Charakterisierung der Aquaglyceroporine
von Trypanosoma brucei

DISSERTATION

der Fakultat fir Chemie und Pharmazie

der Eberhard Karls Universitat Tibingen

zur Erlangung des Grades eines Doktors

der Naturwissenschaften

2010

vorgelegt von

Bjorn Bassarak



Tag der miindlichen Priifung: 26. August 2010

Dekan: Prof. Dr. Lars Wesemann
1. Berichterstatter: Prof. Dr. Michael Duszenko

2. Berichterstatter: Prof. Dr. Florian Lang



Danksagung

Herrn Prof. Dr. Michael Duszenko danke ich fiir die interessante Themenstellung, die kollegiale
Betreuung, die stete Hilfs- und Diskussionsbereitschaft sowie fiir die guten Arbeitsbedingungen im
Labor.

Herrn Prof. Dr. Florian Lang danke ich fiir die Erstellung des Zweitgutachtens.

Zu Dank verpflichtet bin ich auch Prof. Dr. Christine Clayton (Zentrum fir Molekulare Biologie der
Universitat Heidelberg, Heidelberg) fir die PC 1313-514 Zelllinie und den p2T7TAblue Vektor sowie
Professor George Cross (Rockefeller University, New York) fiir die SMB Zelllinie und den pLEW100
Vektor.

Bei Néstor Uzcategui bedanke ich mich herzlich fiir seine Vorarbeiten und die profunde Einfiihrung in
die Thematik. Sein Arbeitsstil und seine Arbeitsmoral waren mir Vorbild und Hilfe bei der Laborarbeit.

Ich mochte weiter allen meinen Dank aussprechen, die mit ihrem Einsatz zum Gelingen dieser Arbeit
beigetragen haben. Ich danke Caroline Schonfeld fiir ihre unerschitterliche Geduld und ihre
tatkraftige Hilfsbereitschaft, Witta Kaiser und Derya Demirsal fir ihre Hilfe bei Trypanosomen-
Kulturen, Stefan Mogk filir seine Zusammenarbeit zu Blutform-Knockdowns, Patrick Merkel und
Rudolf Koopmann fiir ihre Molekularbiologie-Tipps, Khalid Muhammad fir seine Hilfsbereitschaft,
Viola Denninger flr ihre Gesprachsbereitschaft, Bjorn Buchholz und Torsten Barth fiir ihre
Kameradschaft und der Laborgruppe Duszenko allgemein fiir das nette Arbeitsklima.

Mein herzlichster Dank gilt meinen Eltern, die mich immer bedingungslos unterstiitzt haben.



Abkiirzungen

AQP
AGO
ATUB
BF
BLE
bp
BSA
cDNA
CGA
dNTP
dsRNA
EDTA
eGFP
FITC
HEPES
HYG
ICso
IPS

kb

kDa
MIP
miRNA
MiITat
NAD
NEO
nt
PBS
PC
PCR
PGPEET"
RISC
RNAI
RNase
rpm
SiRNA
SMB
SSC
ssRNA
T7PRO™
T7RNAP
TDB
Tet
TETR
Tris
UTR
uv
VSG
WHO
X-Gal

Aquaglyceroporin

Argonaut

a-Tubulin

Blutform der Trypanosomen
Phleomycin bindendes Protein
Basenpaare

Bovines Serumalbumin
complementary DNA
Citrat-Glucose-Anticoagulans
2’-Desoxyribonukleotid 5’-triphosphat
doppelstrangige Ribonukleinsdure
Ethylendiamintetraessigsaure
enhanced green fluorescent protein
Fluoresceinisothiocyanat
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Hygromycin Phosphotransferase
mittlere inhibitorische Konzentration
impacts per second

Kilobase

Kilodalton

major intrinsic protein

microRNA

Molteno institute trypanozoon antigenic type
Nicotinamidadenindinukleotid
Neomycin Phosphotransferase
Nukleotide

phosphate buffered saline
Procyclische Form der Trypanosomen
Polymerase-Kettenreaktion
Tetracyclin induzierbarer GPEET Procyclin Promoter
RNAI inducing silencing complex

RNA Interferenz

Ribonuklease

revolutions per minute

small interfering RNA

single marker bloodstream form
standard saline citrate

einzelstrangige RNA

Tetracyclin induzierbarer T7 Promoter
T7 RNA Polymerase

trypanosome dilution buffer
Tetracyclin

Tetracyclin Repressor
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
untranslated region

