elektroporation in zwei Pulsen von je 1,4 kV und 25
Microfarad fir 4 ms mit dem GenePulser Xcell. Unmittelbar nach der Elektroporation wurde
der Elektroporationsansatz in 36 ml vorgewarmtem HMI9-Medium fir 22 h bei 37 °C und
wassergesattigter Atmosphéare mit 5% CO, kultiviert. Dieser Schritt sollte es rekombinanten
Trypanosomen ermdglichen, sich zu regenerieren, bevor ein Selektionsdruck mittels

Hygromycin B durchgefiihrt wurde.
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Elektroporationsansatz 1. Puls 2. Puls

440 pl Cytomix 1108 V fiur 4 ms 1094 V fir 4 ms
10 pl pHD309-HYG-mCherry

Tabelle 56: Elektroporation von AnTat 1.1 pHD309-HYG-mCherry

2.3.2.19 Selektion transgener Trypanosomen

Nach der Inkubation des Elektroporationsansatzes fur 22 h in HMI9-Medium wurden 0,05 pl
Hygromycin B pro ml Flussigkultur, entsprechend 2,5 pg/ml Hygromycin B, zur Selektion
rekombinanter Trypanosomen eingesetzt. Hygromycin B ist ein Antibiotikum, das zur Gruppe
der Aminoglykoside gehort und die Proteinbiosynthese inhibiert, so dass nur rekombinante
Trypanosomen, die den linearisierten Vektor pHD309-HYG-mCherry in ihr Genom integriert
haben, auf Grund einer Hygromycin B Resistenz lberleben kénnen, wahrend nicht resistente
Stdmme absterben.

Aus friheren Experimenten unserer Arbeitsgruppe war bekannt, dass eine Selektion mittels
Hygromycin B einen Zeitraum von funf Tage erfordert. Da Trypanosomen des pleomorphen
Stammes AnTat 1.1 keine funf Tage in Flussigkultur Gberleben, wurde die 36 ml Kultur, die
den Elektroporationsansatz beinhaltete (vgl. Kapitel 2.3.1.4), auf semi-soliden HMI9-0,65%
Agarose 24-Well Platten ausgebracht, fir finf Tage bei 37 °C und 5% CO, kultiviert und
taglich phasenkontrastmikroskopisch kontrolliert.

Nach funf Tagen Inkubation wurden die rekombinanten Trypanosomen mit 200 pl HMI9-
Medium von den Selektionsplatten abgespult. Das trypanosomenhaltige Medium wurde in
ein Eppendorf Cup transferiert, bei 15.000 g fur 25 s zentrifugiert und anschlieRend der
Uberstand bis auf 100 pl HMI9-Medium verworfen. Das gebildete Pellet wurde in den
restlichen 100 pl des Uberstandes resuspendiert und zur intraperitonealen Infektion einer

Maus verwendet.

2.3.2.20 Amplifikation und Herstellung von Trypanosomen-Stabilaten AnTat 1.1
pHD309-HYG-mCherry

Zur Amplifikation und zur Herstellung von Vollblutstabilaten des rekombinanten Stammes
AnTat 1.1 pHD-309-HYG-mCherry (kurz: AnTat 1.1 MCP) wurden zun&chst, wie in Kapitel
2.3.2.19 beschrieben, rekombinante Trypanosomen nach Selektion von 24-Well Selektions-
platten mit HMI9-Medium abgespilt und diese zur intraperitonealen Infektion einer Maus
verwendet (vgl. Kapitel. 2.3.4.1). 13 Tagen nach der Infektion konnte eine Parasitimie im
Blut der Maus nachgewiesen und somit das Blut der Maus zur Herstellung von Stabilaten
genutzt werden (vgl. Kapitel 2.3.4.4). Zur Herstellung von Stabilaten von AnTat 1.1 pHD-309-
HYG-mCherry wurde das Blut mit Antikoagulanz (CGA) und anschlieBend mit Einfrier-
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medium (vgl. Kapitel 2.2.4.7.1) im Verhéltnis 1:1 gemischt. Je 1 ml des Ansatzes wurde in
einen sterilen CryoS—Stabilatbehéalter abgefullt und bei 4 “C auf Eis gelagert. Anschlie3end
wurden alle Stabilate fur 1 h bei -20 °C aufbewahrt, bevor sie fur 12-14 h bei -70 °C und

abschlie3end in flissigem Stickstoff gelagert wurden.

2.3.3 Nachweis der genomischen Integration des MCP-Gens und Nachweis der

Expression des monomeren Cherry Proteins in T. brucei

Der Nachweis der genomischen Integration des MCP-Gens wurde durch Analyse der
genomischen DNA des rekombinanten Stammes AnTat 1.1 MCP mittels Polymerase-
kettenreaktion durchgefiihrt, wahrend die Proteinexpression des monomeren Cherry Proteins
einerseits mittels Western blot und andererseits durch Fluoreszenzmikroskopie kontrolliert

wurde.

2.3.3.1 Isolierung von genomischer DNA und Kontrolle der genomischen Integration
des MCP-Gens

Zur Isolierung von genomischer DNA aus T. brucei, Stamm AnTat 1.1 MCP, wurde das
DNeasy® Blood & Tissue Kit der Firma Quiagen verwendet. Zuvor wurde eine 50 ml Kultur
des Stammes AnTat 1.1 MCP aus einem Stabilat angelegt, die zur Gewinnung der
genomischen DNA verwendet wurde. Bei der Isolierung der genomischen DNA wurde nach
Angabe und Anleitung der Firma Quiagen gearbeitet. Nach erfolgter lIsolierung der
genomischen DNA wurden die Reinheit und die Konzentration der Probe photometrisch
bestimmt (vgl. Kapitel. 2.3.2.5).

Um das MCP-Gen in der genomischen DNA nachzuweisen, wurde das Gen mittels PCR
unter Verwendung der in Kapitel 2.3.2.1 beschriebenen Primern amplifiziert. Die PCR wurde
mit einer Annealingtemperatur von 53,6 ‘C und unter den in Kapitel 2.3.2.2 beschriebenen
Bedingungen durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde die genomische DNA von T. brucei, Stamm
AnTat 1.1, auf dieselbe Weise isoliert und analysiert. AbschlieRend wurde der Reaktions-
sowie der Kontrollansatz auf ein 1% Agarosegel aufgetragen und mittels Gelelektrophorese

aufgetrennt.
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2.3.3.2 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis der Proteinexpression des monomeren
Cherry Proteins in T. brucei und Kontrolle der Expressionsstabilitat im Infektions-
verlauf sowie in Gefrierschnitten

Zum Nachweis der Proteinexpression des monomeren Cherry Proteins und zum Nachweis
der Stabilitat der Proteinexpression wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von T.
brucei Stamm AnTat 1.1 MCP und AnTat 1.1 (Negativkontrolle) zu verschiedenen
Zeitpunkten des Infektionsverlaufes (3 Tage p.l. und 34 Tage p.l.) aus dem Blut von
infizierten Ratten angefertigt. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden mit dem
Fluoreszenzmikroskop BH2-RFCA von der Firma Olympus unter Verwendung der
Filterwirfel 41027 CAL CRIM C130855 und BP 545 angefertigt. Besonders der Filterwirfel
41027 CAL CRIM C130855, der speziell fir die Untersuchung des monomeren Cherry
Proteins von der Firma Olympus hergestellt wurde, ermdéglichte eine ideale fluoreszenz-
mikroskopische Untersuchung des Proteins. Die Anregung des Proteins erfolgte bei einer
Wellenlange von 587 nm wahrend die Emission bei 610 nm lag. Alle Aufnahmen wurden
unter Verwendung der Imaging Software Cell mit einer Belichtungszeit von 500 ms digital
aufgezeichnet.

Auf dieselbe Weise wurden sowohl verschiedene Fixierungsmadglichkeiten von AnTat 1.1
MCP (vgl. Kapitel 2.2.4.5) als auch Gefrierschnitte des Gehirns (vgl. Kapitel. 2.3.5)

fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

Filterwurfel Anwendung Anregung Emission
41027 CAL CRIM Monomeres 587 nm 610 nm
C130855 Cherry Protein

Tabelle 57: Fluoreszenzmikroskopie mCherry Protein
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Abbildung 10: Anregungs-und Emissionsspektrum fluoreszierender Proteine
Quelle: (www.olympusfluoview.com)

2.3.3.3 Proteinbiochemie

Zum Nachweis der Expression des monomeren Cherry Proteins in T. brucei Stamm AnTat
1.1 MCP wurde das Protein aus Trypanosomen-Lysaten mittels Western blot nachgewiesen.
Zunachst wurde aus einem Stabilat AnTat 1.1 MCP eine 50 ml Kultur angelegt (vgl. Kapitel
2.3.1.3) und der rekombinante Trypanosomenstamm fur 24 h kultiviert. Auf dieselbe Weise
wurde mit dem Kontrollstamm AnTat 1.1 verfahren. Die im Folgenden beschriebenen
Schritte wurden sowohl mit dem Kontrollstamm als auch mit dem transgenen Stamm

durchgefinhrt.

2.3.3.3.1 Lyse von Trypanosomen

Um das monomere Cherry Protein nachzuweisen, wurden die Trypanosomstamme lysiert.
Dazu wurden die angelegten Kulturen ausgezahlt, das Volumen, in dem sich 2 x 10’
Trypanosomen befanden, enthnommen und 5 min bei 1500 g zentrifugiert. AnschlieRend
wurde der Uberstand bis auf 20 pl verworfen und das entstandene Pellet in 20 pl HMIO-
Medium resuspendiert. Die Lyse der Trypanosomen erfolgte durch Zugabe von 20 pl
Lysepuffers, der aus 10 mM Phosphatpuffer und 2x Proteaseinhibitor hergestellt wurde.
AbschlieRend wurden die Proben fur 10 min auf Eis inkubiert und phasenkontrast-

mikroskopisch auf Lysierung kontrolliert.

Bestandteil Menge
Phosphatpuffer 10 mM
Proteaseinhibitor (100x) 2%

Tabelle 58: Zusammensetzung Lysepuffer
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2.3.3.3.2 Trennung von cytosolischen und membranstandigen Proteinen

Trypanosomenlysate wurden zur Trennung der l6slichen, zytosolischen und nicht I6slichen,
membranstandigen Proteine 15 min bei 15.000 g und 4 °C zentrifugiert und anschlieBend auf
Eis gelagert. Der Uberstand, der die losliche, cytosolische Proteinfraktion enthielt, wurde in
ein Eppendorf-Cup transferiert, wahrend das entstandene Pellet, das die membranstandigen
Proteine enthielt, in 20 pl Lysepuffer (vgl. Tabelle 60) mit 0,1% Triton, fir 1 h auf Eis inkubiert

wurde.

2.3.3.3.3 Gelherstellung

Zur SDS-PAGE wurden 12% SDS-Gele, wie in den Tabellen 59 und 60 aufgelistet, herge-
stellt und verwendet. Zuvor wurden alle erforderlichen Materialien, wie z.B. Glasplatten mit
70% Ethanol gereinigt. Die Dicke der hergestelliten Gele betrug 0,75 mm. Bei der Herstellung
der Gele wurde zunacht das Trenngel gegossen und mit 200 pl destilliertem Wasser uber-
schichtet. Nach Polymerisation des Trenngels (nach ca. 35 min) wurde das destillierte
Wasser entfernt und das Sammelgel hergestellt. Die in den Tabelle 59 und 60 dargestellten

Mengen ermdéglichten eine Anfertigung von vier Gelen (8 x 10cm).

Bestandteil Menge
Acrylamid/Bisacrylamid 9,12 ml
H,O bidest. 5,08 mi
1 M Tris-HCI Puffer, pH: 8,8 8,60 ml
10% SDS in H,O dest. 228 ul
10x Ammoniumperoxodisulfat in H,O dest. 78 ul
TEMED 24 ul

Tabelle 59: Zusammensetzung 12% SDS Trenngel

Bestandteil Menge
Acrylamid/Bisacrylamid 2,0ml
H,O bidest. 8,5 ml
1 M Tris-HCI Puffer, pH: 6,8 1,5mi
10% SDS in H,0 dest. 120 pl
10x Ammoniumperoxodisulfat in H,O dest. 45 pl
TEMED oul

Tabelle 60: Zusammensetzung 12% SDS Sammelgel
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2.3.3.3.4 SDS-PAGE und Western blot

Zur Durchfuhrung der SDS-PAGE wurden die zu analysierenden Proben so vorbereitet, dass
8 pl des experimentellen Lysates von AnTat 1.1 MCP sowie 8 pl des Kontrolllysates von
AnTat 1.1 mit 5 ul nicht reduzierenden Loading Buffer versetzt und fiir 5 min bei 100 °C
gekocht wurden. AnschlieBend wurden die Proben abzentrifugiert und in die Geltaschen
eines 12% SDS-Gels geladen, so dass jede Tasche mit 40 ug Protein beladen wurde. Als
Molekulargewichtsmarker wurde der PageRuler™ Plus Prestained Protein aufgetragen, um
die Molekulargewichte der aufgetrennten Proteine zu bestimmen. Die Elektrophorese wurde
mit 150 V fur 45 min durchgefuhrt. Anschlie@end wurden die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran (Hybond-ECL Nitrozellulosemembran, Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK) bei 20 V und 40 mA fir 30 min geblottet und die Membran tber Nacht
in 10% Milchpulver in 2x PBS geblockt.

2.3.3.3.5 Entwicklung von Western blots

Western blots wurden nach dem in Tabelle 61 dargestellten Protokoll entwickelt. Alle
verwendeten Pufferldsungen, Antikérper und Entwicklungslésungen sind dieser Tabelle zu
entnehmen. Die einzelnen Schritte wurden in einer Plastikschiissel bei Raumtemperatur und
unter Schitteln (100 rpm) durchgefiihrt. Nach Entwicklung wurden die Blots auf Whatman

Papier getrocknet, eingescannt, anschlieBend eingeschweifldt und im Dunkeln gelagert.

Schritt Substanz/Losung Inkubationszeit
Waschen Waschpuffer 5x 1 min
Primarer Antikdrper Polyklonaler DsRed Anti- 45 min
korper (rabbit) in TBS
(1:1000)
Waschen Waschpuffer 5x 1 min
Sekundarer Antikorper Anti-rabbit IgG Alkalische 45 min
Phosphatase in TBS
1:15000
Waschen Waschpuffer 5x 1 min
Entwicklung BCIP 0,38 mM in 100% Visuelle Kontrolle, entwickeln
DMF, NBT 0,4 mM in bis Bande erscheint
70% DMF in 50 ml AP-
Puffer
Stoppen PBS 2 x5 min

Tabelle 61: Entwicklung Western blot
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2.3.4 Anzucht und Isolierung von T. brucei Stamm AnTat 1.1 MCP

Die Anzucht und Isolierung von T. brucei Stamm AnTat 1.1 MCP erfolgte im Tiermodell.
Dazu wurden Mause und Ratten mit den entsprechenden Trypanosomen infiziert, die
Parasitamie mittels Auszéhlen und Blutausstrich kontrolliert, die Parasiten aus dem Blut des
Versuchstieres durch Praparation gewonnen und anschlieBend mittels lonenaustasch-

chromatographie von zellularen Blutbestandteilen gereinigt.

2.3.4.1 Infektion von Versuchstieren

Zur Infektion von Versuchstieren kamen Trypanosomenstabilate (AnTat 1.1 oder AnTat 1.1
MCP) zur Anwendung. Die Stabilate wurden in warmem Wasser aufgetaut, auf Eis gelagert
und deren Trypanosomenkonzentration in einer Zahlkammer (vgl. Kapitel 2.3.4.2.2) be-
stimmt. Falls es notwendig war, wurde die Trypanosomenkonzentration mit Antikoagulanz
(CGA) auf eine Zelldichte von 10’ Trypanosomen verdiinnt.

Zur Infektion eines Versuchstieres wurde das Versuchstier mit CO, narkotisiert. Dabei wurde
eine Narkose nur bei Ratten durchgefuhrt, wahrend Mause ohne Narkose infiziert wurden.
Die Infektion erfolgte durch eine intraperitoneale Injektion unter Verwendung einer 1 ml
Spritze und einer G24 Nadel. Fir Ratten wurde ein maximales Injektionsvolumen von 1 ml

(= 10" Trypanosomen) und fiir Mause von 100 pl (= 10° Trypanosomen) verwendet. Um
sicher zu stellen, dass eine intraperitoneale und keine intravasale Injektion erfolgte, wurde
vor der Injektion eine Aspiration durchgefuhrt. Nach erfolgter Injektion wurde das Versuchs-

tier bis zum vollstdndigen Erwachen aus der Narkose beobachtet.