Ultraviolett

variant surface glycoprotein
Weltgesundheitsorganisation
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1 1] 0] 1= 1 R 1
1.1 TIYDANOSOMA DIUCEI ...ttt ettt ettt e s ettt e st e et e s e esaseesaneenanes 1
1.1.1  Krankheitsbild und BehandlungsmoglichKeiten ...........cccueiiviieeiiiiie e 2
1.1.2  Taxonomie UNd MOrphOlOZIE .....c.c.eiiuiiiiiiiieeie ettt bbb enee s 3
O G T Y o YT 0 4 1V SR N 4
1.1.4 Ungewdhnliche biologische Eigenschaften .........coceoiiiiiiiiiiiiiiieieee e 6
1.1.4.1 ENErgieStOffWECNSE .....oe e e s e e et e e e e e e eareeeeas 6
1.1.4.2 VSG ANtiGENVAIIAtioN...ciiiiiiiiiiiie e e 8
1.1.4.3  Genom, polycistronische Transkription und Transspleien ..........cccceeecviiiivciee e e, 8
1144 RNA INEEITEIENZ ...ttt ettt st e e e st e e s s ate e e saaeeessabbeessannaeesnseeeens 9
1.2 o KX =T g o T XY o] o ST PP PPPPPPPPPPPPPPPPPPPPRt 11
1.2.1  Major INTrNSIC PrOtINS ....veiiiiiiie ittt s s e s e e e senne e e snaeeeeas 11
1.2.1.1 PrOTEINSTIUKEUL 1eevtiieiiee ittt sttt e st e be e sabe e s sbeeebeesbaeeabaeesaaeenbaeesaseenneas 13
1.2.1.2 PermeabilitatSmMeChaniSMUS ......cooiiiiiiie e e et 15
1.2.2  Aquaglyceroporing in Trypan0oSOMQ BIUCEI ..............ccccuueeeeiiueeeiiiieeeesiteeeeeiieeesiveeeestseeeessaeeesnsreeeans 16
2 ZielSetzuNg der ArDeit.......ccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiinisissiisisisissssssssssssssss s s s s s s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 18
3 Material Und Methoden.........eeuiiiiiiiiiiiiiiiiinereen e ssssse s ssssssssnssesssssssssssnnssassssssssssnnnnens 19
3.1 1Y Lo (=1 [« | PSSR 19
TR0 0 A Y /=T YU T o 0T == o 1 o 1 =T ISR 19
3.1.11 TrYPANOSOMEN ..ttt et e e e s s b et e e e e s b et e s e e e s e s saraaereeeseans 19
3.1.1.2 ST 1T EO PP PRRPPTOPR 22
3.1.2  ANEIKOIPET ettt ettt ettt b e ettt b et e bt e e bt bt e e be e e bt e e b et e hte s be e e bt e sbeeennee et 22
B I T O 1 1= oY YU 1 =T [ [PPSR 22
R TR S S - 1 4 o =T OO PO PRTUPRTPPPROPPRINt 24
700 T T Q1 £ OO POTUPRTRPRRPPRN 25
R T8 L ST @ o 1= 0 211 1T F OO TSP O PP PPPRPPPRINt 25
3.1.7  Verbrauchsmaterialien .........ceo ittt st e e e e st eseanaeas 27
3.1.8  Maedien, PUffer Und LOSUNGEN .......ccocuiieiiieeeecee e cetee e sttee e et e e s saae e e setae e e s sate e e senaeeeesnsaeeesnnneeesnnnaeas 28
3.1.8.1 IMIEAIEIN ettt ettt sttt e e sttt e e e sttt e s bt e e e sabbeeesnbeeesabeeeeaabbeeeenbeeesannaeas 28
3.1.8.2 PUFFEr UNG LOSUNZEN ..eeeeieiiiie ettt ettt ettt e et e st e e et e e s saae e e e sata e e e snteeesneeeeesnsaeeesnseeesnnnnnas 33
K R I C =T - | (TSSO P PP PPPT ORI 36
3.1.10 Software und Datenbanken ..........oo i s 37
3.2 IMEBTROAEN ..ottt et ettt s e ettt e e et e e et e e et eeeaatbe e e e ataeeeabeeean 38
3.2.1  KUltivierung VON OFZaniSIMEN ......uuiiieuieeeiiteeeesieeeeeeteeestteeeesateeesssaeeesssaeeesssseeesssssesesssseessssseesssnseees 38
3.21.1 TrYPANOSOMA DIUCEI .eeiiieiiiiiiiec ettt e e e e e e e rtr e e e e e e sesanataeeeeeesesnntaaneeeseennes 38
3.2.1.2  ESCREIICRIA COIii ..ottt sttt st sttt st st e st e e sabe e sbeesanee s 41
3.2.2  UMEang mit NUKIEINSAUIEN ......cco ittt et e e e e st e e e e e e s enbaae e e e e e e s naraaeeeans 42
3.2.2.1 £y o 1 =T U o =S 42
3.2.2.2 o= | [U T oY - USRS 43
3.2.23 KonzentrationshestiMMUNG ........oiiiiiiicce e e et e e e e e e e nneeas 43
3.2.2.4  Agarose-GeleleKtrOphOrESe. ... ... uiiiiii it e e e e e e e e et e e e e e e e aaraes 43
3.2.25 Polymerase-KettenreaktioneNn.........c.ueeiiiiii it e s e e e 44
3.2.2.6 DNA-MOAIfIKATIONEN....eiiiiiiiie ettt e sttt e e sttt e ssabe e e s sabaeeessabaeessanaeas 45
3.2.2.7 ([ To T Y11 UL oV S 47



Inhaltsverzeichnis

3.2.2.8  Sequenzierung und SEQUENZANAIYSE ......ccceiveeieeiieieiiieeeesiteeeertee e esee e e e streeeesneeeeeenaeeesnseeeens 47

K 302 T 0T o [T} [ To T o 72=] o2 PP 47
3.2.4 Herstellung von KNockdoOWN-TryPan0oSOMEN .......ccccueeeeiuieeeeiiieeeeiireeesireeeessseeessssesessseesssssssessnnees 48
30 T Lo o i a1 T T 21 o | PSR PPRR 49
3.2.6  HYPOOSMOIArer SCNOCK........uviiieeiiie ettt e e sr e e e sate e e s aea e e e s aareeeentaeeennneas 51
32,7 ENZYM@SSAYS cuttttiiitiiiiiiiee ittt st e e s et a e e e s e e e s e nr e e e snraeas 51

4 EFEINISSE...eeeeeeeeiissssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnnnnnsnnnns 53
4.1 Lokalisierung der AQUAGIYCEIOPOIINEG ..........cocueeeieeeiiiieieeseteseet ettt 53
4.1.1  ImmuNfluoreszenz-AufNahmEN. ... e bbb n 53
4.1.2  AQP2-UDErEXPIrESSION ...vcvvevivitieriieeesetesetesesesssesessesesesesesesesesesessss s et st et esesesesesessssssasasasasesesesesesesesens 55
4.1.2.1 [ ToT V1T U T o V-SSR 55

4.1.2.2 Herstellung der Uberexpressions-TrypanoSOMeN ............cccueueeeeeeeeererererereresesesssesesesesesenenns 56

4.1.2.3 IMMUNFIUOreSZeNZ-AUTNANMEN ..cc.uiiiiiiee e e 57

4.1.2.4  Verifizierung der UDEreXpression ........ceeieeeeeveveuerereuesereseeesesesesesesesesesessssssssesesesesesesesesesesens 57

4.1.2.5 HYPO0OSMOtISChEr SCROCK......cooeiieicee e e e 58

4.2 AQP-RNAI-TIYDANOSOMIEN .....eeeeeeeeeiiiieieeeeeeeiiieet e e e eeesaitt et e e e s s sttt eeeeesssassstteeesesssasssteesaaessssssssseneaessas 60
4.2.1 Auswahl der KNoCKAOWN-SEQUENZEN .......ccuviieeiiiieeeiiee et et eette e e eettee e e te e e e easaee e saveaeesabaeeeennns 60
4.2.2  Klonierung der KNoCkdOWN-VEeKtOreN .........coiiiiriiiiiieiiee sttt sttt st s e e 61
4.2.3 Herstellung der RNAI-TransfOrmManten.......cueiiciiieeeeiiee et eettee et e e e str e e e etae e e s aveeeesabaeeeennns 63
4.2.4 Dokumentation der KNOCKAOWN-RATE........ccuuiiiiiiieiriee sttt eetee e e e e s seae e e snveeeesnbaeeenanes 64
4.2.4.1 Beispiel eines KNoCKAOWN-VErlaufs.........cccieicuiei ittt et e 65

4.2.4.2  Verifizierung der verschiedenen PC-AQP-KNOCKAOWNS.........cccerveiriieriieeinienriieeniee e 66

4.2.4.3  Verifizierung der verschiedenen BF-AQP-KNockdoWNs..........ccccvveeeiiiiiiiiieeccciiee e 70

4.2.4.4 ZUSAMMENTASSUNE ....eeeiiieiitieeiiee sttt ettt site et e sab e et e st e st e e sabeesateesabeesaseesabeesabeesabeesnneess 72

4.2.5  WaChSTUMSKUIVE ... .viiiiiiiiiecee ettt st st e s be e s be e s be e s beesabeesabeesaseesabeesaseens 72
4.2.6  HypoOoSMOLISCHEI SCNOCK ...cccueiiiiiiiiiiiieee ettt sttt et s be e s s 73
4.2.7  GIYCerin-UbDerlebens-TeSt. ....ccueiiviieriieiiceictetett ettt sttt st et s st et ss st st ensstestersstesaessenis 75
4.2.8  Arsen- und ANtimMON-TranSPOIT ......ceieeiiereiiieeeesieeeeeiteeessteeeestaeeeseeeeesssseeeessteeesssseeeesasseeessssenessnnes 77

5 DiISKUSSION ...uuuueieeitiiiiiiis s s s s s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnns 79
5.1 Lokalisierung der AQUAGIYCEIOPOIINE .......c..eeveeeeeeeeeeieeeesieeeeetee e sste e e sttt e e e etee e s sataeesttaeesssseaesssseees 80
5.2 AQP-RNAI=TIYPDUNOSOMEN ......ceeeeeaeeeee ettt e e ettt e e e e e ettt e e e e e s sbsn e e aaeessaissneeaaeeaas 81
Bi2.1  AQPT ..ottt ettt h e et he e bt bt e e bt e e hee e be e e bt e e b et e bt e s beeebeeebaeenaee et 83
T Y O | OO PRTOPRRPPRNt 83
LI T\ | ST OOOU U OO PO PO PP PPTRPPRPPPRINt 85
T X | i SO PRUPRRRPRRNt 85

5.3 RESUMEE UNCT AUSDIICK ...ttt ettt ettt ettt st e sate e s e enasees 88

6 1Y <1 o1 89
7 LI =T LT Y= 7= 1] T T 91
8 Y e [T 0T o o TN =T o T 99



Einleitung

1 Einleitung

Trypanosomen sind parasitdar lebende, eukaryontische Einzeller. Thr Name setzt sich aus den
griechischen Wortern trypanon fiir Bohrer sowie soma fiir Kérper zusammen und bezieht sich auf die
langlich gewundene Zellform und die Art ihrer Fortbewegung. Zur Gattung Trypanosoma werden
weltweit mehrere hundert Arten gezahlt [BioLib 2010].