2.3.4.2 Blutabnahme zur Bestimmung der Parasitamie

Zur Kontrolle einer Infektion und zur Bestimmung der Parasitamie wahrend des Infektions-
verlaufes wurde dem Versuchstier Blut abgenommen. Dazu wurde ein Tropfen Blut aus der
Schwanzvene des Versuchstieres entnommen. Zur Entnahme des Blutes wurden etwa 0,5
mm der Schwanzspitze des Versuchstieres abgeschnitten. AnschlieRend wurde ein Tropfen
Blut auf Parafilm aufgefangen, von dem 5 pl mit 495 pl CGA verdinnt wurden. Der Rest des

Bluttropfens wurde zur Herstellung eines Blutausstriches verwendet.
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2.3.4.2.1 Blutausstrich

Zur schnellen Kontrolle und Bestatigung einer
Infektion wurde ein Blutausstrich angefertigt. Dazu
wurde dem Versuchstier ein Bluttropfen wie
beschrieben entnommen (vgl. Kapitel 2.3.4.2) und
auf einen Objekttrager aufgetragen. Ein zweiter
Objekttrager wurde vorsichtig senkrecht am
Bluttropfen angedockt. Anschlie@end wurde der
zweite Objekttrager in einem Ausstrichwinkel von
15-40° zum ersten Objekttrager ausgestrichen, so
dass ein dunner Ausstrich des Blutes entstand.
Dieser Ausstrich wurde mit einem Deckglas
versehen und phasenkontrastmikroskopisch auf
Trypanosomen untersucht.

Falls sich keine Trypanosomen phasenkontrast-
mikroskopisch nachweisen lie3en, wurde der Blut-

ausstrich Giemsa (vgl. Kapitel 2.3.8.1) gefarbt.

2.3.4.2.2 Auszahlen mittels Neubauer-Zahlkammer

y A

Objekttrager zur Aufnahme
des Bluttropfens

Mit dem Objekttrager
vorsichtig an den
Bluttropfen "andocken”

Bluttropfen

L

F=

Je flacher der Winkel desto diinner
der Blutausstrich

Ausstrichwinkel

Bluttropfen
im Winkel veriaufen)

Abbildung 11: Herstellung eines
Blutausstriches

Zur Bestimmung der Parasitamie wurde eine 1:100 Verdinnung aus Blut und CGA (vgl.

Kapitel 2.3.4.2) unter Verwendung einer Neubauer-Zahlkammer (Tiefe: 0,2 mm) ausgezahlt.

Je 3 pl der Verdunnung wurden pro Zahlfeld aufgetragen. Anschlieend wurde die Trypano-

somenzahl phasenkontrastmikroskopisch ausgezahlt.

Jede Verdinnung wurde mindestens

dreimal ausgezahlt. Bei abweichenden Zahlergebnissen wurden weitere Zahlungen durchge-

fuhrt und ein Mittelwert gebildet.

Aus der gezahlten Trypanosomenanzahl lie3 sich unter Berlcksichtigung der Verdinnung

und des Kammerfaktors die Trypanosomenkonzentration bzw. Parasitimie unter Ver-

wendung der in Formel 2 dargestellten Formel berechnen. Auf dieselbe Weise wurden

Kulturen und Stabilate von T. brucei ausgezabhit.

Tryp] _ Mittelwert (Anzahl Trypanosomen pro Groquadrat)

¢(Trypanosomen) [—

ml 4

X 50.000 X Verdinnungsfaktor

Formel 2: Formel zur Berechnung der Trypanosomenkonzentration
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2.3.4.3 Praparation von Versuchstieren zur Blutentnahme

Um das Blut eines Versuchstieres zu gewinnen, wurde das Versuchstier (3-4 Tage p.l.)
zunachst in 100% CO, getotet. AnschlieBend wurde das Versuchstier unter sterilen
Bedingungen prépariert. Dazu wurden das Fell und die Haut des Thorax und des Abdomen
mit Sterilium® desinfiziert und die Haut des Tieres in diesem Bereich durch vom Processus
xiphoideus ausgehende, bis zur vorderen Axillarlinie verlaufende Hautschnitte mit einer
Schere eroffnet.

Der Processus xiphoideus und die dartber liegenden Muskeln wurden mit einer
chirurgischen Pinzette gefasst. Anschlie3end wurde die Thoraxhohle entlang des Sternums
mit einer Schere erdffnet. Das Antikoagulanz CGA wurde in die gedffnete Thoraxhdhle
appliziert, um eine vorzeitige Gerinnung des Blutes zu verhindern.

Anschlieend wurde die Vena cava inferior mit einer chirurgischen Pinzette fixiert und mit
einer Schere durchtrennt. Das austretende, sich in der Thoraxhdhle sammelnde Blut wurde
mit einer sterilen Pasteur-Pipette aufgenommen und in 15 ml Falkons, die mit 1 ml CGA
(Antikoagulanz) geflllt waren, gesammelt. AnschlieRend wurde der linke Ventrikel mit einer 5
ml Spritze unter Verwendung einer G23 Nadel punktiert und das Gefal3system mit 5 ml CGA
gespuilt.

Das ausgetretene, mit CGA vermischte Blut wurde erneut mit einer sterilen Pasteur-Pipette
in einem 15 ml Falkon, der mit 1 ml CGA gefullt war, gesammelt. Anschlie3end wurde das
gewonnene CGA-Vollblut-Gemisch auf Eis bei 4 °C gelagert und fir die Isolierung von

Trypanosomen oder zur Herstellung von Stabilaten verwendet (vgl. Kapitel 2.3.2.20).

2.3.4.4 Isolierung von Trypanosomen aus Vollblut

Zur Isolierung von Trypanosomen aus dem Vollblut eines Versuchstiers wurde eine Anionen-
austausch-Chromatographie bei pH 8,0 durchgefuhrt. Auf Grund der unterschiedlichen
aulleren Ladungen von Trypanosomen, deren VSG-Molekile bei pH 8,0 ungeladenen sind
und der bei diesem pH-Wert negativ geladenen Blutzellen konnte eine Auftrennung erfolgen.
Die Anionenaustausch-Chromatographie erfolgte je nach Verwendung von Trypanosomen
unter sterilen oder nicht sterilen Bedingungen.

Zur sterilen Auftrennung wurden vier Filterpapiere und 120 ml DEAE-Sephacel autoklaviert.
AnschlieRend wurde eine Trennsdule unter Verwendung autoklavierter Filterpapiere (4,5 cm
Durchmesser) als Bodenfilter mit 120 ml DEAE-Sephacel gepackt. Das S&aulenmaterial
wurde durch ein autoklaviertes Filterpapier abgedeckt. AnschlieBend wurde die komplette
Saule mit 300 ml kaltem Separationbuffer (4 °C) aquilibiert, so dass eine Anionenaustausch-
Chromatographie durchfiihrbar war.

Zur Isolierung von Trypanosomen wurde das CGA-Vollblut-Gemisch (vgl. Kapitel 2.3.4.3) fur

10 min bei 1500 g und 4 °C zentrifugiert. Der Plasmaanteil des Blutes wurde verworfen,
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wahrend der buffy coat, in dem sich Trypanosomen befanden, mit einer Pasteur-Pipette in 2
ml Separationspuffer transferiert und suspensiert wurde. Die Suspension wurde auf das
Saulenmaterial aufgetragen. Durch Anlegen eines Wasserstrahlvakuums und gleichzeitigem
Spulen der Saule mit 100 ml Separationspuffer lieRen sich Trypanosomen als milchig-tribe
Suspension von den zellularen Blutbestandteilen trennen.

Diese milchige, tribe Trypanosomensuspension wurde 5 min bei 1500 g und 4 °C
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation befanden sich Trypanosomen im Pellet, so dass der
Uberstand verworfen wurde und das Trypanosomenpellet im gewiinschten Kultivierungs-

medium und Volumen aufgenommen, ausgezahlt und verwendet werden konnte.

2.3.5 Lokalisierung von T. brucei in Gefrierschnitten von Rattengehirnen

Zur Lokalisierung von T. brucei Stamm AnTat 1.1 MCP wurden Gefrierschnitten von drei
Rattengehirnen im sekundaren Krankheitsstadium (22-34 Tage p.l.) angefertigt und
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dazu wurde das Gehirn Uber das Gefal3system
perfundiert, fixiert und anschlielend entnommen. Die Vorgehensweisen bei der Praparation,
Perfusion, Fixierung und Entnahme des Gehirns sind in den folgenden Kapiteln ndher
beschrieben, wahrend die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von Gefrierschnitten
bereits in Kapitel 2.3.3.2 erlautert wurde. Als Negativkontrolle wurde ein Gehirn einer nicht
infizierten Ratte auf dieselbe Weise untersucht. Als Positivkontrolle dienten fixierte (2%
Glutaraldehyd) Trypanosomen des Stammes AnTat 1.1 MCP, die auf Gefrierschnitte eines

nicht infizierten Gehirnes pipettiert wurden.

2.3.5.1 Perfusion, Fixierung und Entnahme von Gehirnen

Zur Perfusion, Fixierung und Entnahme von Rattengehirnen im sekundéren Krankheits-
stadium wurden die Versuchstiere mit einem Gemisch aus Ketamin/Xylaxine (125 ul/100 mg)
narkotisiert und analgesiert.

Im narkotisierten und analgesierten Zustand wurde die Thoraxhohle der Versuchstiere
ertffnet und die Vena cava inferior durchtrennt, um einen Austritt des Blutes aus dem
intravasalen Raum zu ermoglichen (vgl. Kapitel 2.3.4.3).

Anschlielend wurde der linke Ventrikel mit einer zuvor abgestumpften G24 Nadel punktiert,
Uber die mit einer 30 ml Spritze 20 ml Citrat-Glukose-Antikoagulanzlésung appliziert wurden,
um eine intravasale Gerinnung zu verhindern und das GefaRsystem zu perfundieren. Die
Perfusion des Gefal3systems erfolgte langsam, mit einer Geschwindigkeit von 3-4 ml CGA
pro Minute. Um autolytischen Prozessen des Gehirns entgegenzuwirken, wurde das Gehirn

unmittelbar nach der Perfusion auf dieselbe Weise mit 20 ml 2% Glutaraldehyd fixiert.
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Nach vollstandiger Fixierung erfolgte die Entnahme des Gehirns. Zur Entnahme des Gehirns
wurde das Versuchstier dekapitiert und anschlie3end der kndcherne Schadel im Bereich des
Foramen magnum mit einer Schere erdffnet. Unter Verwendung einer chirurgischen Pinzette
wurde der Schédel (insbesondere das Schéadeldach) vorsichtig aufgebrochen, angehoben
und entfernt. Nach sorgfaltiger und vorsichtiger Entfernung der Hirnhaute mit einer Pinzette
wurden die Hirnnerven mit einem Spatel durchtrennt und das Gehirn entnommen. Ab-

schlie3end wurde das isolierte Gehirn in einer Stickstoffatmosphéare eingefroren.

2.3.5.2 Einfrieren von Gehirnen

Entnommene Rattengehirne wurden in einer aus Aluminiumfolie gebauten Box in NEG 50
eingebettet und in einem Plastikbecher, der mit 20 ml Hexan gefillt wurde, in einer
Stickstoffatmosphére tber 30 min eingefroren. Anschlie3end wurden die gefrorenen Gehirne

bei -70 °C bis zur Verwendung gelagert.

2.3.5.3 Herstellung von Gefrierschnitten

Zur Herstellung von Gefrierschnitten des Gehirns wurden, unter Verwendung eines
Cryostaten, bei einer Temperatur von -25 °C Gefrierschnitte mit einer Schichtdicke von 10
pum angefertigt. Die Gefrierschnitte wurden auf Polysine®-Slides tbertragen und bei -25 °C

bis zur fluoreszenzmikroskopischen Betrachtung gelagert.

2.3.6 Elektronenmikroskopische Lokalisierung von T. brucei im Gewebe des zentralen

Nervensystems

Zur elektronenmikroskopischen Lokalisierung von T. brucei Stamm AnTat 1.1 wurden
elektronenmikroskopische Aufnahmen von verschiedenen Gehirnbereichen in Kooperation
mit Professor Wolburg aus dem Institut fr Allgemeine Pathologie des Universitatsklinikums
Tubingen angefertigt.

Dabei erfolgte die Infektion der Versuchstiere, die Kontrolle des Infektionsverlaufs, die
Entnahme, Perfusion und Fixierung von Gehirnen in unserer Arbeitsgruppe, wéahrend die
Aufarbeitung und Vorbereitung von Gewebsproben sowie die Anfertigung von elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen im Institut der Allgemeinen Pathologie durchgefiihrt wurden.
Insgesamt wurden funf Rattengehirne zur elektronenmikroskopischen Lokalisierung von T.
brucei im Gewebe des zentralen Nervensystems sowie das Gehirn einer nicht infizierten

Ratte als Negativkontrolle verwendet.
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2.3.6.1 Entnahme, Perfusion, Fixierungen und Vorbereitung von Gehirnen fur
elektronenmikroskopische Aufnahmen

Gehirne von infizierten Ratten im sekundaren Krankheitsstadium (22-34 Tage p.l.) wurden,
wie in Kapitel 2.3.5.1 beschrieben, perfundiert (Fixativ oder physiologische Salz) und
entnommen. Zur Fixierung der Gehirne wurde eine Lésung aus 4% Glutaraldehyd und 10%
Formalin (4% PFA) verwendet. Die Gehirne wurden nach der Enthahme fiir 12 h bei 4 °C in
einer Losung aus 4% Glutaraldehyd und 10% Formalin gelagert, anschliel3end fir 24 h bei 4
°C in Cacodylat-Puffer aufbewahrt und schlie3lich zum Institut fir Allgemeine Pathologie

transportiert.

2.3.6.2 Elektronenmikroskopische Aufnahmen

Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von verschiedenen Gehirnbereichen
wurden nach Fixierung, Gehirnentnahme und Vorbereitung der Proben in Kooperation mit
Professor Wolburg angefertigt.

Dabei wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen im Bereich der Blut-Hirn-Schranke, des
Plexus choroideus der Seitenventrikel, des Corpus striatum, des Cortex und des Cerebellum

hergestellt.

2.3.7 Isolierung von Trypanosomen aus dem Gewebe des zentralen Nervensystems

Zur Isolierung von T. brucei Stamm AnTat 1.1 aus dem Gewebe des zentralen Nerven-
systems wurde das Gehirn von vier Ratten im sekundaren Krankheitsstadium (22-34 Tage
p.l.) entnommen. Die Besonderheiten der Gehirnentnahme und die Vorgehensweise zur
Isolierung von Trypanosomen aus dem neuronalen Gewebe sind im folgenden Kapitel
beschrieben. Als Negativkontrolle wurde versucht Trypanosomen aus drei Gehirnen von

Ratten (2-3 Tage p.l.) vergleichbar zu isolieren.

2.3.7.1 Perfusion, Entnahme und Vorbereitung von Gehirnen fir Isolierungs-
experimente

Das Gehirn von Ratten im sekunddren Krankheitsstadium (22-34 Tag p.l.) wurde, wie in
Kapitel 2.3.5.1 beschrieben, perfundiert und entnommen. Bei der Praperation des Gehirns
wurde das Gehirn jedoch nicht fixiert, um eine Isolierung von vitalen Trypanosomen aus dem
Gewebe des ZNS zu ermoglichen. Unmittelbar nach der Entnahme des Gehirnes, wurde das
Gehirn, wie in Kapitel 2.3.1.5 beschrieben, in vier Stiicke gegliedert und in HMI9-Medium
inkubiert. Nach 2h - 24h Inkubation in Kulturmedium wurden isolierte Trypanosomen phasen-
kontrastmikroskopisch betrachtet. Alternativ wurden sie in 10% Formalin fixiert und for

verschiedene Farbungen verwendet (vgl. Kapitel 2.3.8.2).
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2.3.8 Farbemethoden

Zur Identifikation und Charakterisierung von T. brucei wurden verschiedene Farbemethoden
durchgefuhrt. Eine Darstellung von Trypanosomen in Blutausstrichen erfolgte mittels Giemsa
Farbung, wéahrend fir die Charakterisierung von isolierten Trypanosomen aus dem Gewebe
des zentralen Nervensystems eine Bisbenzimidfarbung durchgefiihrt wurde, um die Lage

von Kern und Kinetosom zueinander zu beschreiben und zu beurteilen.

2.3.8.1 Giemsa Farbung

Die Giemsa Farbung ist eine Farbetechnik die dazu dient, Blutausstriche und Gewebs-
schnitte zu farben, so dass unterschiedliche Zelltypen dargestellt werden kénnen [Hewitt,
1937]. Mittels Giemsa Farbung lassen sich Protozoen, wie Trypanosomen, in Blutausstrichen
leicht nachweisen. Durch die Farbetechnik farben sich Zellkerne durch Komplexbildung des
Farbstoffes mit der DNA rot, wahrend das Cytoplasma blau gefarbt erscheint. Parasiten
farben sich jedoch leuchtend rot.

Zur Herstellung eines Giemsa gefarbten Blutausstriches oder Gewebsschnittes wurde der
Blutausstrich auf einem Objekttrager mit Methanol fixiert. Nachdem das Methanol verdunstet
war, wurde der Ausstrich mit einem Gemisch aus Giemsa-Weise-Puffer-Lésung (Verhaltnis
1:10) bedeckt und fir 30 min inkubiert. AnschlieBend wurde der Blutausstrich mit ab-
gekochtem, destillierten Wasser gespililt, bis sich keine Farbwolken mehr von Objektrager
abldsten. Auf diese Weise wurde Uberflissiger Farbstoff entfernt. Der gefarbte Blutausstrich

wurde abschliel3end lichtmikroskopisch untersucht.