1.1 Trypanosoma brucei

Afrikanische Trypanosomen der Art Trypanosoma brucei wurden zum ersten Mal vor Gber 100 Jahren
von Sir David Bruce naher beschrieben und als Krankheitserreger identifiziert [Bruce 1895; Bruce et
al. 1903]. Die Erreger sind verantwortlich fur die afrikanische Schlafkrankheit beim Menschen und die
Tierseuche Nagana. Der Lebenszyklus von Trypanosoma brucei umfasst neben einem Saugerwirt, in
dem sie als Blutformen (BF) bezeichnet werden, ein Stadium als procyclische Parasitenform (PC) in
Stechfliegen der Gattung Glossina (Tsetsefliegen). Die drei Trypanosoma brucei-Unterarten werden
von verschiedenen Glossina-Arten Ubertragen. Das Verbreitungsgebiet der Erkrankungen ist auf das
begrenzte Lebensgebiet der Insektenvektoren beschrankt [Frey et al. 2001].

Tsetse fly modern distribution

Tsetse flies live today in f
moist savanna and woodlands, §
regions with > 500 mm of rain
a year.

Tsetse flies cary a parasite
which can infect

livestock and people with
trypanosomiasis

(sleeping sickness).

Abbildung 1 Geographische Verbreitung der Tsetsefliegen [Sept 1999]

Trypanosoma brucei gambiense ist verantwortlich fur die chronische Form der Schlafkrankheit in
Zentral- und Westafrika. Das mit Abstand wichtigste Reservoir flr Trypanosoma brucei gambiense ist
der Mensch, obwohl Haustiere wie Hund und Schwein sowie Wildtiere diese Trypanosomen-Unterart
beherbergen koénnen. Trypanosoma brucei rhodesiense verursacht die akute Form der
Schlafkrankheit in Ostafrika und ist fast immer eine Zoonose; Reservoir sind Nutztiere oder
verschiedene Wildtiere wie Warzenschwein oder Buschbock. Trypanosoma brucei brucei ist einer der
Erreger der Nagana-Seuche. In Wildtieren wie Antilopen verursachen die Parasiten relative milde
Infektionen, wahrend die Infektion in domestizierten Nutztieren wie Rinder, Schafe und Schweine,
einen schweren und oft tédlichen Verlauf nimmt.



Einleitung

Trypanosoma brucei brucei ist nicht humanpathogen, da die Parasiten durch das im menschlichen
Serum vorkommende Apolipoprotein L-I lysiert werden [Pays et al. 2008]. Das Protein bindet an high
density lipoprotein-Partikel, die auch das menschliche haptoglobin-related protein inkorporiert
haben. Trypanosoma brucei brucei besitzt einen spezifischen Oberflachenrezeptor fiir den
Haptoglobin-Hamoglobin-Komplex, um Ham fir Hamproteine einzufangen. Der Rezeptor
unterscheidet nicht zwischen Haptoglobin und haptoglobin-related protein, weshalb haptoglobin-
related protein enthaltende high density lipoprotein-Partikel vom Parasiten effizient endozytiert
werden. Im Lysosom integriert sich Apolipoprotein L-I dann in die Membran und formt einen
Anionen-Kanal aus. Es kommt zur Depolarisation der Membran, zu einem andauernden Einstrom von
Chlorid aus dem Cytosol und subsequent zum osmotischen Anschwellen der Lysosomen. Der
ansteigende interne Druck kompromittiert wahrscheinlich die physikalische Integritat der
Plasmamembran, was zur Lyse der Trypanosomen fiihrt [Perez-Morga et al. 2005]. Diese
Serumresistenz des Menschen wird von Trypanosoma brucei rhodesiense mittels des serum
resistance associated-Faktors Uberwunden, da das serum resistance associated-Protein das
Apolipoprotein L-I bindet und dessen trypanolytische Wirkung neutralisiert [Lecordier et al. 2009].
Trypanosoma brucei gambiense besitzt kein serum resistance associated-Protein; der Mechanismus
der Serumresistenz bei dieser Unterart ist unbekannt [Pays et al. 2008].

Die afrikanische Trypanomiasis bedroht zur Zeit geschatzte 70 Millionen Menschen und circa 50
Millionen Rinder in 36 Landern slidlich der Sahara. Jedes Jahr erliegen etwa drei Millionen Rinder; fir
Menschen liegt die Anzahl der gemeldeten jahrlichen Neuinfektionen inzwischen aufgrund
umfangreicher medizinischer MaRRnahmen unter 18.000 und die Gesamtanzahl der aktuell Infizierten
wird auf 50.000 bis 70.000 Falle geschatzt [WHO 2006].

1.1.1 Krankheitsbild und Behandlungsmaoglichkeiten

Der Verlauf der Schlafkrankheit kann in zwei klar unterscheidbare Phasen eingeteilt werden. Die
frihe Phase der Erkrankung, auch als hamolymphatische Phase bekannt, ist gekennzeichnet durch
das Vorkommen der Trypanosomen im Blut und im Lymphsystem. Die Symptome in dieser Phase sind
Fieberschiilbe, geschwollenen Lymphknoten, Muskel- und Gelenkschmerzen, Kopfschmerz und
Juckreiz. Die Parasitimie im Blut nimmt einen wellenférmigen Verlauf wie in Abbildung 2
beschrieben an. Hierflir werden verschiedene Griinde diskutiert.
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Abbildung 2 Verlauf der Blut-Parasitamie im Schlafkrankheit-Patienten; modifiziert nach [Despommier et al. 2000]
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Zum einen betreibt der Parasit selbst eine Zelldichteregulation mittels quorum sensing, welches ein
UbermalRiges Anwachsen der Population und damit eine nicht zu kompensierende Schadigung des
Wirts verhindert [Duszenko et al. 2006]; zum anderen wird der Parasit vom Immunsystem des Wirts
bis zum nachsten antigenic switching des variant surface glycoprotein-Typs erfolgreich bekampft.