2.3.8.2 Bisbenzimidfarbung isolierter Trypanosomen aus dem Gewebe des zentralen
Nervensystems

Bisbenzimid ist ein organischer, fluoreszierender Farbstoff, der sich zur Farbung der DNA
eignet. Als interkalierende Substanz lagert sich Bisbenzimid zwischen dem Basenpaar
Adenin und Thymin ein. Adenin-Thymin haltige DNA Bereiche werden auf diese Weise
angefarbt und kénnen fluoreszenzmikroskopisch betrachtet werden.

Diese Farbetechnik eignet sich besonders zum Nachweis von Kinetoplastidae wie z.B.
Trypanosomen, da bei dieser Farbetechnik nicht nur der Nucleus sondern auch die mtDNA
des Kinetoplasten angeféarbt wird.

Zur Bisbenzimidfarbung wurden 10° - 10° Trypanosomen (AnTat 1.1), die aus dem Gewebe
des zentralen Nervensystems isoliert und fur 2 h in HMI9-Medium inkubiert wurden (vgl.
Kapitel 2.3.7.1), fir 10 min in 200 ul 4% Paraformaldehyd fixiert. Anschlieend wurde der
Ansatz fur 20 s bei 15.000 g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 1,5 ml

PBS resuspendiert. Danach wurde der Ansatz erneut fur 20 s bei 15.000 g zentrifugiert, der
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Uberstand verworfen und das Pellet mit 1 ml einer 1:1000 Verdiinnung von Bisbenzimid in
PBS resuspendiert. Da Bisbenzimid lichtinstabil ist, wurden ab diesem Zeitpunkt alle Schritte
in einem abgedunkelten Raum durchgefiihrt. Nach einer 30 min Inkubation wurde der Ansatz
erneut bei 15.000 g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet zweimal mit 1,5 ml
PBS gewaschen, um das uberflissige Bisbenzimid zu entfernen. AnschlieRend wurde der
Ansatz bei 15.000 g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 100 pl PBS
resuspendiert. Die Bisbenzimid gefarbten Trypanosomen wurden abschlieRend fluoreszenz-
mikroskopisch untersucht und die Lage von Kern und Kinetosom zueinander beschrieben.

Fir eine fluoreszenzmikroskopische Untersuchung einer Bisbenzimidfarbung von isolierten

Trypanosomen aus dem Gewebe des zentralen Nervensystems wurde der Filterwurfel UG1

verwendet.
Filterwirfel Anwendung Anregung Emmision
UG1 Bisbenzimid- 346 nm 460 nm

Farbung

Tabelle 62: Fluoreszenzmikroskopie Bisbenzimid
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3. Ergebnisse

Die stark limitierten Moglichkeiten in der Diagnostik und Behandlung der humanen
afrikanischen Trypanosomiasis im sekundaren Krankheitsstadium stellen ein bislang nicht
geltstes Problem dar, so dass Patienten in diesem Krankheitsstadium nach wie vor mit
schmerzhaften, diagnostischen Verfahren untersucht und mit nebenwirkungsreichen
Medikamenten behandelt werden missen. Eine Ursache flr diese Situation liegt darin, dass
das zweite Krankheitsstadium bislang nur wenig erforscht wurde und geringe Erkenntnisse
im Hinblick auf die Pathogenese des sekundaren Krankheitsstadiums und den Parasit selbst
bestehen. Bisher ist nicht geklart, in welchem Stadium des Lebenszyklus sich Trypanosomen
im neuronalen Umfeld befinden, ob sie morphologische und/oder biochemische Besonder-
heiten besitzen und wie sie in das zentrale Nervensystem eindringen. Ziel der Promotions-
arbeit sollte es daher sein, rot fluoreszierende, MCP exprimierende Trypanosomen
herzustellen und eine Lokalisierung und morphologische Charakterisierung von T. brucei im
Gewebe des zentralen Nervensystems zu ermdglichen.

Dazu sollten rekombinante, konstitutive MCP exprimierende Trypanosomen durch gen-
technische Verfahren hergestellt und deren Proteinexpression und Proteinexpressions-
stabilitat mittels Fluoreszenzmikroskopie und Western blot nachgewiesen werden.

Die Lokalisierung von T. brucei im Gewebe des zentralen Nervensystems sollte mittels
fluoreszenzmikroskopischer Analyse von Gefrierschnitten von Rattengehirnen im
sekundaren Krankheitsstadium (22-34 Tage p.l.) und anschlie@ender Elektronenmikro-
skopie erfolgen. Elektronenmikroskopische Aufnahmen sollten im Bereich der Blut-Hirn-
Schranke, des Plexus choroideus, des Corpus striatum, des Cerebellum und des Kortex in
Kooperation mit Herrn Professor Wolburg durchgefihrt werden.

Durch die Lokalisierung von T. brucei im Gewebe des ZNS mittels Elektronenmikroskopie
sollte einerseits die Pathogenese des sekundédren Krankheitsstadiums néher beschrieben
und andererseits eine morphologische Beschreibung von T. brucei im neuronalen Umfeld
ermdoglicht werden. AbschlieBend sollten Trypanosomen aus dem Gewebe des zentralen
Nervensystems isolieren werden, um diese mittels Phasenkontrast- und Fluoreszenz-

mikroskopie morphologisch zu charakterisieren.
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3.1 Herstellung von rot fluoreszierenden, MCP exprimierenden Trypanosomen

Da bislang Trypanosomen im Gewebe des zentralen Nervensystems mittels lichtmikro-
skopischen Methoden und histopathologischen Farbetechniken [Tuntasuvan et al, 2000;
Rodrigues et al, 2009] nicht eindeutig lokalisiert und morphologisch charakterisiert werden
konnten, wurde in dieser Promotionsarbeit ein Gen, das fir ein rot fluoreszierendes Protein
codiert (monomeres Cherry Protein), in das Genom des pleomorphen Stammes AnTat 1.1
von T. brucei kloniert. Diese Markierung sollte eine fluoreszenzmikroskopische Darstellung
von Trypanosomen im Gewebe des zentralen Nervensystems ermdglichen. Die Klonierung
des MCP-Gens erfolgte mittels Polymerasekettenreaktion, Subklonierung und finaler
Klonierung in das trypanosomale Expressionsplasmid, das nach Linearisierung mittels
Elektroporation und anschlieBender homologer Rekombination in das trypanosomale Genom
integriert wurde. Rekombinante Trypanosomen wurden auf semi-soliden HMI9-0,65%

Agarose 24-Well Platten mittels Hygromycin B selektiert und in vivo amplifiziert.

3.1.1 Amplifikation des MCP-Gens aus pAAV-MCS-mCherry mittels Polymerase-
kettenreaktion

Die Amplifikation des MCP-Gens (711 bp) aus dem Plasmid pAAV-MCS-mCherry erfolgte
mittels Polymerasekettenreaktion (vgl. Kapitel 2.3.2.2). Alle hergestellten Reaktionsansatze
wurden anschlieend auf einem 1% Agarosegel mittels Gelelektrophorese (vgl. Kapitel
2.3.2.3) aufgetrennt. In allen Reaktionsansatzen konnte das MCP-Gen trotz unter-
schiedlicher Annealingtemperaturen aus dem Plasmid pAAV-MCS-mCherry amplifiziert
werden (vgl. Abbildung 12). Zur Durchfiihrung weiterfihrender Experimente wurde das
amplifizierte, modifizierte MCP-Gen (untere Bande: 723 bp) aus dem Agarosegel von
Reaktionsansatz Nummer drei ausgewahlt, mittels Gelextraktion (vgl. Kapitel 2.3.2.4) isoliert,
gereinigt und anschlielend die DNA Konzentration sowie die Proteinverunreinigung der

Probe photometrisch (vgl. Kapitel2.3.2.5) bestimmt.
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Abbildung 12: Polymerasekettenreaktion zur Amplifikation des MCP-Gens
In allen durchgefuhrten Reaktionsansatzen konnte das MCP-Gen (711 bp) aus dem Plasmid
pAAV-MCS-mCherry (5355 bp) mittels Polymerasekettenreaktion modifiziert amplifiziert (723

bp) werden.

3.1.2 Restriktionsverdau pDH309-HYG-PUR

Um das MCP-Gen in das trypanosomale Expressionsplasmid pHD309-HYG-PUR zu
klonieren, musste das Plasmid mittels Restriktionsverdau gedffnet werden. Da dieses
Expressionsplasmid ein Puromycinresistenz codierendes Gen besitzt, das zwischen
Sequenzen liegt, die fir die Restriktionsenzyme BamHI und Hindlll Schnittstellen darstellen,
konnte das Puromycinresistenz codierende Gen mittels Restriktionsverdau entfernt werden
(vgl Kapitel 2.3.2.13). Anschlie3end wurde der Ansatz auf einem 1% Agarosegel aufgetragen
und mittels Gelelektrophorese aufgetrennt (vgl. Kapitel 2.3.2.3).

Abbildung 12 verdeutlicht, dass durch Restriktionsverdau mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen das Puromycinresistenz codierende Gen (untere Bande: 609 bp) aus
dem trypanosomalen Expressionsplasmid pHD309-HYG-PUR (6145 bp) herausgeschnitten
und somit der getffnete Vektor pHD309-HYG (obere Bande: 5536 bp) erhalten werden

konnte.
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Abbildung 13: Restriktionsverdau pHD309-HYG-PUR
Das Plasmid pHD309-HYG-PUR wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und Hindlll
verdaut, um das Puromycinresistenz codierende Gen (untere Bande: 609bp) aus dem Plasmid
pHD309-HYG-PUR (6145 bp) zu entfernen und das gedffnete Plasmid pHD309-HYG (obere
Bande: 5536bp) zu erhalten

Anschlieend wurde die Bande, die das gedffnete Plasmid pHD309-HYG darstellte, mittels

3000 bp
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1500 bp

1000 bp

750 bp

500 bp

DNA
Leiter
1kb

Restriktionsverdau
pHD309-HYG-PUR

Gelextraktion (vgl. Kapitel 2.3.2.4) isoliert und gereinigt.

Da die Banden des nicht verdauten Plasmids pHD309-HYG-PUR (6145 bp) und des
verdauten Plasmids pHD309-HYG (5536 bp) nahezu auf selber HOhe liegen, war bei der
Gelextraktion des verdauten Plasmids nicht auszuschliel3en, dass Reste des nicht verdauten
Plasmids mit extrahiert wurden. Dies hatte jedoch fir den experimentellen Ansatz, aufgrund

der erheblich gréReren Mengen an verdauten Plasmid (vgl. Kapitel 3.1.6) keine Konse-

quenzen.

AbschlieRend wurde die DNA Konzentration der Probe photometrisch bestimmt und die

Probe fur weitere Experimente verwendet.
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3.1.3 Subklonierung, Transformation in E. coli und Kontrolle der Rekombinanten

Das gereinigte PCR-Produkt (MCP-Gen; 723 bp) konnte aufgrund eines Adenosin-
Uberhangs (3-dA) am 3" Ende nicht direkt in das geoffnete, trypanosomale
Expressionsplasmid pHD309-HYG kloniert werden. Um den Adenosin-Uberhang (3"-dA) am
3" Ende zu entfernen, erfolgte eine Subklonierung mittels Topo®TA Cloning (vgl. Kapitel
2.3.2.6) und anschlieBender Transformation in E. coli (vgl. Kapitel 2.3.2.7). Dabei wurde der
Transformationsansatz, wie in Kapitel 2.3.2.7 beschrieben, auf LB-Selektivplatten ausge-
bracht und Uber Nacht inkubiert. Auf diese Weise wurden sechs Kolonien auf den LB-
Selektivplatten detektiert. Diese Kolonien wurden nummeriert und mittels Blau-Weil3-
Selektion auf Rekombinate kontrolliert, wobei sich herausstellte, dass alle Kolonien
rekombinant waren. Von den Kolonien 1-6 wurden 3 ml Flissigkultur angelegt (vgl. Kapitel
2.3.1.1) und das entsprechende Plasmid isoliert (vgl. Kapitel 2.3.2.10). Anschlielend wurde
aus den isolierten Plasmiden mittels Restriktionsverdau mit den Restriktionsenzymen BamHI
und Hindlll das MCP-Gen ausgeschnitten, der Reaktionsansatz auf einem 1% Agarosegel

aufgetragen und mittels Gelelektrophorese aufgetrennt (vgl. Abbildung 14).

10000 bp
8000 bp
6000 bp
5000 bp
4000bp
3500 bp
3000bp
2500 bp
2000bp

Kolonie 6 Kolonie 5 Kolonie 4 Kolonie 3 Kolonie 2 Kolonie 1

Abbildung 14: Kontrolle der Subklonierung

Die Abbildung zeigt, dass das MCP-Gen (obere Bande 723 bp) aus dem Subklonierungsplasmid pCR®2.1.-
Topo®-mCherry mittels Restriktionsverdau und unter Erhalt von DNA Fragmenten des Subklonierungsplasmids
pCR®2.1.-Topo® (obere Bande 3875 bp; nicht sichtbare Banden: 43 bp und 18 bp) aus allen Kolonien

herausgeschnitten werden konnte.

Die Auftrennung des Restriktionsverdaus mittels Agarosegelelektrophorese zeigte, dass alle
Kolonien das Plasmid pCR®2.1.-Topo®-mCherry aufgenommen hatten und somit zur
Isolierung des MCP-Gens (723 bp) geeignet waren.

AbschlieRend wurde von Kolonie 1 eine 50 ml Flussigkultur (vgl. Kapitel 2.3.1.1) angelegt,
das Plasmid isoliert (vgl. Kapitel2.3.2.10), die DNA Konzentration sowie die Reinheit der
Probe photometrisch ermittelt und die Sequenz des MCP-Gens im Plasmid pCR®2.1.-

Topo®-mCherry mittels Sequenzierung analysiert.
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3.1.4 Sequenzierung des monomeren Cherry Protein codierenden Gens in pCR®2.1.-
Topo®-mCherry

Das gereinigte Plasmid pCR®2.1.-Topo®-mCherry von Kolonie Nummer 1 wurde der Firma
GATC (Konstanz, Deutschland) zur Sequenzierung geschickt. Dabei wurde die Probe, wie in
Kapitel 2.3.2.11 beschrieben, vorbereitet, transportiert und analysiert. Die Durchfiihrung der
Sequenzierung der eingeschickten DNA Probe erfolgte durch die Firma GATC unter Ver-
wendung der Primer ,M13" und ,M13 Reverse*.

Das Sequenzierungsergebnis wurde mit Hilfe des Programmes GATC-Viewer kontrolliert und
anschliel3end fur ein Sequenzallignment verwendet, in dem die Sequenz des nativen MCP-
Gens mit der Sequenz des MCP-Gens in pCR®2.1.-Topo®-mCherry verglichen wurde. Das

abschliel3ende Sequenzalignment erfolgte unter Verwendung des Programmes Blast2.
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Klon 1

>1¢1|57449
Length=723

Score = 1330 bits (720), Expect =
Identities = , Gaps = 0/723 (0%)
strand=Plus/Plus

Query 43  AAGCTTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAACATGGCCATCATCAAGGAGTTCATGCGC 102
, IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIlllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbjct 1 AAGCTTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAACATGGCCATCATCAAGGAGTTCA 60
87

Query 103 ”mGGTGCACATGGAGGGCT CCGTAAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGC 162

CELLEEREREEEE e Ceneee e e ee ettt
sbjct 61  TTCAAGGTGCACATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGC 120

Query 163 GAGGGCCGCCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGTGGC 222

IIIIlIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 121 GAGGGCCGCCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGTGGC 180

Query 223 CTGCCCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCTCAGTTCATGTACGGCTCCAAGGCCTACGTG 282

Ry
Sbjct 181 CTGCCCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCTCAGTTCATGTACGGCTCCAAGGCCTACGTG 240

Query 283 AAGCACCCCGCCGACATCCCCGACTACTTGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGG 342

. FEEEEEREREErnr e e e e e e bbbt
Sbjct 241 AAGCACCCCGCCGACATCCCCGACTACTTGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGG 300

Query 343 GAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGCGGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTG 402

. RNy
Sbjct 301 GAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGCGGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTG 360

Query 403 CAGGACGGCGAGTTCATCTACAAGGTGAAGCTGCGCGGCACCAACTTCCCCTCCGACGGC 462

, CEEERRREEER et bbb e e e bbbt
sbjct 361 CAGGACGGCGAGTTCATCTACAAGGTGAAGCTGCGCGGCACCAACTTCCCCTCCGACGGE 420

Query 463 CCCGTAATGCAGAAGAAGACCATGGGCTGGGAGGCCTCCTCCGAGCGGATGTACCCCGAG 522

) CEEERRREEERE et e e e e e et
sbjct 421 CCCGTAATGCAGAAGAAGACCATGGGCTGGGAGGCCTCCTCCGAGCGGATGTACCCCGAG 480

Query 523 GACGGCGCCCTGAAGGGCGAGATCAAGCAGAGGCTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTAC 582

IIIIIIIIIIIIIIIIIIllIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 481 GACGGCGCCCTGAAGGGCGAGATCAAGCAGAGGCTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCA 540

Query 583 GACGCTGAGGTCAAGACCACCTACAAGGCCAAGAAGCCCGTGCAGCTGCCCGGCGCCTAC 642
CELLEREEEERre et bbb e e ernnrtl
Sbjct 541 GACGCTGAGGTCAAGACCACCTACAAGGCCAAGAAGCCCGTGCAGCTGCCCGGCGCCTAC 600
Query 643 AACGTCAACATCAAGTTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACACCATCGTGGAACAG 702
) IIII|IIIIIIIIIllIIIIIIIIIIIIllIIIIIIIIIlIIIIIlIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 601 AACGTCAACATCAAGTTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACACCATCGTGGAACAG 660
Query 703 TACGAACGCGCCGAGGGCCGCCACTCCACCGGCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAGGA 762
i CEELEEEEEEEEE et e e e erttrnl
sbjct 661 TACGAACGCGCCGAGGGCCGCCACTCCACCGGCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAGGA 720
Query 763 TCC 765

I
Ssbjct 721 TCC 723

Abbildung 15: Ergebnis des Sequenzalignment des MCP-Gens in pCR®2.1.-Topo®-mCherry von Klon 1

Das Sequenzalignment zeigt, dass die Sequenz des MCP-Gens im Subklonierungsplasmid pCR®2.1.-Topo®-
Cherry zu 99% mit der nativen Sequenz des MCP-Gens Ubereinstimmte. Ein einziger Basenaustausch, der
jedoch zu keinem Aminoséureaustausch fihrte, zeigte sich in Position Nummer 87.
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Das in Abbildung 15 dargestellte Sequenzalignment zeigte, dass die Sequenz des MCP-
Gens in pCR®2.1.-Topo®-mCherry zu 99% mit der nativen Sequenz des MCP-Gens
Ubereinstimmte. Im Vergleich zum nativen Gen bestand lediglich ein einziger Basen-
austausch in Position 87. Dieser Basenaustausch (Adenin gegen Guanin) fuhrte jedoch zu
keinem Aminosaureaustauch, so dass das Plasmid pCR®2.1.-Topo®-mCherry zur Isolierung

des MCP-Gens und somit fur weitere Experimente verwendet werden konnte.