Die spate Phase der Infektion ist auch bekannt als neurologische Phase, in der die Trypanosomen in
der Cerebrospinalflissigkeit auftreten. Dies geschieht bei Trypanosoma brucei rhodesiense nach
einigen Wochen oder Monaten und bei Trypanosoma brucei gambiense nach mehreren Monaten
oder Jahren. Der Mechanismus des Durchtritts ins Zentralnervensystem ist noch nicht eindeutig
geklart. Mit dem Eindringen ins das ZNS kommt es zu vielféltigen Ausfallerscheinungen ausgelost
durch eine Meningoenzephalitis. Typisch ist der veranderte Schlaf-Wach-Rhythmus, welcher der
Erkrankung ihren Namen gegeben hat, Verwirrtheit, tagsiiber Apathie und nachts Schlaflosigkeit,
Schwierigkeiten beim Laufen und Sprechen sowie Koma [Kennedy 2004]. Unbehandelt fuhrt die
Erkrankung zum Tod.

Eine Behandlung der Schlafkrankheit ist, eingeschrankt auf relativ wenige Chemotherapeutika,
moglich. Im Anfangsstadium der Krankheit, wenn die Erreger die Blut-Hirn-Schranke noch nicht
Uberwunden haben, wirkt Pentamidin gegen Trypanosoma brucei gambiense und Suramin gegen
Trypanosoma brucei rhodesiense. Die Medikamente fiir die spateren Stadien miissen zusatzlich in der
Lage sein ins Zentralnervensystem (iberzutreten. Verwendung findet Melarsoprol, welches gegen
Trypanosoma brucei gambiense und Trypanosoma brucei rhodesiense wirkt. Dieses arsenhaltige
Medikament ist toxisch und fiihrt bei bis zu 15% der Patienten zu einer reaktiven Enzephalopathie,
die zu etwa 50% todlich verlauft [Pepin et al. 1994]. Eflornithin ist weniger toxisch als Melarsoprol; es
wirkt allerdings nur gegen Trypanosoma brucei gambiense.

In den letzten Jahren wurde Pentamidin in Kombination mit Eflornithin als Behandlungsmethode
gegen Trypanosoma brucei gambiense-Infektionen in der neurologischen Phase getestet. Eine grol3e,
kiirzlich abgeschlossene Phase-llI-Studie hat ergeben, dass die Effektivitit der Pentamidin-
Eflornithin-Kombinationstherapie nicht schlechter ist als die der Behandlung mit Eflornithin alleine.
Die Kombinationstherapie ist aber einen sicherere, billigere und einfacher zu applizierende
Behandlungsmethode [Steverding 2010].

DB289, Prodrug des Pentamidin-Analogons DB75, befindet sich zurzeit in einer klinischen Phase-llI-
Studie. Es ist als erstes Medikament oral einsetzbar, wirkt aber nur gegen Trypanosoma brucei
gambiense in der hamolymphatischen Phase.

1.1.2 Taxonomie und Morphologie

Trypanosoma brucei sind Protozoa. Sie gehdéren zum Stamm der Sarcomastigophora, zum
Unterstamm der Flagellata, zur Klasse der Zoomastigophora und somit zur Ordnung Kinetoplastida,
einem der frihesten Seitendste in der Eukaryonten-Evolution. Weiterhin werden sie eingeordnet in
die Familie der Trypanosomatidae, die sich durch das Vorhandensein eines einzelnen Flagellums und
eines kleinen Kinetoplasten auszeichnet. Sie gehéren in die Gattung Trypanosoma und zur Sektion
Salivaria. In dieser findet sich die Art Trypanosoma brucei mit ihren drei Unterarten Trypanosoma
brucei gambiense, Trypanosoma brucei rhodesiense und Trypanosoma brucei brucei [Levine 1980].

Afrikanischer Trypanosomen sind je nach Phase ihres Lebenszyklus zwischen 15-40 um lang und 0,5
bis 2 um breit. In Abbildung 3 ist ihr schematischer Aufbau dargestellt. Die duBere Gestalt des
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gestreckten spindelformigen Flagellaten wird durch parallel zur Langsachse der Zelle verlaufende
Mikrotubuli direkt unterhalb der Plasmamembran stabilisiert. Bei den Blutform-Trypanosomen ist die
Zellmembran zusatzlich von einem Mantel aus variant surface glycoprotein (VSG) umgeben, das in
Fliegenformen gegen Procyclin ausgetauscht ist. In der Membran gehalten werden beide
Oberflachenmolekiile durch Glycosylphosphatidylinositol-Anker. Die einzelne GeiRel der Zelle, das
Flagellum, ist durch den Basalapparat im Cytoplasma verankert und tritt in der Flagellumtasche, einer
Einstlilpung der Plasmamembran, aus der Zelle hervor. Sie wird von der Flagellummembran umhillt
und ist Gber Fleckdesmosomen an der Zellmembran angeheftet. Bei der Bewegung des Flagellums
entsteht so der Eindruck einer undulierenden Membran.