3.1.5 Restriktionsverdau pCR®2.1.-Topo®-mCherry

Um das MCP-Gen aus dem Subklonierungsplasmid von Kolonie 1 zu isolieren, wurde ein
Restriktionsverdau des Plasmids mit den Restriktionsenzymen BamHI und Hindlll durchge-
fuhrt (vgl. Kapitel 2.3.2.14). Anschlielend wurde der Restriktionsverdau auf einem 1%
Agarosegel aufgetragen und mittels Gelelektrophorese aufgetrennt (vgl. Abbildung 16). Das
MCP-Gen wurde mittels Gelextraktion isoliert, gereinigt und die DNA Konzentration der

Probe photometrisch bestimmt.
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Restriktionsverdau pCR®2.1.Topo®-mCherry

Abbildung 16: Restriktionsverdau pCR®2.1.-Topo®-mCherry

Mittels Restriktionsverdau mit den Restriktionsenzymen BamHI und Hindlll konnte aus dem Subklonierungs-
plasmid pCR®2.1.-Topo®-mCherry das MCP-Gen (mittlere Bande: 723bp) isoliert werden. Aul3erdem entstanden
drei weitere DNA Fragmente, die sich aus dem Plasmid pCR®2.1.-Topo® ableiteten. Sichtbar sind zwei der drei
DNA Fragmente (obere Bande: 3875 bp, untere Bande 43 bp); das dritte Fragment auf Hohe von 18 bp ist nicht
abgebildet.

Abbildung 16 zeigt, dass das MCP-Gen (mittlere Bande: 723bp) mittels Restriktionsverdau
aus dem Subklonierungsvektor pCR®2.1.-Topo®-mCherry isoliert werden konnte. Das auf
diese Weise isolierte MCP-Gen konnte direkt zur Ligation in das geoffnete, trypanosomale

Expressionsplasmid pHD309-HYG verwendet werden.
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3.1.6 Kontrolle des Restriktionsverdaus von pHD309-HYG-PUR

Um zu Uberprifen, ob der Restriktionsverdau von pHD309-HYG-PUR (vgl. Kapitel 3.1.2)
vollstéandig war und das geoffnete Plasmid pHD309-HYG rein isoliert werden konnte, wurden
500 ng der isolierten DNA Probe auf ein 1% Agarosegel aufgetragen und mittels Gel-
elektrophorese aufgetrennt (vgl. Abbildung 17).
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Abbildung 17: Kontrolle des Restriktionsverdaus pHD309-HYG-PUR

Die Abbildung verdeutlicht, dass die isolierte DNA Probe einerseits das vollstandig verdaute Plasmid pHD309-
HYG (untere Bande, 5536 bp) und andererseits das nicht vollstandig verdaute, einfach geschnittene Plasmid
pHD309-HYG-PUR (obere Bande, 6145 bp) enthielt.

Abbildung 17 veranschaulicht, dass in der isolierten DNA Probe aus dem urspringlichen
Restriktionsverdau von pHD309-HYG-PUR sowohl das vollstandig verdaute Plasmid
pHD309-HYG als auch das nicht vollstandig verdaute, einfach geschnittene Plasmid
pHD309-HYG-PUR enthalten war. Da der Anteil des vollstandig verdauten Plasmids
(pHD309-HYG) jedoch erheblich groRer war als der Anteil des nicht vollstandig verdauten,
einfach geschnittenen Plasmids, wurde die isolierte DNA zur Ligation verwendet. Die
dadurch bei der Ligation in das trypanosomale Expressionsplasmid pHD309-HYG bedingte,

reduzierte Ligationseffizienz wurde in Kauf gekommen.
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3.1.7 Ligation des MCP-Gens in pHD309-HYG, Transformation in E. coli und Kontrolle
der Rekombinaten

Um das MCP-Gen in das trypanosomale Genom zu klonieren, musste es zunachst in das
geobffnete, trypanosomale Expressionsplasmid pHD309-HYG ligiert werden. Die Ligation
erfolgte, wie in Kapitel 2.3.2.16 beschrieben, unter Verwendung unterschiedlicher Ligase-
konzentrationen, Vektor-Insert Verhaltnissen, Inkubationszeiten, Inkubationstemperaturen
und unterschiedlicher Massen an Plasmid DNA. Alle Ligationsanséatze wurden unmittelbar
zur Transformation in chemisch kompetente E. coli verwendet (vgl. Kapitel 2.3.2.7).

Nur bei einer Ligation (Ligationsansatz Nummer 9) und deren anschlieRender Trans-
formation konnten drei Kolonien erhalten werden (vgl. Kapitel 2.3.2.16). Diese Kolonien
wurden gepickt und zur Herstellung von 3 ml Kulturen verwendet (vgl. Kapitel 2.3.1.1). An-
schlieRend wurde eine Plasmidisolierung aus je 1,5 ml der Kulturen durchgefiihrt und mittels
Restriktionsverdau, der einerseits mit Pstl und andererseits mit Ncol durchgefuhrt wurde,
Uberprift, ob das Plasmid pHD309-HYG-mCherry aufgenommen worden war (vgl. Kapitel
2.3.2.9). Der Restriktionsverdau wurde auf einem ein 1% Agarosegel aufgetragen und mittels

Elektrophorese aufgetrennt (vgl. Abbildung18).
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Abbildung 18: Restriktionsverdau pHD309-HYG-mCherry

Das Plasmid pDH309-HYG-mCherry wurde beim Restriktionsverdau mit dem Restriktionsenzym Pstl in vier
Banden geschnitten (463 bp; 521 bp; 1038 bp; 4256 bp), wahrend bei dessen Restriktionsverdau mit Ncol nur
zwei Banden (5537 bp, 921 bp) entstanden. Bei einem Restriktionsverdau des religierten Plasmids pHD309-HYG-
PUR mit Pstl entstanden drei Banden (521 bp; 1383 bp; 4247 bp), wahrend bei einem Restriktionsverdau mit
Ncol nur eine Bande (6145 bp) entstand. Die Abbildung zeigt, dass nur Klon 1 das Plasmid pHD309-HYG-

mCherry aufgenommen hatte, wahrend in Klon 2 und 3 das religierte Plasmid pHD309-HYG-PUR vorhanden war.
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Da das ligierte, zirkulére, trypanosomale Expressionsplasmid pHD309-HYG-mCherry (6259
bp) fir das Restriktionsenzym Pstl vier Schnittstellen enthielt, entstanden bei dessen Verdau
vier Banden (463 bp; 521 bp; 1038 bp; 4256 bp), wahrend beim Verdau des religierten,
zirkularen Expressionsplasmids pHD309-HYG-PUR mit Pstl aufgrund von drei Schnittstellen
nur drei Banden (521 bp; 1383 bp; 4247 bp) entstanden.

Beim Restriktionsverdau von pHD309-HYG-mCherry (zirkular) mit Ncol entstanden auf
Grund von zwei Schnittstellen zwei Banden (5537 bp, 921 bp), wahrend beim Verdau des
religierten, zirkuldaren Expressionsplasmides pHD309-HYG-PUR mit Ncol nur eine Schnitt-
stellen vorlag und somit nur eine Bande entstehen konnte (6145 bp).

Abbildung 18 zeigt, dass in nur einer Kolonie (Klon 1) das Plasmid pHD309-HYG-mCherry
vorhanden war. Die beiden anderen Kolonien (Klon 2 und Klon 3) hatten das religierte
Plasmid pHD309-HYG-PUR aufgenommen.

3.1.8 Linearisierung von pHD309-HYG-mCherry

Um eine Integration des MCP-Gens in das Genom der Trypanosomen zu ermoéglichen,
musste das Plasmid pHD309-HYG-mCherry amplifiziert werden. Hierzu wurde eine 50 ml
Flissigkultur von Klon 1 hergestellt. Das daraus isolierte trypanosomale Expressionsplasmid
pHD309-HYG-mCherry wurde mit Notl linearisiert (vgl. Kapitel 2.3.2.15). Notl besitzt in
pHD309-HYG-mCherry in einem Sequenzbereich, der homolog zu einer definierten Sequenz
des trypanosomalen Genoms ist (B-Tubulin Fraktion), eine Schnittstelle. Zwar kénnen zur
Elektroporation sowohl das zirkulare als auch das linearisierte Plasmid eingesetzt werden,
jedoch beglnstigt die Verwendung von linearisierter DNA hohere Transformationsraten
[Sambrook und Russell, 2000]. Auf diese Weise wurde durch die Linearisierung von
pHD309-HYG-mCherry eine verbesserte Ausgangssituation fir die homologe Rekombination
und Integration des MCP-Gens in das Genom von T. brucei, im Bereich der B-Tubulin
codierenden Sequenzen, geschaffen. Das linearisierte Plasmid pHD309-HYG-mCherry

(6259 bp) wurde unmittelbar zur Elektroporation eingesetzt.

3.1.9 Elektroporation, Selektion und in vivo Amplifikation transgener Trypanosomen

Die Transfektion des linearisierten Plasmids pHD309-HYG-mCherry in T. brucei erfolgte
mittels Elektroporation (vgl. Kapitel 2.3.2.18). Anschlieend wurde der Elektroporations-
ansatz, wie in Kapitel 2.3.2.19 beschrieben, in eine 36 ml Flassigkultur (HMI9-Medium)
Uberfuhrt. Diese Kultur wurde nach einer Regenerations- bzw. Kultivierungsdauer von 22 h
zur Selektion rekombinanter Trypanosomen mit Hygromycin B erganzt und auf 24-Well-
Platten ausgebracht (vgl. Kapitel 2.3.2.19). Bei taglicher, phasenkontrastmikroskopischer
Kontrolle zeigte sich, dass nicht rekombinante Trypanosomen nach zwei bis drei Tagen
ausselektiert wurden, wahrend rekombinante Trypanosomen (berlebten. Nach vier Tagen
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waren die rekombinanten Parasiten als vereinzelt lebende Trypanosomen sichtbar. Am
funften Tag der Selektion wurden diese mit HMI9-Medium von den Well-Platten abgespult
(vgl. Kapitel 2.3.2.19) und zur in vivo Amplifikation in einer Maus verwendet (vgl. Kapitel
2.3.4.1). Bei der ersten Kontrolle der Parasitdmie mittels Auszahlen und Blutausstrich nach
drei Tagen konnten keine Trypanosomen im Blut nachgewiesen werden. Erst 16 Tage nach
der Infektion liel3 sich eine Parasitamie durch Auszahlen und Anfertigung eines Blutaus-
striches festgestellen.

Der hergestellte Blutausstrich wurde unmittelbar zur fluoreszenzmikroskopischen Unter-
suchung der Trypanosomen und somit zur Kontrolle der Proteinexpression des monomeren

Cherry Proteins verwendet (vgl. Abbildung 19).

Abbildung 19: Fluoreszenzmikroskopische Kontrolle AnTat 1.1 MCP
Abbildung 19 zeigt eine phasenkontrast- (A) und fluoreszenzmikroskopische (B) Aufnahme eines Blutausstriches.

Der Blutausstrich enthielt rekombinante Trypanosomen, die das monomere Cherry Protein exprimierten.

Abbildung 19 zeigt eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des untersuchten Blutaus-
striches. Die Abbildung zeigt, dass sich rekombinante Trypanosomen, die das monomere
Cherry Protein exprimierten, abbilden lieRen. Der Nachweis dieser rot fluoreszierenden
Trypanosomen zeigte, dass die Elektroporation des linearisierten Plamids pHD309-HYG-
mCherry und die homologe Rekombination des MCP-Gens in das trypanosomale Genom
sowie die Selektion und in vivo Amplifikation rekombinanter Trypanosomen (T. brucei Stamm
AnTat 1.1 MCP) erfolgreich durchgefuihrt worden war.
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3.2 Kontrolle der genomischen Integration und Proteinexpression

Zur Kontrolle der genomischen Integration des MCP-Gens und der Expression des
monomeren Cherry Proteins wurden verschiedene Experimente durchgefuhrt. Zur Kontrolle
der genomischen Integration wurde das MCP-Gen mittels Polymerasekettenreaktion im
Genom des Trypanosomenstammes AnTat 1.1 MCP nachgewiesen, wahrend die Kontrolle

der Proteinexpression mittels Fluoreszenzmikroskopie und Western blot erfolgte.

3.2.1 Kontrolle der genomischen Integration des MCP-Gens in AnTat 1.1 MCP

Zum Nachweis der durch homologe Rekombination erfolgten Integration des MCP-Gens in
das trypanosomale Genom von T. brucei (Stamm AnTat 1.1 MCP) wurde eine Polymerase-
kettenreaktion durchgefiihrt. Zuvor wurde die genomische DNA von T. brucei Stamm AnTat
1.1 (Negativkontrolle) und von T. brucei Stamm AnTat 1.1 MCP isoliert, gereinigt und die
Konzentration der genomischen DNA mittels Photometrie bestimmt (vgl. Kapitel 2.3.3.1). Die

Konzentrationen der verwendeten, genomischen DNA Proben sind in Tabelle 63 dargestellt.

Probe DNA Konzentration [ng/ul]
gDNA AnTat 1.1 (negativ Kontrolle) 65

gDNA AnTat 1.1 MCP 80

gDNA AnTat 1.1 MCP 102

Tabelle 63: Konzentrationen von genomischen DNA Proben

Die PCR zum Nachweis des MCP-Gens wurde, wie in Kapitel 2.3.3.1 beschrieben,
durchgefuhrt. AbschlieRend wurden die Reaktionsansitze auf einem 1% Agarosegel

aufgetragen und mittels Elektrophorese aufgetrennt (vgl. Abbildung 20).
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Abbildung 20: PCR-Kontrolle der genomischen Integration des MCP-Gens

Abbildug 20 zeigt, dass das MCP-Gen nur aus der genomischen DNA von AnTat 1.1 MCP mittels PCR
nachgewiesen werden konnte (Bande: 723bp), wahrend kein Nachweis des Gens in der genomischen DNA der
Negativkontrolle (AnTat 1.1) mdglich war.

Abbildung 20 zeigt, dass das MCP-Gen nur aus der genomischen DNA von AnTat 1.1 MCP
mittels PCR nachgewiesen werden konnte (Bande: 723bp), wahrend der Nachweis des
Gens in der genomischen DNA der Negativkontrolle (AnTat 1.1) nicht mdglich war. Dieses

Ergebnis verifizierte die genomische Integration des MCP-Gens in AnTat 1.1 MCP.