Abbildung 3 a) Flagellumtasche b) Vesikelbildung durch Einstiilpung der Flagellumtaschenmembran c)
abgeschniirter Vesikel d) Endosomen e) Vesikel-Endosom-Fusion f) Lysosom g) Golgi-Apparat h) Rauhes
Endoplasmatische Retikulum i) Mitochondrium j) Flagellum (angeheftet) k) Zellkern I) Glycosom m) Mikrotubuli n)
Varianten-spezifisches Glycoprotein Oberflichenmantel o) Flagellum (frei) p) Kinetoplast; modifiziert nach [ILRAD 1989]

Aufgebaut ist das Flagellum aus einem Netzwerk von Filamenten, die entlang des Axonems verlaufen
[Mehlhorn et al. 1998]. Die Flagellumtasche am hinteren Ende der Zelle ist der einzige Ort fiir Endo-
und Exocytose [Landfear et al. 2001]. Die subzelluldre Lokalisation der Flagellumtasche variiert
abhidngig vom Stadium des Lebenszyklus. In der trypomastigoten Form liegt die Flagellumtasche
hinter dem Nukleus, wahrend sie bei der in der Tsetsefliege vorkommenden epimastigoten Form vor
den Kern riickt. Stets in der Nahe des Basalapparates befindet sich der Kinetoplast, ein Bereich
ineinander verflochtener mitochondrialer DNA-Ringe. Der Kinetoplast ist Bestandteil des
Mitochondriums, welches sich entlang der ganzen Zelle erstreckt und in Blutformen wenige, in
Fliegenformen hingegen sehr viele Cristae besitzt. Der Zellkern ist in der Regel 1,5 pum im
Durchmesser und enthilt einen grofRen zentralen Nukleolus. Der GroRteil des Endomembransystems
liegt zwischen dem Zellkern und dem Kinetoplast. Der Golgikomplex, die Lysosomen und die
Endosomen liegen somit im hinteren Teil der Zelle. Das endoplasmatische Retikulum, das
Mitochondrium und spezielle peroxisomale Organellen, die Glycosomen, sind Gber die Zelle verteilt.
In letzteren lauft ein Grof3teil der Glycolyse ab. Acidocalcisomen sind wichtige Polyphosphat- und
Calcium-Speicher [Docampo et al. 2005].

1.1.3 Lebenszyklus

Afrikanische Trypanosomen sind extrazelluldre Parasiten die wahrend ihres komplexen Lebenszyklus
groRe morphologische und metabolische Veranderungen durchlaufen. Es ist von vitaler Bedeutung
fir die Trypanosomen, sich schnell an neue Lebensrdume, so verschieden wie Sdugerblut und
Mitteldarm der Tsetsefliege, anzupassen.
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Abbildung 4 Lebenszyklus von Trypanosoma brucei; modifiziert nach [CDC 2010]

Durch den Stich einer infizierten Tsetsefliege gelangen mit dem Speichel bis zu 40.000 nicht
teilungsaktive infektiose metazyklische Trypanosomen ins Gewebe des Sdugetierwirtes, wo sie sich in
der Extrazellularflissigkeit zu schlanken (slender) Blutformen umwandeln und durch Ldngsteilung
vermehren. Von dort gelangen die Zellen ins lymphatische System und in die Blutbahn, wo sich die
Parasitdimie etabliert. Als einzige Energiequelle verstoffwechseln sie Glucose aus dem Blut ihres
Wirtes. |hr degeneriertes Mitochondrium ist nicht aktiv an der Energieproduktion beteiligt und die
meisten Enzyme der Atmungskette fehlen. Die Population im Blut verdoppelt sich etwa alle sechs
Stunden. Bei Erreichen einer hohen Parasitendichte entwickeln sich die zunachst slender-Formen zu
intermedidren und anschlieBend zu teilungsdefizienten gedrungenen (stumpy) Formen weiter, die fiir
die Transmission in der Tsetsefliege prdadaptiert sind. Sie exprimieren bereits einige Enzyme der
Atmungskette und haben dementsprechend ein weiter entwickeltes Mitochondrium als die slender-
Form. Stumpy-Trypanosomen gehen apoptotisch innerhalb von drei bis vier Tagen zu Grunde, wobei
Prostaglandine und deren Metabolite eine wichtige Rolle zu spielen scheinen [Figarella et al. 2006].
Es wird davon ausgegangen, dass das Auftreten von zellzyklusarrestierten stumpy-Formen auch
wichtig flr die Kontrolle der Parasitamie ist und einen friihen Tod des Wirtes verhindert. Da nur ein
Teil der slender-Zellen zur stumpy-Form differenziert, ist die Blutform-Population eine Mischung aus
beiden Zellformen.

Stumpy-Blutform-Trypanosomen, die von einer Tsetsefliege bei einem Blutmahl aufgenommen
wurden, differenzieren im Mitteldarm der Fliege zu langgestreckten procyclischen Formen. Die
Zelloberflache der procyclischen Form ist nun mit procyclic acidic repetitive protein (Procyclin)
bedeckt [Roditi et al. 1999]. Der procyclische Oberflaichenmantel ist weniger kompakt als das VSG-
Gegenstiick und stellt in erster Linie einen Schutz vor den Verdauungsenyzmen im Fliegendarm dar.
Procyclische Zellen sind langer als Blutformzellen, und sie haben ein sehr groRes Mitochondrium, das
metabolisch aktiv ist und die komplette Atmungskette vorweist [van Weelden et al. 2003; Riviere et
al. 2004]. Ebenfalls aufgenommene slender-Formen gehen im Fliegendarm zu Grunde. Als
Nahrungsquelle fungieren den Trypanosomen die in der Fliege reichlich vorkommenden
Aminosauren, insbesondere Prolin. Im Laufe der Infektion gelangen die Parasiten zur Speicheldriise,
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wo sie zur epimastigoten Form differenzieren. In dieser Form liegt die Geillelbasis und der
Kinetoplast vor dem Zellkern. Aus epimastigoten Trypanosomen entstehen nun teilweise
metazyklische Formen. Diese stellen die Zellteilung ein, beginnen einen dichten VSG-Mantel zu
exprimieren und kdnnen bei der ndchsten Blutmahlzeit einen Sdugerwirt infizieren.