3.2.2 Kontrolle der Proteinexpression mittels Fluoreszenzmikroskopie

Um zu Uberprifen, ob die genomische Integration des MCP-Gens auch zu einer Expression
des monomeren Cherry Proteins fuhrte, wurden die rekombinaten Trypanosomen (AnTat 1.1
MCP) mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht (vgl. Kapitel 2.3.3.2). Als Negativkontrolle
wurde der native Trypanosomenstamm AnTat 1.1 verwendet und auf dieselbe Weise
fluoreszenzmikroskopisch analysiert (vgl. Abbildung 21 A-D).
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Abbildung 21: Phasenkontrast- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von AnTat 1.1 MCP und AnTat
1.1

Abbildung 21 stellt phasenkontrast- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des rekombinanten Trypano-
somenstammes AnTat 1.1 MCP (A-B) und des nativen Stammes AnTat 1.1 (C-D) gegenuber. Eine Expression
des monomeren Cherry Proteins konnte nur bei der fluoreszenzmikroskopischen Analyse des rekombinaten
Stammes AnTat 1.1 MCP nachgewiesen werden (B).

Die in Abbildung 21 A-D dargestellten phasenkontrast- und fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen der Stamme AnTat 1.1 und AnTat 1.1 MCP zeigen, dass der rekombinante
Stamm AnTat 1.1 MCP das monomere Cherry Protein exprimierte und somit bei einer
Anregung von 585 nm im langwelligen Lichtbereich rot fluoreszierte (B), wahrend bei der
Negativkontrolle (AnTat 1.1) keine Fluoreszenz nachweisbar war (D). Abbildung 22 ver-
deutlicht zudem, dass die Expression des monomeren Cherry Proteins auch tber einen
Zeitraum von 34 Tagen in vivo Kultivierung von AnTat 1.1 MCP im Blutausstrich fluoreszenz-

mikroskopisch konstant nachgewiesen werden konnte (vgl. Kapitel 2.3.3.2).
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Abbildung 22: Fluoreszenzmikroskopie von AnTat 1.1. MCP nach 34 Tage in vivo Kultivierung.

Abbildung 22 zeigt eine phasenkontrast- (E) und fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (F) von T. brucei Stamm
AnTat 1.1 MCP nach 34 Tagen in vivo Kultivierung. Die Expression des monomeren Cherry Proteins war Uber
einen Zeitraum von 34 Tagen konstant nachweisbar.

3.2.3 Kontrolle der Proteinexpression mittels Western blot

Parallel zur Kontrolle der Proteinexpression mittels Fluoreszenzmikroskopie liel3 sich die
Expression des monomeren Cherry Proteins mittels Western blot nachgeweisen. Hierzu
wurde eine SDS-PAGE und ein Western blot sowohl mit rekombinanten Trypanosomen des
Stammes AnTat 1.1 MCP als auch mit Trypanosomen des nativen Stammes AnTat 1.1
(Negativkontrolle) durchgefihrt (vgl. Kapitel 2.3.3.3).
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Abbildung 23: Western blot monomeres Cherry Protein

Abbildung 23 zeigt, dass sich das monomere Cherry Protein mittels Western blot nur in der zytosolischen Fraktion
des rekombinanten Stammes AnTat 1.1 MCP (Bande bei 29 kDa) und nicht in der zytosolischen Fraktion des
Kontrollstammes AnTat 1.1 nachgeweisen lie. Andere Banden, die sowohl in der zytosolischen Fraktion von
AnTat 1.1 MCP als auch von AnTat 1.1 nachgewiesen werden konnten, entstanden durch eine unspezifische

Bindung des verwendeten Antikdrpers an konstitutiv exprimierte Proteine.

Abbildung 23 verdeutlicht, dass die Expression des monomeren Cherry Proteins (28,8k Da)
nur in der zytosolischen Fraktion des rekombinanten Stammes AnTat 1.1 MCP nach-
geweisbar war, wahrend in der zytosolischen Fraktion des Kontrollstammes AnTat 1.1 keine
Expression des MCPs detektiert werden konnte. Hierbei lie3 sich die Expression des
monomeren Cherry Proteins als schmale Bande (mittlere Bande in Abbildung 23), bei einem
Molekulargewicht von ca. 39 kDa (Literaturwert 38,8 kDa) nachgeweisen. Durch Vergleich
der zytosolisch aufgetrennten Proteine des rekombinanten Stammes und des Kontroll-
stammes zeigte sich, dass sowohl die Bande unterhalb (ca. 26 kDa) als auch die Bande
oberhalb (ca. 50 kDa) des monomeren Cherry Proteins in beiden Proben konstant
detektierbar war. Somit mussten diese Banden durch eine unspezifische Bindung des

Antikorpers (Anti DsRed) an konstitutiv exprimierte Proteine entstanden sein.
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3.3 Lokalisierung von T. brucei im Gewebe des zentralen Nervensystems
Um markierte Trypanosomen im Gewebe des zentralen Nervensystems zu lokalisieren,
wurden fluoreszenz- und elektronenmikroskopische Aufnahmen von verschiedenen
Bereichen des ZNS im sekundéaren Krankheitsstadium angefertigt.

Zur fluoreszenzmikroskopischen Lokalisierung der Trypanosomen (AnTat 1.1 MCP) im
Gewebe des ZNS wurde zunachst eine Fixierungsmethode entwickelt, um eine Maskierung
der Fluoreszenz des monomeren Cherry Proteins zu verhindern. AnschlieRend wurden
Gefrierschnitte von Gehirnen infizierter Ratten (AnTat 1.1 MCP) hergestellt und zur
Lokalisierung von T. brucei fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

Parallel dazu erfolgte eine elektronenmikroskopische Lokalisierung und morphologische
Beschreibung von Trypanosomen im Gewebe des ZNS in Kooperation mit Herrn Professor
Wolburg.

3.3.1 Fluoreszenzmikroskopische Lokalisierung von T. brucei AnTat 1.1 MCP in
Gefrierschnitten von Rattenhirnen

Zur Lokalisierung von Trypanosomen (Stamm AnTat 1.1 MCP) in Gefrierschnitten von
Rattenhirnen musste eine Fixierungsmethode entwickelt werden, bei der die Fluoreszenz
des monomeren Cherry Proteins nicht maskiert bzw. gequencht wurde.

Zur Entwicklung einer geeigneten Methode wurden verschiedene Fixierungslésungen (vgl.
Kapitel 2.2.4.5) verwendet.

Durch fluoreszenzmikroskopische Analyse unterschiedlicher Fixierungsmethoden von T.
brucei (AnTat 1.1 MCP) zeigte sich, dass zundchst bei routineméRiger Fixierung mit
Paraformaldehyd eine Maskierung der Fluoreszenz des monomeren Cherry Proteins auftrat
und somit keine Fluoreszenz detektierbar war. Wurde anstelle von Paraformaldehyd Glutar-
aldehyd als Fixierungslésung verwendet, konnte eine Maskierung des monomeren Cherry
Proteins verhindert und somit eine Fluoreszenz fixierter Trypanosomen (AnTat 1.1 MCP)
aufrecht erhalten werden (vgl. Abbildung 24). Diese Fluoreszenz war in einer 2% L&sung von
Glutaraldehyd besonders ausgepragt, so dass sich diese Lésung zur Fixierung und Analyse

von Rattenhirnen im sekundaren Krankheitsstadium eignete.
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Abbildung 24: Fixierungsmethoden AnTat 1.1 MCP

Abbildung 24 zeigt licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von AnTat 1.1 MCP bei unterschiedlichen
Fixierungsmethoden. Wéahrend in A und B der nicht fixierte Stamm AnTat 1.1 MCP dargestellt ist, sind in C und D
Aufnahmen von AnTat 1.1 MCP in 5% PFA und in E und F Aufnahmen von AnTat 1.1 MCP in 2% Glutaraldehyd
dargestellt. Es wird deutlich, dass bei Fixierung mit Paraformaldehyd die Fluoreszenz des monomeren Cherry

Protein maskiert (D) wurde, wahrend sie bei Fixierung in Glutaraldehyd aufrecht erhalten werden konnte (F).

Zur fluoreszenzmikroskopischen Lokalisierung von T. brucei im Gewebe des zentralen
Nervensystems wurden von Rattengehirnen im sekundaren Krankheitsstadium Gefrier-
schnitte angefertigt und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dazu wurde das Gehirn
entnommen, eingefroren und anschlieBend zur Herstellung von 10 um dicken Gefrier-
schnitten verwendet (vgl. Kapitel 2.3.5).

In allen fluoreszenzmikroskopisch untersuchten Gefrierschnitten von Rattenhirnen lieRen
sich keine Trypanosomen im Gewebe des zentralen Nervensystems festgestellen. Jedoch
zeigte sich in der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung in allen analysierten Gefrier-
schnitten eine stark ausgepragte Hintergrundfluoreszenz, deren Intensivitat im Bereich des
Plexus choroideus des lateralen Ventrikels, im Vergleich zu anderen Gehirnbereichen, sogar
noch gesteigert war.

Um zu kontrollieren, ob die Hintergrundfluoreszenz die Fluoreszenz des Stammes AnTat 1.1
MCP uberlagerte, wurden in 2% Glutaraldehyd fixierte Trypanosomen (AnTat 1.1 MCP) auf

einen Gefrierschnitt ausgebracht und fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
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Abbildung 25: Phasenkontrast- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von T. brucei auf Gewebe des
zentralen Nervensystems.

Abbildung 25 zeigt eine phasenkontrast- (A) und fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (B) sowie ein Overlay
beider Aufnahmen (C) von in 2% Glutaraldehyd fixierten Trypanosomen (AnTat 1.1 MCP), die auf einem
Gefrierschnitt des Gehirns ausgebracht wurden. Aus der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme (B) ist zu

erkennen, dass sich die Fluoreszenz von AnTat 1.1 MCP deutlich von der Hintergrundfluoreszenz abgrenzte.

Abbildung 25 verdeutlicht, dass sich die Fluoreszenz von in 2% Glutaraldehyd fixierter
Trypanosomen (AnTat 1.1 MCP) in nativen Proben mit einer Schichtdicke von 10 um deutlich
von der Hintergrundfluoreszenz abgrenzte. Eine Reduzierung der Schihtdicke konnte aus
technischen Grunden nicht durchgefihrt werden.

3.3.2 Elektronenmikroskopische Lokalisierung von T. brucei im Gewebe des zentralen
Nervensystems

Zur elektronenmikroskopischen Lokalisierung von T. brucei Stamm AnTat 1.1 im Gewebe
des zentralen Nervensystems wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen von Gehirnen
infizierter Ratten im sekundaren Krankheitsstadium (22 und 34 Tage p.l.) angefertigt. Die
dazu notwendige Entnahme und Vorbereitung der Gehirne wurde, wie in Kapitel 2.3.6.1
beschrieben, durchgefihrt. Anschlieend wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen

ausgewahlter Gehirnbereiche (vgl. Kapitel 2.3.6.2) in Kooperation mit Herrn Professor
102



Wolburg angefertigt. Um mehr Uber die Pathogenese des meningoenzephalitischen
Stadiums und Uber die Lokalisierung von T. brucei im Gewebe des zentralen Nervensystems
zu erfahren, umfassten die elektronenmikroskopisch analysieren Bereiche einerseits
mogliche Eintrittspforten, wie z.B. die Blut-Hirn-Schranke und den fluoreszenzmikroskopisch
nicht eindeutig beschreibbaren Plexus choroideus des Seitenventrikels sowie andererseits
vermutete Lokalisationsorte von T. brucei, wie das Corpus striatum, den Kortex und das
Cerebellum.

Auffallend war, dass T.brucei in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen (22-34 Tage
p.l.) nur im Bereich des Plexus choroideus des Seitenventrikels lokalisiert werden konnte,
wahrend sich keine Trypanosomen im neuronalen Gewebe oder im Bereich der Blut-Hirn-
Schranke nachgeweisen lieRen. Im . i, |EPRI
Bereich des Plexus choroideus, der sich

aus  einem Kapillargeflecht ~ mit

fenestriertem Endothel, einem Stroma, *

Liquor Kapillar-

und einer einzelligen Schicht aus
geflecht

Plexusepithel, die am apikalen Pool
Uber tight junctions verbunden ist und
somit die Blut-Liquor-Schranke aus-
bildet, zusammensetzt, wurden konstant
Trypanosomen sowohl im intravasalen
Raum (vgl. Abbildung 30) als aber auch Plexusepithel
vor allem im extravasalen Raum Abbildung 26: Schematischer Aufbau des Plexus
nachgewiesen. Besonders im extra- choroideus

vasalen Raum konnten Trypanosomen einerseits zahlreich im Stroma des Plexus choroideus
(vgl. Abbildung 28, 31 und 32) und andererseits im Lumen des Seitenventrikels (vgl.
Abbildung 29) lokalisiert werden. Abbildung 27 zeigt eine Ubersichtsaufnahme des Plexus
choroideus, in der zahlreiche Trypanosomen im Stroma lokalisiert sind, wahrend in den
darauf folgenden Abbildungen 28-32 Trypanosomen im intravasalen Raum des Plexus
choroideus und extravasal im Liquor cerebrospinalis abgebildet sind. Bei einer genaueren
Untersuchung der im Stroma lokalisierten Trypanosomen zeigte sich, dass einige Trypano-
somen einen deutlich sichtbaren VSG-Oberflaichenmantel aufwiesen, wahrend sich dieser
bei anderen Trypanosomen eindeutig nicht nachgeweisen lie3. Trypanosomen im Liquor
cerebrospinalis konnten auf der apikalen Seite des Plexusepithels, in der Nahe von
epiependymalen Zellen (wie z.B. Kolmer Zellen) lokalisiert werden. Teilweise zeigten diese
Trypanosomen deutliches blebbing, das auf apoptotische Prozesse hinweisen kénnte.

Die drei unterschiedlichen, elektronenmikroskopisch festgestellten Lokalisationsorte von T.

brucei im Bereich des Plexus choroideus legten die Vermutung nahe, dass Trypanosomen
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vom intravalsalen Raum des Kapillargeflechtes in das Stroma des Plexus choroideus
migrieren und von dort auf nicht geklarte Weise (trans- oder parazellular) Gber das Plexus-

epithel in den Seitenventrikel eindringen kdnnten.

Abbildung 27: Elektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahme von T. brucei im Stroma des Plexus
choroideus

Abbildung 27 zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme von T. brucei im Stroma des Plexus chorioideus.
Die Trypanosomen missen aus den fenestrierten BlutgefaRen in das Stroma des Plexus choroideus

eingedrungen sein.
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Abbildung 28: Elektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahme von T. brucei im Plexus choroideus und

X : o

im Liquor cerebrospinalis

Abbildung 28 zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme von T. brucei (T) im fenestrierten Kapillargeflecht
(G) des Plexus chorioideus. Ebenso sind das Stroma (S) des Plexus choroideus und das Plexusepithel (PE)
abgebildet. Im Lumen des Ventrikels befinden sich im Liquor cerebrospinalis zwei Trypanosomen (T) in der Nahe
einer epiependymalen Zelle (Kolmer Zelle (K)). VergréRerung 2000x.
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Abbildung 29: Elektronenmikroskopische Aufnahme von T. brucei im Liquor cerebrospinalis

Abbildung 29 zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme von T. brucei (T) im Liquor cerebrospinalis des
Seitenventrikels (V). T. brucei konnte apikal des Plexusephitels (PE) in enger Beziehung zu einer Kolmer-Zelle
(K) lokalisiert werden. Ein Trypanosom (T) zeigte dabei ein blebbing der Membran auf (*). Die Aufnahme stellt
eine VergréRerung aus Abbildung 28 dar.VergroéfRerung 10.000x.
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Abbildung 30: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines intravasal lokalisierten Trypanosoms im
Kapillargefecht des Plexus choroideus

Abbildung 30 zeigt T. brucei (T) im intravasalen Raum des Kapillargefelchts (G) des Plexus choroideus. Das
fenestrierte Endothel (*) erméglicht den Trypanosomen die Migration in das Stroma (S) des Plexus choroideus.
Die Aufnahme stellt eine VergréRerung aus Abbildung 28 dar. VergrofRerung 10.000x%.
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Abbildung 31: Elektronenmikroskopische Aufnahme von T. brucei im Stroma des Plexus choroideus

Abbildung 31 stellt eine elektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahme von T. brucei im Stroma des Plexus
choroideus dar. T. brucei (T) konnte nahe fenestrierter GeféaRe (G) im Stroma (S) sowie basolateral des Plexus-
epithels lokalisiert werden. Vergréferung 2000x.
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Abbildung 32: T. brucei im Stroma des Plexus choroideus

Abbildung 32 stellt eine vergroRerte Aufnahme eines im Stroma des Plexus choroideus liegenden Trypanosoms
(T) aus Abbildung 30 dar. Die Abbildung zeigt die raumliche Nahe des Trypanosoms zum fenestrierten Endothel
(*) eines GefalRes und legt die Vermutung nahe, dass das Trypanosom von dort in das Stroma des Plexus
choroideus migriert ist. Zudem sind Nucleus (N) und Flagellum (F) des Trypanosoms deutlich zu erkennen.
VergréRerung 10 000x.
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3.4 Isolierung und Rekultivierung von T. brucei aus Gewebe des
zentralen Nervensystems

Zur Isolierung von T. brucei aus dem Gewebe des zentralen Nervensystems wurde Ratten,
die sich im sekundaren Krankheitsstadium befanden (34-35 Tag p.l. mit AnTat 1.1), das
Gehirn im perfundierten und unfixierten Zustand entnommen. Anschlie@end wurde das
Gehirn, wie in Kapitel 2.3.1.5 beschrieben, zerkleinert und in HMI9-Medium kultiviert.

Als Kontrolle wurde das Gehirn von Ratten, die sich im ersten Krankheitsstadium befanden
(3 Tage p.l. mit AnTat 1.1), verwendet.

Sowohl der Isolierungsansatz der Kontrolle als auch der experimentelle Ansatz wurden nach
2 h Inkubation in HMI9-Medium abzentrifugiert und anschliefend phasenkontrastmikro-
skopisch untersucht.

Abbildung 33: Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme isolierter Trypanosomen aus dem Gewebe des
zentralen Nervensystems.

Abbildung 32 zeigt zwei Trypanosomen, die nach 34 Tagen Infektion aus dem Gehirn einer Ratte isoliert wurden.

Bei der phasenkontrastmikroskopischen Untersuchung konnten Trypanosomen nur im
experimentellen lIsolierungsansatz nachgewiesen werden, wahrend sich keine Trypano-
somen im Kontrollexperiment detektieren lieRen.

Das Ergebnis deutet darauf hin, dass keine Trypanosomen bei der Praperation oder bei der

Entnahme des Gehirns aus dem intravasalen Raum in das Kulturmedium gelangten und
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somit ,rekultiviert® wurden. Dies legte die Vermutung nahe, dass isolierte Trypanosomen aus
dem Gewebe des zentralen Nervensystems stammen mussten.

Unserer Arbeitsgruppe gelang es auf diese Weise erstmals, Trypanosomen aus dem
Gewebe des zentralen Nervensystems zu isolieren. Abbildung 33 zeigt eine phasenkontrast-
mikroskopische Aufnahme von isolierten Trypanosomen. Eine morphologische Beschreibung

der isolierten Trypanosomen folgt in Kapitel 3.5.

3.5 Morphologische Beschreibung von isolierten Trypanosomen aus

dem Gewebe des zentralen Nervensystems

Isolierte Trypanosomen aus dem Gewebe des zentralen Nervensystems wurden verwendet,
um eine primare morphologische Charakterisierung durchzufihren. Zur primaren morpho-
logischen Beschreibung der Trypanosomen wurden sowohl phasenkontrastmikroskopische
Aufnahmen als auch eine Farbung mit Bisbenzimid durchgefihrt. Auf diese Weise sollte
herausgefunden werden in welchem Stadium des komplexen Lebenszyklus sich Trypano-

somen im Gewebe des zentralen Nervensystems befinden.

3.5.1 Morphologische Beschreibung von T.brucei aus dem Gewebe des zentralen
Nervensystems mittels Phasenkontrastmikroskopie

Durch phasenkontrastmikroskopische Untersuchung isolierter Trypanosomen aus dem
Gewebe des zentralen Nervensystems konnten diese morphologisch naher beschrieben
werden.

Phasenkontrastmikroskopisch lie3en sich drei verschiedene Populationen von T. brucei nach
Isolierung aus dem Gewebe des zentralen Nervensystems unterschieden und nachgeweisen
(vgl. Abbildung 34 A). Eine Population bzw. Form der isolierten Trypanosomen entsprach bei
phasenkontrastmikroskopischer Betrachtung der bereits bekannten slender Form von T.
brucei (vgl. Abbildung 34 B), wahrend eine andere Form als dick, klein, kurz und Fagellum
tragend beschrieben werden und somit der bekannten stumpy Form von T. brucei
zugeordnet werden konnte (vgl. Abbildung 34 A). Neben diesen bereits bekannten
Trypanosomenformen bzw. Trypanosomenpopulationen war jedoch auch eine erheblich
verlangerte, ein langes Flagellum tragende Trypanosomenform, die sich durch einen
besonders langen und schmalen Zellkérper auszeichnete, nachweisbar (vgl. Abbildung 34
C).
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Abbildung 34: Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen von Trypanosomen nach Isolierung aus dem
Gewebe des zentralen Nervensystems

Abbildung 34 zeigt die drei verschiedenen, Populationen bzw. Formen von T. brucei nach Isolierung aus dem
Gewebe des zentralen Nervensystems. Es konnten sowohl die bereits bekannten stumpy (A) und slender Formen
(B) von T. brucei als auch eine bislang nicht bekannte Form nachgeweisen werden. Diese bislang nicht
beschriebene Form besal} einen besonders langen und schmalen Zellkérper (C) und wurde als verlangert und ein

langes Flagellum tragend beschrieben.

3.5.2 Bisbenzimidfarbung von T. brucei aus dem Gewebe des zentralen Nerven-
systems

Durch eine Farbung mit Bisbenzimid konnte bei isolierten Trypanosomen aus dem Gewebe
des zentralen Nervensystems die Lage von Nucleus und Kinetosom zueinander in Relation
gesetzt und somit das Stadium des Lebenszyklus, in dem sich T. brucei im Gewebe des
zentralen Nervensystems befindet, ndher charakterisiert werden. Dabei wurden alle drei
phasenkontrastmikroskopisch beschriebenen Trypanosomenformen (vgl. Kapitel 3.5.1)
untersucht.

In der Farbung mit Bisbenzimid zeigte sich, dass alle beschriebenen Trypanosomenformen,
die aus dem Gewebe des zentralen Nervensystems isoliert werden konnten, eine trypo-
mastigote Differenzierung ausfwiesen. In den Abbildungen 35, 36 und 37 sind die einzelnen
Formen von T. brucei, die aus dem Gewebe des ZNS isoliert werden konnten, phasen-

kontrast- sowie fluoreszenzmikroskopisch, nach Farbung mit Bisbenzimid dargestellt.
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Abbildung 35: Bisbenzimidfarbung eines isolierten Trypanosoms mit stumpy Form
Abbildung 35 zeigt eine phasenkontrastmikroskopische (A) und Bisbenzimid gefarbte Abbildung (B) eines
isolierten Trypanosoms mit stumpy Form sowie ein Overlay beider Abbildungen (C). Durch die Lage von Kern zu

Kinetosom (B-C) wird deutlich, dass es sich um eine trypomastigote Form handelt. VergréRerung 400x.

Abbildung 36: Bisbenzimidfarbung eines isolierten Trypanosoms mit slender Form

Abbildung 36 zeigt eine phasenkontrastmikroskopische (D) und Bisbenzimid geféarbte Abbildung (E) eines
isolierten Trypanosoms mit slender Form sowie ein Overlay beider Abbildungen (F). Durch die Lage von Kern zu

Kinetosom (E-F) wird deutlich, dass es sich um eine trypomastigote Form handelt.
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Abbildung 37: Bisbenzimidféarbung isolierter Trypanosomen mit langem Flagellum und verlangertem,
schlankem Zellkérper

Abbildung 37 zeigt eine phasenkontrastmikroskopische (G) und Bisbenzimid gefarbte Abbildung (H) eines
isolierten Trypanosoms mit langem Flagellum und verlangertem, schlanken Zellkérper sowie ein Overlay beider
Abbildungen (I). Durch die Lage von Kern zu Kinetosom (H-I) wird deutlich, dass es sich um eine trypomastigote

Form handelt.

3.5.3. Elektronenmikroskopische Beschreibung von T. brucei im Gewebe des zentralen
Nervensystems

Anhand der in Kooperation mit Professor Wolburg hergestellten elektronenmikroskopischen
Aufnahmen von T. brucei im Stroma des Plexus choroideus (vgl. Kapitel 3.3.2) konnte eine
erste Beschreibung von T. brucei im neuronalen Umfeld erfolgen.

Alle elektronenmikroskopisch dargestellten Trypanosomen wiesen im Stroma des Plexus
choroideus zahlreiche Ribosomen sowie ein Flagellum mit 9+2 Struktur auf (vgl. Abbildung
32). Viele der dargestellten Trypanosomen besalRen einen deutlich erkennbaren Ober-
flaichenmantel aus VSG, wahrend dieser bei einzelen Trypanosomen eindeutig nicht

nachgeweisbar war (vgl. Abbildungen 27, 29 und 32).
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4. Diskussion

4.1 Herstellung von rot fluoreszierenden, monomers Cherry Protein
exprimierenden Trypanosomen und Lokalisierung von T. brucei im
Gewebe des zentralen Nervensystems

Die Lokalisierung von T. brucei im Gewebe des zentralen Nervensystems spielt sowohl fur
das Verstandnis der Pathogenese des meningoenzephalitischen Stadiums der
Schlafkrankheit als auch fir dessen Behandlung eine zentrale Rolle. Obwohl seit 1906
verschiedene Hypothesen (ber die Entstehung und Entwicklung des meningo-
enzephalitischen Stadiums formuliert und diskutiert wurden [Mott, 1906; Schmidt, 1983;
Lonsdale-Eccles und Grab, 2002; Mhlanga et al, 1997; Kritensson et al, 2009], bestehen
weiterhin ungeldoste Fragen und nicht geklarte Aspekte. So ist bislang nicht abschliel3end
geklart, auf welche Weise Trypanosomen in das zentrale Nervensystem eindringen und in
welchem Stadium des Lebenszyklus sich diese im neuronalen Umfeld befinden. Einige
Ergebnisse deuten darauf hin, dass Trypanosomen Uber die Blut-Hirn-Schranke [Lonsdale-
Eccles und Grab, 2002; Mhlanga et al, 2001; Lambert et al, 1981; Masocha et al, 2004] in
das ZNS eindringen, wahrend andere die Invasion des ZNS eher tber eine Besiedlung der
zirkumventrikularen Organe [Mhlanga et al, 1997], des Plexus choroideus und des Liquor
cerebrospinalis [Poltera et al, 1980; Schmidt, 1983] nahe legen.

Bisherige Versuche Trypanosomen anhand von phasenkontrastmikroskopischen Aufnahmen
und histopathologischen Farbemethoden, wie z.B. durch Hamatoxylin-Eosin Farbungen im
Gewebe des zentralen Nervensystems nachzuweisen, fihrten zu keiner eindeutigen
Darstellung und Lokalisierung [Tuntasuvan et al, 2000; Rodrigues et al, 2009]. Erst durch
diverse Experimente, die mit der Methode der indirekten Immunfluoreszenz durchgefiihrt
wurden, lieRen sich erste Lokalisationsorte von Trypanosomen im Gewebe des zentralen
Nervensystems, wie z.B. im Bereich des Kleinhirns, des Corpus striatum, des Kortex, des
Hirnstamms und des Plexus choroideus ausfindig machen [Masocha et al, 2004; Mulenga et
al, 2001; Tuntasuvan et al, 2000; Rodrigues et al, 2009]. In einigen experimentellen Arbeiten
erfolgte die Lokalisierung von Trypanosomen (T. brucei des pleomorphen Stammes AnTat
1.1) jedoch mit Antikérpern (Anti-VSG) gegen Oberflachenproteine (VSG), die normalerweise
einer Variation und somit Verdnderung der Epitope unterliegen, so dass diese Ergebnisse
kritisch zu hinterfragen und zu bewerten sind. Da vergleichbare Lokalisationsorte von
Trypanosoma evansi im meningoenzephalitischen Stadium bei Pferden beschrieben wurden
[Rodrigues et al, 2009], kann jedoch eine ahnliche Lokalisierung von T. brucei im Gewebe

des ZNS vermutet werden. Trotz der Beschreibung erster Lokalisationsorte von
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Trypanosomen im neuronalen Umfeld gelang es jedoch bislang nicht diese morphologisch
eindeutig zu beschreiben.

Um einerseits eine morphologische Beschreibung und andererseits eine genaue
Lokalisierung von T. brucei im Gewebe des zentralen Nervensystems zu ermdéglichen, wurde
in dieser Arbeit das monomere Cherry Protein codierende Gen (MCP-Gen) in das
trypanosomale Genom des pleomorphen Stammes AnTat 1.1 kloniert (vgl. Kapitel 3.2.1).
Auf diese Weise konnten Trypanosomen, die durch ein Kkonstitutiv exprimiertes,
fluoreszierendes Protein, dessen Expression mittels Western blot und Fluoreszenz-
mikroskopie Uberprift wurde (vgl. Kapitel 3.2.2-3), markiert werden. Durch eine in vivo
Amplifikation von markierten Trypanosomen Uber einen Zeitraum von 34 Tagen konnte
nachgewiesen werden, dass die Fluoreszenz des Proteins konstitutiv aufrecht erhalten
wurde, so dass sich markierte Trypanosomen zur Analyse einer Gehirninfektion und
Detektion im neuronalen Umfeld verwenden liel3en (vgl. Kapitel 3.2.2).

Bei der Analyse von Gefrierschnitten infizierter Rattengehirne im sekundaren Krankheits-
stadium waren jedoch keine markierten Trypanosomen mittels Fluoreszenzmikroskopie
nachweisbar, obwohl dies zu vergleichbaren Zeitpunkten mittels indirekter Immunfluoreszenz
von anderen Autoren beschrieben wurde [Masocha et al, 2004; Mulenga et al, 2001;
Tuntasuvan et al, 2000; Rodrigues et al, 2009]. Fluoreszenzmikroskopisch auffallig erschien
jedoch eine stark ausgepragte Hintergrundfluoreszenz sowie eine sich von der Hinter-
grundfluoreszenz abhebende, deutlich verstérkte, diffuse und wolkige Fluoreszenz im
Bereich des Plexus choroideus.

Da eine solch starke und ausgepragte Hintergrundfluoreszenz nicht von anderen Autoren,
die auf diesem Gebiet arbeiten, explizit beschrieben wurde [Masocha et al, 2004; Mulenga et
al, 2001; Tuntasuvan et al, 2000; Rodrigues et al, 2009], war zu vermuten, dass diese
Hintergrundfluoreszenz mdglicherweise die Fluoreszenz der markierten Trypanosomen
Uberlagerte. Eine solche Hintergrundfluoreszenz kann durch verschiedene Ursachen
hervorgerufen werden. Einerseits besteht die Mdglichkeit, dass eine stark ausgepragte
intrinsische  Autofluoreszenz des zu analysierenden Gewebes eine ausgepragte
Hintergrundfluoreszenz erzeugt, die zur Uberlagerung der zu analysierenden Strukturen fuhrt
[Bachong et al, 2001]. Anderseits kann eine verstarkte Hintergrundfluoreszenz aber auch
durch die Herstellung von Gewebsschnitten erzeugt werden [Baschong et al, 2001]. Bei
einem Vergleich der eingesetzten Schichtdicken der hergesteliten Gefrierschnitte (10 pm) mit
den verwendeten Schichtdicken anderer Autoren (4-8 pm), die eine Detektion mittels
indirekter Immunfluoreszenz durchfiihrten [Poltera et al, 1981], zeigte sich, das andere
Autoren dazu neigten eine geringere Schichtdicke zu verwenden. Mdglicherweise kdnnte
eine reduzierte Schichtdicke die Hintergrundfluoreszenz abschwdchen und somit einer

Uberlagerung der Fluoreszenzen entgegen wirken. Leider war es aus technischen Griinden

116



nicht moglich die eingesetzte Schichtdicke von 10 um zu reduzieren. Einen erheblichen
Einfluss auf die ausgebildete Hintergrundfluoreszenz kann auch das verwendete Fixativ
haben, das sowohl die Fluoreszenz verstarken als auch reduzieren kann [Baschong et al,
2001]. Fixierungsversuche mit unterschiedlichen Fixativen zeigten, dass die Hintergrund-
fluoreszenz bei der Verwendung von 10% Formalin schwéacher ausgepragt war als bei der
Verwendung von 2% Glutaraldehyd oder einer Kombination aus 10% Formalin und 4%
Glutaraldehyd. Jedoch konnte die stark ausgepragte Hintergrundfluoreszenz trotz
Verwendung von 10% Formalin, die auch von zahlreichen anderen Autoren als Standard-
fixierung eingesetzt wurde [Rodrigues et al, 2009], nicht signifikant reduziert werden, so dass
eine Uberlagerung der Fluoreszenz mit jener der markierten Trypanosomen nicht
auszuschlieRen war. Die Fixierungsldsung kann aber nicht nur Einfluss auf die Hintergrund-
und Autofluoreszenz des Gewebes nehmen, sondern auch direkt das zu untersuchende und
fluoreszierende Protein beeinflussen [Shu et al, 2006]. Dabei spielen sowohl der pH-Wert als
auch das verwendete Fixativ eine entscheidende Rolle bei der Auspragung und Starke der
Fluoreszenz [Shu et al, 2006].