1.1.4 Ungewohnliche biologische Eigenschaften

Organismen der Ordnung Kinetoplastida spalteten sich friih in der Evolution vom eukaryontischen
Hauptast ab. Trypanosomen besitzen einige auBergewdhnliche biologische Eigenschaften.

1.1.4.1 Energiestoffwechsel

Der Lebenszyklus der Trypanosomen erfordert eine metabolische Anpassung an die
unterschiedlichen Lebensbedingungen.

Da Blutform-Trypanosomen keinen funktionierenden Krebszyklus und nicht die Enzymausstattung fiir
oxidative Phosphorylierung aufweisen, gewinnen sie ihr Adenosin-5'-triphosphat (ATP) allein aus der
Glycolyse, mit Glucose als Hauptenergiequelle und Glycerin als Alternativsubstrat (Abbildung 5). Ist
die Glycolyse normalerweise im Cytosol lokalisiert, so lduft sie bei den Kinetoplastiden in den
Glycosomen ab. Die vom Wirt aufgenommene Glucose wird in den Glycosomen bis zum 3-
Phosphoglycerat umgesetzt, welches dann Uber einen Transporter ins Cytosol gelangt. Im Glycosom
kommt es zu keiner Nettodnderung des ATP/ADP und NAD/NADH Verhiltnisses. Erst bei der
weiteren Umsetzung des 3-Phosphoglycerat zu Pyruvat im Cytosol wird Netto ATP gebildet. Das
Pyruvat wird Giber einen Transporter ans Blut abgegeben [Duszenko 1998]. Die Kompartimentierung
der Glycolyse stellt eine Variante der Regulation dar, da die typischerweise regulierbaren Enzyme
dieses Stoffwechselweges diese Eigenschaft in Trypanosomen nicht besitzen [Opperdoes 1987;
Haanstra et al. 2008].
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Abbildung 5 Kompartimentierung der Glycolyse in BF-Trypanosomen [Cornish-Bowden et al. 2003]
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Damit das NAD/NADH Verhaltnis im Glycosom erhalten bleibt, muss das in der Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase-Reaktion entstehende NADH innerhalb des Glycosoms reoxidiert werden.
Hierzu bedient sich der Parasit eines besonderen Shuttle-Systems. Das in der Fructose-bisphosphat-
Aldolase-Reaktion entstehende Dihydroxyacetonphosphat wird zunachst im Glycosom durch die
Glycerinphosphat-Dehydrogenase  unter  NAD-Bildung zu  Glycerin-3-phosphat  reduziert.
AnschlieBend wird letzteres aus dem Glycosom transportiert, zum Mitochondrium beférdert und
dort durch die trypanosomale Alternative-Oxidase wiederum zu Dihydroxyacetonphosphat
reoxidiert. Als Endakzeptor der Elektronen fungiert molekularer Sauerstoff, wodurch man auch im
Medium von Blutform-Trypanosomen trotz nicht vorhandener Atmungskette einen erheblichen
Sauerstoffverbrauch nachweisen kann [Clarkson et al. 1989]. Das Dihydroxyacetonphosphat wird
abschliefend aus dem Mitochondrium ins Glycosom transportiert.

Bei Sauerstoffmangel oder wenn durch Salicylhnydroxamsaure-Gabe die trypanosomale Alternative-
Oxidase gehemmt wird, entstehen d&quimolare Mengen Pyruvat und Glycerin, um das
Redoxgleichgewicht im Glycosom aufrecht zu erhalten [Clayton et al. 1996]. Das Glycerin-3-phosphat
kann nicht mehr zu Dihydroxyacetonphosphat umgesetzt werden und so kommt es stattdessen zu
einer Dephosphorylierung des Glycerin-3-phosphats durch die Glycerokinase zu Glycerin unter ATP
Gewinnung. Damit die Reaktion nicht zum Erliegen kommt, muss das entstehende Glycerin ins
Cytosol und weiter ins Blut abgegeben werden.

Das Abschalten der Glycolyse durch blockieren der Pyruvat- oder Glycerin-Ausscheidung ist
offensichtlich ein moglicher therapeutischer Ansatz gegen die Schlafkrankheit [Wiemer et al. 1995;
Bakker et al. 2000].

Eine Verstoffwechselung von Glycerin im Glycosom ist unter aeroben Bedingungen auch moglich.
Dabei wird Glycerin nach Phosphorylierung durch die Glycerokinase in Form von Glycerin-3-phoshat
in die Glycolyse eingeschleust. Glycerin-3-phosphat kann im Glycosom nicht direkt mittels NAD zu
Dihydroxyacetonphosphat oxidiert werden, da nicht gentigend NAD zur Verfligung steht, sondern
wird im Mitochondrium unter Verbrauch von % O, zu Dihydroxyacetonphosphat oxidiert, welches
dann wieder ins Glycosom transportiert wird. Es wird dort wieder zu Glycerin-3-phosphat reduziert,
um NADH zu NAD zu oxidieren. Das Glycerin-3-phosphat wird erneut im Mitochondrium oxidiert und
anschliefend in Form von Dihydroxyacetonphosphat im Glycosom zu Glycerinaldehyd-3-phosphat
isomerisiert, dass nun unter NAD-Verbrauch zu 1,3-Bisphosphoglycerat und weiter Uber 3-
Phosphoglycerat und Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat umgesetzt und ausgeschieden wird.