Durchgefiihrte Experimente mit unterschiedlichen Fixierungen von markierten Trypano-
somen zeigten, dass eine Maskierung der Fluoreszenz des monomeren Cherry Proteins
(MCP) auftreten konnte. So wurde die Fluoreszenz des MCPs konstant bei der Verwendung
von Paraformaldehyd maskiert bzw. gequencht, wéahrend sie bei Verwendung von
Glutaraldeyhd aufrecht erhalten werden konnte (vgl. Kapitel 3.3.1). Ebenso zeigte sich in
Experimenten, die mit einer Variation des pH-Wertes durchgefihrt wurden, dass die
Fluoreszenz des MCPs im neutralen bis leicht alkalischen pH-Bereich (pH 7,4-7,7) am
starksten ausgepragt war. Um eine Maskierung des nachzuweisenden Proteins zu
verhindern und gleichzeitig eine mdglichst schwache Hintergrundfluoreszenz zu erhalten,
musste ein Kompromiss aus dem verwendeten Fixativ und der daraus resultierenden
Hintergrundfluoreszenz geschlossen werden. Deshalb wurde fir die Fixierung von Gewebs-
schnitten infizierter Rattenhirne eine 2%ige Glutaraldehydldsung verwendet. Auf diese Weise
konnte die Fluoreszenz des MCPs aufrecht erhalten werden, wobei allerdings auch die
Hintergrundfluoreszenz verstéarkt wurde. Mdoglicherweise lieRe sich die unerwiinschte
Hintergrundfluoreszenz jedoch durch die Verwendung von Natriumborhydrid reduzieren, da
dies experimentell zur Abschwéachung von Autofluoreszenzen von in Glutaraldehyd fixiertem
Gewebe gefiihrt hat [Baschong et al, 2001]. Zwar waren MCP markierte Trypanosomen, die
in 2% Glutaraldehyd fixiert und auf entsprechend fixierten Gefrierschnitten von Rattenhirnen
aufgetragen wurden, von der Hintergrundfluoreszenz des Gewebes abgegrenzbar, jedoch ist
dabei zu bericksichtigen, dass sich diese Trypanosomen nur auf der Oberflache des

Gewebeschnittes und nicht in der Tiefe des Gewebes befanden. Daher lie3 sich ihre
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Lokalisation und Fluoreszenz einfacher nachgeweisen, als jene von im Gewebe lokalisierten
Trypanosomen, die moglichweise tberlagert wurde.

Natirlich muss auch daran gedacht werden, dass unter Umstanden Fehler bei der
Herstellung von Gefierschnitten aufgetreten sind. So kénnte es beim Einfrieren der Gehirne
(vgl. Kapitel 2.3.5.2), z.B. durch die Bildung von Eiskristallen zu einer Zerstdérung der
Trypanosomen (bzw. ihrer Zellmembran) gekommen sein, so dass das MCP im Gewebe des
zentralen Nervensystems sich diffus um die urspringlich besiedelten Regionen verteilte.
Diese Mdoglichkeit wirde, insofern sich Trypanosomen im Bereich des Plexus choroideus
befanden, die beobachtete, verstarkte, diffuse und wolkige Fluoreszenz im Bereich des
Plexus choroideus erklaren. Jedoch ist diese Mdglichkeit relativ unwahrscheinlich, da das
Einfrieren der Gehirne im fixierten Zustand erfolgte, so dass eine Zerstérung der
trypanosomalen Membranen und ein ,Auslaufen® der Trypanosomen nahezu ausge-
schlossen werden kann. Gegen die Zerstorung der trypanosomalen Strukturen spricht auch,
dass andere Autoren bei der Herstellung von Gefrierschnitten auf dieselbe oder
vergleichbare Weise vorgingen [Masocha et al, 2004; Poltera et al, 1980].

Auf Grund des natirlichen Infektionsverlaufes ist zu bertcksichtigen, dass sich zum
Zeitpunkt der Analyse der Gehirnschnitte (22-34 Tage p.l.) noch keine oder nur wenige
Trypanosomen im Bereich des Parenchyms des ZNS befanden. Experimente von Schmidt
und Bafort zeigten bereits 1985, dass sich Trypanosoma brucei rhodesiense erst nach bis zu
42 bis 56 Tagen im Parenchym des ZNS von Wihlmausen (Microtus montanus) wahrend
einer medikamentdsen Behandlung ansiedelte. Zu frilheren Zeitpunkten konnten Trypano-
somen jedoch bereits bei verschiedenen Tierarten (Maus, Wihlmaus (Microtus montanus),
Grinmeerkatze (Cercopithecus aethiops), Pferd) im Bereich des Plexus choroideus
lokalisiert werden [Poltera et al, 1980; Schmidt und Bafort, 1985; Schmidt, 1983; Bafort und
Schmidt, 1987, Rodrigues et al, 2009], so dass in den hergestellten Gefrierschnitten
Trypanosomen im Bereich des Plexus choroideus nachweisbar sein sollten. Da in diesem
Bereich jedoch nur eine verstarkte, diffuse Fluoreszenz nachweisbar war, ist es am
wahrscheinlichsten, dass die Fluoreszenz der moglicherweise dort lokalisierten und
markierten Trypanosomen durch die stark ausgepragte Hintergrund- und Autofluoreszenz
des Hirngewebes, die eventuell im Bereich des Plexus choroideus, auch aufgrund des dort
lokalisierten Kapillargeflechts, starker ausgepragt war, tberlagert wurde.

Um diese Hypothese zu Uberprifen und um T. brucei im Gewebe des ZNS zu lokalisieren
und morphologisch zu beschreiben, lag der Entschluss nahe, insbesondere den Bereich des
Plexus choroideus und andere Gehirnbereiche mit einer alternativen Methode - der
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM), genauer zu untersuchen.

Da es bislang nur wenige Versuche gab, Trypanosomen transmissionselektronen-

mikroskopisch im Bereich des ZNS darzustellen [Ormerod und Hussein, 1986; Poltera et al,
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1980], bot die Elektronenmikroskopie einerseits die Chance T. brucei eindeutig im Gewebe
des ZNS zu lokalisieren und morphologisch detailliert zu beschreiben. Andererseits eroffnete
sie aber auch die Méglichkeit bereits bestehenden Hypothesen von Schmidt, Ormerod und
Hussein sowie von Poltera zu tUberprifen und das vorhandene Wissen uber den Parasiten
selbst und Uber die Pathogenese zu erweitern. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von
ausgewahlten Bereichen von Rattengehirnen im sekundaren Krankheitsstadium (22-34 Tage
p.l.) wurden dazu in Kooperation mit Professor Wolburg angefertigt. Zu den untersuchten
Gehirnbereichen gehérten das Corpus striatum, das Cerebellum, der Kortex, der Plexus
choroideus sowie Bereiche um die Blut-Hirn-Schranke, da in diesen Bereichen bereits von
anderen Autoren Trypanosomen vermutet und immunhistologisch beschrieben wurden
[Masocha et al, 2004; Mulenga et al, 2001; Tuntasuvan et al, 2000; Rodrigues et al, 2009].

In den angefertigten elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnten Trypanosomen
lediglich im Bereich des Plexus choroideus lokalisiert werden, wahrend sich im Parenchym
des ZNS (Corpus striatum, Cerebellum und Kortex) und im neuronalen Gewebe um die Blut-
Hirn-Schranke keine Parasiten nachweisen lief3en.

Dieses Ergebnis passt gut zu den Ergebnissen von Masocha et al (2004) und Poltera et al
(1980), in denen Trypanosomen primar im Bereich des Plexus choroideus und der
zirkumventrikularen Organe festgestellt werden konnten, bevor sie zu einem spateren
Zeitpunkt in der Pathogenese des meningoenzephalitischen Stadiums im Parenchym des
ZNS perivaskular nahe der Blut-Hirn-Schranke nachgewiesen wurden. Jedoch legen unsere
Ergebnisse im Gegensatz zu Masochas Ergebnissen nicht die Vermutung nahe, dass
Trypanosomen primér die Blut-Hirn-Schranke zur Invasion des ZNS Uberwinden.

Vielmehr lassen die angefertigten transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen auf
Grund des isolierten Befalls des Plexus choroideus vermuten, dass Trypanosomen in der
Initialphase des meningoenzephalitischen Stadiums, die wir in unseren Versuchen
wahrscheinlich darstellen konnten, nicht die Blut-Hirn-Schranke passieren, sondern zunachst
den Plexus choroideus besiedeln. Dies wirde zum einen eine Hypothese von Schmidt aus
dem Jahr 1983 bekraftigen, der den Plexus choroideus als Ausgangspunkt fur die
Entwicklung des meningoenzephalitischen Stadiums vorschlug, aber dies experimentell nicht
eindeutig darstellen konnte [Schmidt, 1983] und zum anderen die Ergebnisse von Ormerod
und Hussein (1986) sowie von Poltera et al (1980) bestatigen und erweitern (vgl. Kapitel
4.2).

Es muss jedoch bedacht werden, dass durch die angefertigten elektronenmikroskopischen
Aufnahmen nur ein kleiner und ausgewahliter Ausschnitt aus dem Gewebe des zentralen
Nervensystems untersucht werden konnte. Daher lasst sich nicht ausschlieRen, dass
einzelne Trypanosomen bereits in anderen, nicht untersuchten Gebieten und Arealen, wie

z.B. den Virchow Robin Raumen oder den septalen Kerngebieten lokalisiert sein kénnten.
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Ein Austritt von Trypanosomen durch die Blut-Hirn-Schranke zum Zeitpunkt der
Untersuchung erscheint jedoch nahezu ausgeschlossen, da dies in den elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen sichtbar gewesen ware. Eine Besiedlung der perivaskularen
Raume durch T. brucei zu spéateren Infektionszeitpunkten, wie von Poltera et al 1980

beschrieben, kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.

4.2 Beschreibung des Infektionsverlaufs anhand von elektronen-

mikroskopischen Aufnahmen

Durch den Vergleich transmissionselektronenmikroskopischer  Aufnahmen  von
verschiedenen Bereichen des zentralen Nervensystems (24 Tage p.l. und 34 Tage p.l.)
konnte ein friher Abschnitt der Pathogenese des meningoenzephalitischen Stadiums
beschrieben und rekonstruiert werden. Wie von Schmidt (1983) vermutet und von Poltera et
al (1980) histopathologisch beschrieben, waren in den transmissionselektronen-
mikroskopischen Aufnahmen 22 Tage nach Infektion konstant zahlreiche Trypanosomen im
Bereich des Plexus choroideus nachweisbar, wahrend dies im Bereich der Blut-Hirn-
Schranke zu diesem Infektionszeitpunkt nicht moglich war. Im Bereich des Plexus
choroideus lie3en sich, wie von Schmidt (1983) und Poltera et al (1980) vermutet, zahlreiche
Trypanosomen im intravasalen Raum der fenestrierten Kapillaren, im Stroma (Interstitium)
des Plexus choroideus basolateral des Plexusepithels und im Liquor cerebrospinalis apikal
des Plexusepithels lokalisieren. Alle nachgewiesenen Trypanosomen waren extrazellular
lokalisiert, so dass frihere Beschreibungen einer amastigoten Form [Ormerod und
Venkatesan, 1971] sowie von intrazellularen trypomastigoten Formen im Bereich des
Plexusepithels [Ormerod und Hussein, 1986] nicht festgestellt werden konnten. Neben den
zahlreich im Stroma des Plexus choroideus lokalisierten Trypanosomen lieBen sich dort
keine inflammatorischen Zellen wie Plasmazellen, Makrophagen oder Mott-Zellen, wie dies
von Poltera et al (1980) zu spateren Infektionszeitpunkten beschrieben wurde, nachweisen.
Jedoch zeigte sich, wie bei Poltera et al (1980), eine interstitionelle Odembildung, die zu
einer Ausweitung des sonst schmalen Stromas des Plexus choroideus flhrte [Poltera et al,
1980]. Apikal des Plexusepithels waren Kolmer Zellen, die von Monozyten abstammen
[Engelhardt et al, 2001], nachweisbar. Dies kdnnte auf eine beginnende inflammatorische
Reaktion im Bereich des Plexus choroideus, die sich zu einem spateren Infektions-
zeitpunkten manifestiert und bereits von Poltera et al (1980) im Mausmodell beschrieben
wurde, hinweisen.

Neben den im Interstitium lokalisierten Trypanosomen waren einzelne Trypanosomen in den
transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen gelegentlich im Liquor cerebrospinalis
und somit im Lumen des Seitenventrikels detektierbar. Da sich der Ubertritt bzw. Eintritt der
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Trypanosomen in das Stroma des Plexus choroideus nicht direkt durch den Nachweis einer
Migration Uber das Endothel der fenestrierten Kapillaren im Plexus choroideus aufzeigen
lie, konnten Trypanosomen auch an anderen Regionen auf3erhalb des untersuchten
Bereiches aus dem intravasalen Raum ausgetreten und in das Stroma des Plexus
choroideus eingewandert sein. Jedoch legte der Nachweis von Trypanosomen in den
fenestrierten Kapillaren des Plexus choroideus und in dessen Stroma die Vermutung nahe,
dass Trypanosomen im Bereich des Plexus choroideus den intravasalen Raum Uber das dort
lokalisierte und fenestrierte Kapillargeflecht verlassen, in das Stroma des Plexus choroideus
eindringen und von dort aktiv oder passiv entweder trans- oder parazellular tUber das
Plexusepithel in den Liquor cerebrospinalis wandern [Engelhardt und Wolburg, 2004]. Somit
konnte der Plexus choroideus nicht nur eine zentrale Rolle bei der Entstehung zahlreicher
anderer Infektionen und inflammatorischer Reaktionen [Engelhardt et al, 2001], sondern
auch eine zentrale Rolle bei der Pathogenese des meningoenzephalitischen Stadiums der
humanen afrikanischen Trypanosomiasis spielen. Der Plexus choroideus scheint als priméare
Zwischenstation auf dem Weg zur Entwicklung des meningoenzephalitischen Stadiums
besonders geeignet, da Trypanosomen auf Grund des fenestrierten Endothels des
Kapillargeflechts und der sich daraus ergebenden erh6hten Permeabilitat [Goodwin, 1971]
relativ einfach in das Stroma eindringen konnen und dort ein ideales Milieu mit ausreichend
Nahrstoffen zum Uberleben vorfinden konnten.

Zudem werden durch die sekretorische Funktion des Plexusepithels [Davson und Segal,
1970] zahlreiche antioxidative Substanzen aus dem Blut Uber das Stroma des Plexus
choroideus in den Liquor cerebrospinalis transportiert [Spector and Eells,1984], so dass im
Plexus choroideus selbst hohe Konzentrationen dieser Substanzen vorliegen [Lonnrot et al,
1996]. Dies konnte auch fur Trypanosomen im Stroma des Plexus choroideus eine Art
protektiven Vorteil darstellen.

Da das Stroma des Plexus choroideus nur einen kleinen und begrenzten Raum darstellt,
kénnen sich dort Trypanosomen nicht unendlich ansammeln bzw. uneingeschrénkt
vermehren. Moéglicherweise proliferieren dort zunachst Blutstromformen von Trypanosomen,
die schlie3lich ihre Zelldichte zur dauerhaften Besiedlung regulieren. Dies kénnte Uber eine
Differenzierung zu stumpy Formen erfolgen, wie es fir Blutstromform-Trypanosomen in vitro
von Figarella et al, 2005 beschrieben wurde. Vermutlich gelangt das dabei sezernierte PGD,
in den Liquor cerebrospinalis und fuhrt an hypothalamische Kerngebieten zu Alternationen
des Schlaf-Wach-Rhythmus [Figarella et al, 2005]. Alternativ kdnnte es auch zu einer
fluktuierenden Besiedlung des Plexus choroideus kommen, bei der die Trypanosomen durch
immunologische Faktoren reduziert werden, so dass ihre Zahl ahnlich wie bei der
Parasitamie wellenartig verlauft [Sanderson et al, 2008]. Dies wiurde erklaren, weshalb im

Bereich des Plexus choroideus Trypanosomen lokalisiert werden konnten, die einen
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eindeutig nachweisbaren Oberflachenmantel aus VSG aufwiesen, wahrend dieser bei
anderen Trypanosomen eindeutig nicht nachweisbar war. Mdglicherweise gehéren Trypano-
somen ohne Oberflichenmantel einer alteren Trypanosomenpopulation, die nicht mehr
Uberlebensfahig ist, an, wohingegen die Trypanosomen mit Oberflaichenmantel bereits eine
neue Population darstellen, die den Plexus choroideus besiedelt.

Ebenso ist es durchaus denkbar, dass T. brucei im Bereich des Interstitiums des Plexus
choroideus morphologische (vgl. Kapitel 3.5.1) und/oder biochemische Verénderungen
vollzieht und sich an das Milieu des ZNS anpasst. Dies kdnnte einzelnen, angepassten
Trypanosomen eine Migration Uber das Plexusepithel in den Liquor cerebrospinalis und von
dort aus in andere Hirnregionen ermdglichen. Vermutlich migrieren aber auch nicht
angepasste Trypanosomen uber das Plexusepithel in den Liquor cerebrospinalis. Jedoch ist
aus Experimenten an nicht abgestillten Mausen, denen Blutstromformen von Trypanosomen
ungezielt mittels mechanischer L&asion in das ZNS injeziert wurden, bekannt, dass die
Blutstromformen von T. brucei im Gewebe des zentralen Nervensystems kein geeignetes
Milieu zum langerfristigen Uberleben vorfinden [Baford et al, 1987] und degenerieren. In
diesem Zusammenhang blieb jedoch ungeklart, ob dies nur fur bestimmte Blutstromformen
oder fiur alle Blutstromformen von T. brucei zutrifft. So muss vermutet werden, dass eine
Anpassung von T. brucei an das Milieu des ZNS die Grundlage fir ein langfristiges
Uberleben und somit auch fiir eine Migration tiber den Liquor cerebrospinalis darstellt.

In elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Rattenhirnen, 34 Tage nach Infektion, lieen
sich Trypanosomen im Liquor cerebrospinalis apikal des Plexusephitels, in raumlicher Nahe
zu Epiplexus-Zellen (Kolmer Zellen), nachweisen (Abbildung 29). Dabei zeigte ein
Trypanosom Anzeichen flir apoptotische Prozesse in Form eines blebbings der Zellmembran
auf, wahrend dies bei einem anderen Trypanosom nicht festzustellen war. Méglicherweise
stellen die beiden in Abbildung 29 aufgezeigten Trypanosomen im Liquor cerebrospinalis
angepasste und nicht angepasste Formen dar. Jedoch kann dies nur als Vermutung
aufgefasst werden, da zum Nachweis einer Anpassung an das Millieu des Ligour
cerebrospinalis und des ZNS weitere morphologische und vor allem biochemische
Untersuchungen durchgefiihrt werden mussten. Jedenfalls wirde der Nachweis von
Trypanosomen im Liquor cerebrospinalis den Trypanosomen, wie von Schmidt bereits 1983
vermutet, die Mdglichkeit erdoffnen Gber den Liquor cerebrospinalis in andere Gebiete, wie
z.B. in die nahe gelegenen Virchow-Robin Raume, einzudringen und schliel3lich zu einer
Invasion des Gehirnparenchyms zu fiihren [Schmidt, 1983]. Ahnliche Wege wurden auch von
anderen Autoren vorgeschlagen [Poltera et al, 1980; Ormerod und Hussein, 1986]. Bisher
lie sich diese Migration der Trypanosomen aus dem intravasalen Raum der fenestrierten
Kapillaren des Plexus choroideus uber das Plexusstroma und Epithel in den Liquor

cerebrospinalis sowie ihre weitere Ausbreitung nicht eindeutig oder nur teilweise [Poltera et
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al, 1980] nachweisen. Daher konnten die angefertigten transmissionselektronen-
mikroskopischen Aufnahmen den primaren Abschnitt der friihen Pathogenese des
meningoenzephalitischen Stadiums darstellen und bestatigen. Transmissionselektronen-
mikroskopische Aufnahmen zu spateren Infektionszeitpunkten, zur vollstandigen Darstellung
der Pathogenese, v.a. sekundarer Abschnitte, wurden in dieser Arbeit nicht angefertigt, um
zu verhindern, dass Versuchstiere Krankheitssymptome entwickelten. Deshalb wurde flr
diese Abschnitte der Pathogenese des meningoenzephalitischen Stadiums die von Schmidt
1983 vorgeschlagene Arbeitshypothese Gbernommen.

Die transmissionselektronenmikroskopischen Ergebnisse lassen vermuten, dass Trypano-
somen primar den Weg uUber die Blut-Liquor-Schranke und somit Uber den Plexus
choroideus und den Liquor cerebrospinalis zur Invasion des zentralen Nervensystems
nutzen und nicht vorrangig die Blut-Hirn-Schranke, wie bislang angenommen, préferieren
[Grab et al, 2009; Mulenga et al, 2001]. In allen elektronenmikroskopischen Aufnahmen
entlang der Blut-Hirn-Schranke zwischen dem 24. und 34. Tag nach Infektion konnten keine
Trypanosomen im extravasalen Raum festgestellt werden, wahrend dies im Plexus
choroideus der Fall war. Ebenso zeigten sich keine zerebralen L&sionen, wie von Kager et al
(2009) und Braakman et al (2006) zu spateren Infektionszeitpunkten beschrieben, oder
perivaskulare, entziindliche Infiltrate [Masocha, 2004]. Es ist jedoch nicht auszuschlie3en,
dass zu einem spateren Zeitpunkt der Infektion Trypanosomen Uber die Blut-Hirn-Schranke
in das Parenchym des zentralen Nervensystems eindringen und dort entziindliche Infiltrate
und zerebrale Lasionen hervorrufen.

Die Ergebnisse stellen vielmehr einen frihen Weg der Entwicklung des meningo-
enzephalitischen Stadiums durch T. brucei dar und unterstitzen die von Schmidt 1983
vorgeschlagene Hypothese der Teilung der Pathogenese des meningoenzephalitischen
Stadiums in drei Phasen [Schmidt, 1983]:

1) Invasion des Plexus choroideus und des Liquor cerebrospinalis
2) Besiedlung der Virchow Robin Raume

3) Invasion des Parenchyms des zentralen Nervensystems

Schmidt konnte 1983 diese Hypothese aufgrund von phasenkontrastmikroskopischen
Aufnahmen von Gehirnschnitten und auf Grund von histopathologischen und ersten
elektronenmikroskopischen Vorarbeiten anderer Wissenschaftler [Poltera et al, 1980;
Ormerod und Hussein, 1986] bilden. Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse verstarken
diese Annahme durch den transmissionselektronenmikroskopischen Nachweis von T. brucei

in entsprechenden Regionen zu entsprechenden Infektionszeiten.
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Mdglicherweise sollte der Hypothese jedoch mindestens eine weitere Phase hinzugefiigt
oder die Hypothese durch eine Phase erweitert werden. Dieser Vorschlag kénnte einerseits
von Ergebnissen von Bafort et al aus dem Jahr 1987, in denen die Evidenz erbracht wurde,
dass die Blutstromformen von T. brucei nicht dauerhaft im Gewebe des zentralen
Nervensystems uberleben kénnen [Bafort et al, 1987] und andererseits durch eine mdgliche
Isolierung einer bislang morphologisch nicht beschriebenen Trypansomenform (vgl. Kapitel
3.5) aus dem Gewebe des ZNS unterstiitzt werden. Beide Erkenntnisse kénnten darauf
hinweisen, dass eine bislang nicht beschriebene, morphologisch und auch biochemisch
angepasste Form und somit ein neues Stadium im Lebenszyklus von T. brucei existiert. Eine
solche Form spielt moglicherweise fur die Verbreitung der Trypanosomen eine evolutionar
wichtige Rolle. Durch eine Invasion des zentralen Nervensystems mittels einer angepassten
Form konnte der Wirt Gber die Hemmung von Schutzreflexen und die Erzeugung eines
apatischen, schlafrigen Zustandes [Cook und Zumla, 2003] fur den Vektor, sprich fir
Glossinen und deren Bisse, leichter empféanglich werden, so dass der Parasit leichter vom
Wirt auf den Vektor Ubertragen werden konnte. Dies wiirde jedoch voraussetzen, dass
Trypanosomen aus dem Gewebe des Gehirns auch retrograd ins Blut des Wirtes migrieren,
um selbst von der erhohten Wahrscheinlichkeit einer Ubertragung zu profitieren. Ein solcher
relapse wurde bereits in zahlreichen Fallen von Krankheitswiederauftritten nach
medikamentdser Behandlung festgestellt [Jennings et al, 1979; Robays et al, 2008] und in
Verbindung mit einer Besiedlung des ZNS und des Hodens gebracht [Jennings et al, 1979;
Claes et al, 2009]. Ebenso sollten retrograd ins Blut migrierende Trypanosomen eine
Differenzierungsfahigkeit zu slender und stumpy Formen aufweisen, um die natirliche
Infektion aufrecht zu erhalten. Es ist zu vermuten, dass eine solche, an das Gewebe des
ZNS angepasste Trypanosomenform, sich bereits friih im Umfeld des Plexus choroideus
ausbildet und somit die Invasion des Plexus choroideus den eigentlichen Ausgangspunkt fr
die Entwicklung des meningoenzephalitischen Stadiums darstellt [Schmidt, 1983; Poltera et
al, 1980]. Mdglicherweise spielen dabei bislang unbekannte Faktoren, die entweder vom
Plexusepithel oder vom Parasit selbst [Poltera et al, 1980] sezerniert werden, eine wichtige
Rolle. Es ist aber auch durchaus mdglich, dass die Adaptation an das Gewebe des ZNS
ebenso in anderen Bereichen stattfinden kdnnte. Der Plexus choroideus scheint jedoch, auf
Grund der bereits beschriebenen Eigenschaften, ein geeignetes Umfeld fiir eine solche
Anpassung darzustellen.

Daher liegt es abschlieBend nahe, durch eine Verknipfung der bisherigen Erkenntnisse
[Schmidt, 1983; Poltera et al, 1980; Ormerod und Hussein, 1986; Bafort et al, 1987; Jennings
et al, 1979] und der Ergebnisse, die in dieser Arbeit erzielt wurden, die Pathogenese des

meningoenzephalitischen Stadiums wie folgt zu gliedern:
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1. Invasion des Plexus choroideus
A) Besiedlung des Stroma Uber das fenestrierte Endothel des Kapillargeflecht
B) Anpassung/Differenzierung (morphologische und/oder biochemische An-
passungen)
C) Migration Uber das Plexusepithel in den Liquor cerebrospinalis (trans- oder
parazellular)
2. Ausbreitung Uber den Liquor cerebrospinalis mit Besiedlung der Virchow Robin
Raume

3. Invasion des Parenchyms des zentralen Nervensystems

\Virchow-Robin Raum
|
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Abbildung 38: Schema der Pathogenese des meningoenzephalitischen Stadiums

Die Abbildung zeigt einen schematischen, moglichen Ablauf der Pathogenese des meningoenzephalitischen
Stadiums. Zunéchst gelangen Trypanosomen aus dem intravasalen Raum in das Stroma des Plexus choroideus
(IA); dort proliferieren sie und regulieren ihre Zelldichte. Unter den Trypanosomen bilden sich mdoglicherweise
morphologisch und/oder biochemisch veréanderte Trypanosomenformen aus, die an den Liquor cerebrospinalis
oder das Gewebe des zentralen Nervensystems angepasst sind (IB). Diese Formen sowie unangepasste Formen
verlassen den Plexus choroideus para- oder transzellular (IC). Wahrend die unangepassten Formen
degenerieren, dringen die angepassten Gehirn-Formen Uber den Liquor cerebrospinalis in die Virchow Robin
Raume (I1), von wo aus sie in das Gewebe des zentralen Nervensystems eindringen kdnnen (111).

Modifizierte Abb. nach Nature Reviews Immunology, 2003 (Ransohoff RM, Kivisdkk P und Grahame Kidd G).
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4.3 Isolierung von T. brucei aus dem Gewebe des zentralen

Nervensystems

Um eine morphologische Charakterisierung von Trypanosomen aus dem Gewebe des
zentralen Nervensystems zu ermdglichen, mussten diese aus dem ZNS isoliert werden. Da
bislang keine Methode zur Isolierung von Trypanosomen aus dem ZNS beschrieben worden
ist, musste zunachst eine geeignete Methode entwickelt werden.

In dieser Arbeit gelang es, T. brucei aus dem Gewebe des zentralen Nervensystems in
Flissigkultur zu isolieren (vgl. Kapitel 3.5) und morphologisch zu beschreiben. Bei der
Isolierung konnte eine Kontamination von Trypanosomen aus dem intravasalen Raum und
nicht neuronalen Gewebe ausgeschlossen werden, weil in séamtlichen Negativkontrollen (vgl.
Kapitel 3.4) keine Trypanosomen nachgeweisbar waren. Da isolierte Trypanosomen (AnTat
1.1) in flussigem HMI9-Medium nicht proliferierten, wurde bislang noch kein Kultivierungs-
system entwickelt, um eine weitere biochemische Analyse dieser Trypanosomen zu
ermdoglichen. FUr eine weiterfihrende Kultivierung ware moéglicherweise ein Kultivierungs-
system, das semi-solide Medien, wie z.B. auf HMI9-0,65% Agaroseplatten [Vasella und
Boshart 1996; Carruthers und Cross, 1992] verwendet oder eine Kultivierung auf Astrozyten,

Firboblasten, Neuronen oder Ependymzellen geeignet.

4.4 Morphologische Beschreibung von isolierten Trypanosomen aus

dem Gewebe des zentralen Nervensystems

Isolierte Trypanosomen aus dem Gewebe des zentralen Nervensystems wurden flr eine
morphologische Untersuchung und Beschreibung mittels Phasenkontrast- und Fluoreszenz-
mikroskopie verwendet. Zudem wurde die Morphologie von T. brucei anhand elektronen-
mikroskopischer Aufnahmen im Bereich des Plexus choroideus beschrieben.

Wie im Ergebnisteil (vgl. Kapitel 3.5) bereits dargestellt, konnten isolierte Trypanosomen
nach phasenkontrastmikroskopischer Untersuchung in drei Populationen eingeteilt werden.
Eine Trypanosomenpopulation wurde als klein, kurz und dick und eine andere als lang und
schlank gekennzeichnet. Beide Populationen erinnerten stark an die normalerweise im Blut
vorkommenden stumpy und slender Formen. Daher musste davon ausgegangen werden,
dass es sich bei diesen Populationen um stumpy und slender Blutstromformen von T. brucei
handelte, die moglicherweise aus dem Stroma des Plexus chroideus isoliert wurden, unter
dessen Einfluss sie sich eventuell veréndert hatten (vgl. Kapitel 4.3). Da es wahrscheinlich
ist, dass Blutstromformen von Trypanosomen aufgrund der erhohten Permeabilitdt des

fenestrierten Endothels [Goodwin, 1971] und dem daraus resultierenden Millieu im Stroma
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des Plexus choroideus uberleben kdnnen, ist anzunehmen, dass sowohl slender als auch
stumpy Formen im Stroma des Plexus choroideus vorkommen.

Neben diesen beiden Trypanosomenformen, die wahrscheinlich dauerhaft oder fluktuierend
[Sanderson et al, 2008] das Stroma des Plexus choroideus im sekundaren
Krankheitsstadium besiedeln, konnte eine weitere, verlangerte, ein langes Flagellum
tragende Trypanosomenform mit einem langen und schmalen Zellkérper aufgefunden
werden (vgl. Abbildung 34 C). Mdglicherweise handelt es sich bei dieser Form um eine neue
Trypanosomenpopulation, die speziell an das ZNS angepasst ist. Auf Grund fluoreszenz-
mikroskopischer Untersuchungen nach einer Farbung mit Bisbenzimid konnten diese,
maoglicherweise angepassten Trypanosomen als trypomastigot charakterisiert werden.

Die morphologische Beschreibung dieser Trypanosomenform weist Parallelen zu friiheren
Experimenten auf, in denen von Poltera et al (1980) und von Schmidt und Bafort (1987) in
phasenkontrastmikroskopischen Aufnahmen teilweise verlangerte, schlanke, Flagellum
tragende Trypanosomen im Gewebe des zentralen Nervensystems vermutet wurden.
Mdglicherweise kdnnte das lange Flagellum der Trypanosomen einerseits fir einen Zell-Zell-
Kontakt zu Zellen des zentralen Nervensystems, vergleichbar mit einem Zell-Zell-Kontakt
von epimastigoten Formen zu Epithelien in den Speicheldriisen [Tetley und Vickerman,
1985] dienen, anderseits kénnte das lange Flagellum aber auch zu einer gesteigerten
Mobilitat [Ralston, et al 2009] und zusammen mit dem schmalen und langen Zellkérper zu
einer schnelleren Fortbewegung der Trypanosomen im Liquor cerebrospinalis beitragen.
Zusammenfassend kann vermutet werden, dass zwar alle isolierten Trypanosomenformen
aus dem Gewebe des ZNS in der Initialphase des meningoenzephalitischen Stadiums das
Stroma des Plexus choroideus besiedeln und wenige anschlieRend tber das Plexusepithel in
den Liquor cerebrospinalis gelangen [Poltera et al, 1980]. Jedoch dringt wahrscheinlich nur
eine angepasste Form Uber den Liquor cerebrospinalis und die Virchow Robin Raume in das
Parenchym des zentralen Nervensystems ein, wahrend unangepasste Formen im Liquor
cerebrospinalis degenerieren.

Nahezu alle erzielten Ergebnisse und viele friihere Experimente [Bafard et al, 1985, Poltera,
1980, Jennings et al, 1979] weisen daher darauf hin, dass eine bislang nicht beschriebene,
speziell an das Gehirn adaptierte Trypanosomenform bzw. Population existieren kdnnte. Es
ist denkbar, dass diese Form sowohl eine morphologische als auch biochemische Adaption
an das Gewebe des zentralen Nervensystems vollzogen hat. Daher wiirde es nahe liegen,
diese Form als Gehirn-Form zu bezeichnen. Mdoglicherweise stellt die experimentell
nachgewiesene, ein langes Flagellum tragende, trypomastigot differenzierte Trypanosomen-
form mit einem langen und schmalen Zellkdrper eine solche Gehirn-Form und somit ein

neues Stadium im Lebenszyklus von T. brucei dar.
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Durch ihre Isolierung aus dem Gewebe des zentralen Nervensystems konnte zum einen eine
erste morphologische Beschreibung durchgefiihrt und zum anderen ein Zugang fiir weitere
biochemische und morphologische Untersuchungen erdffnet werden.

Eine abschlieRende morphologische und biochemische Analyse dieser Form, die zu neuen
therapeutischen Ansatzmdglichkeiten im meningoenzephalitischen Stadium fuhren kénnte,

bleibt Gegenstand weiterer Forschungsarbeiten.
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