Kehrt man durch Zugabe von Glycerin zu einer in vitro Trypanosomenkultur den Glyceringradienten
in Gegenwart von Salicylhydroxamsadure (SHAM) um, so sterben die Parasiten [Wille et al. 1998]. Eine
therapeutische Ausbeutung dieser Glycerinsensitivitdt war bisher allerdings noch nicht erfolgreich
[Brohn et al. 1978; Bakker et al. 2000].

Der Energiestoffwechsel der procyclischen Trypanosomen ist deutlich weniger Glucose-abhéngig, da
sie, wie bereits erwahnt, ATP auch durch oxidative Phosphorylierung gewinnen kénnen. Das in den
Glycosomen anfallende NADH wird in diesem Lebensstadium durch einen anderen Mechanismus als
bei den Blutformen oxidiert. Eine NADH-abhidngige Fumaratreduktase sorgt unter
Succinatproduktion fiir die Bereitstellung von NAD [Besteiro et al. 2002]. Hauptsachlich verarbeiten
sie zur Energiegewinnung aber Prolin, welches in der Fliege — anders als Glucose — ausreichend
verfligbar ist.
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1.1.4.2 VSG Antigenvariation

Trypanosoma brucei benutzt Antigenvariation (antigenic switching), einen Mechanismus, der es dem
Parasiten erlaubt, der Immunantwort des Wirtes durch haufigen Wechsel des Zelloberflaichenmantels
zu entkommen [Cross et al. 1998]. Jede Trypanosoma brucei-Zelle ist komplett mit etwa 10’
Molekilen einer Form des varianten-spezifischen Glycoproteins bedeckt. Aufgrund seiner dichten
Packung verhindert VSG das Erkennen anderer membranstandiger Komponenten des Parasiten durch
das Immunsystem [Cross 1975]. Nach einigen Tagen entstehen Antikérper gegen die aktuelle
exprimierte Form des VSG und gleichzeitig kommt es bei einem kleinen Teil der Parasitenpopulation

zum sogenannten antigenic switching.

Hier gerat ein zuvor nicht exprimiertes VSG-Gen durch Rekombinationsprozesse in eine
telomerstandige VSG expression site und das Produkt dieses Gens lost in der Folge die zuvor
exprimierte VSG-Variante ab [Borst 2002]. Der komplette Wechsel eines bestimmten VSG-Typs zu
einer anderen Variante kommt, unabhingig von der Immunantwort des Wirts, etwa 10 mal pro
Generation vor [Aitcheson et al. 2005]. Der Parasit verfiigt (iber etwa 20 VSG Expressionsloki in jeder
Zelle, aber immer nur eine ist aktiv. Von den etwa 1.000 VSG-Genen im Trypanosoma brucei-Genom
sind 7% voll funktionsfahig, 9% sind atypisch, 66% sind Pseudogene und 18% sind Genfragmente
[Berriman et al. 2005]. Innerhalb einer Population kdnnen unterschiedliche Ausflihrungen prasent
sein. Allerdings existiert im Blut des Sadugerwirtes zu einem bestimmten Zeitpunkt stets eine
pradominante Form, gegen die jeweils ein Antikérper produziert wird. Die Unterschiede innerhalb
der einzelnen VSG-Molekiile begriinden sich in der dem Lumen des BlutgefaBes zugewandten
variablen N-terminalen Region, wahrend der C-terminale Bereich relativ konserviert ist. In
procyclischen Formen existieren nur inaktive VSG expression sites [Pays et al. 2001].

1.1.4.3 Genom, polycistronische Transkription und Transspleif3en

Trypanosomen haben neben dem Zellkerngenom, welches gut 80 % der Gesamt-DNA des
Organismus ausmacht, auch ein chromosomales Netzwerk im Kinetoplasten, das aus maschenartig
verbundenen maxicircles und minicircles besteht. Die maxicircles sind vergleichbar mit der
mitochondrialen DNA anderer Eukaryonten, wahrend die minicircles in sogenannte guide-RNAs
transkribiert werden, die flir den fir RNA-editing, die post-transkriptionelle Modifikation der
Nukleotidsequenz mitochondrialer pra-mRNAs durch Einfligen und Entfernen von Uracil, benétigt
werden. Das Genom des Zellkerns kann, je nach ihrer GréRe in der Pulsfeld-Gelelektrophorese, in
drei Chromosomen-Kategorien unterteilt werden: EIf Megabasen-Chromosomenpaare (je 0,9 - 5,7
Mb) sind nummeriert | bis XI vom kleinsten zum gréRten und eine nicht genau definierte Anzahl von
kleinen (50 - 100 kb) und intermediaren (300 - 900 kb) Chromosomen. Die elf diploiden Megabasen-
Chromosomen des Trypanosoma brucei-Stammes TREU927/4 GUTat10.1 wurden vollstandig
sequenziert. Dieses Genom umfasst insgesamt 26 Mb und enthalt ungefdhr 8.100 proteinkodierende
Gene [Berriman et al. 2005; El-Sayed et al. 2005].

Nur in Ausnahmefdllen sind die Gene in Trypanosoma brucei als monocistronische
Transkriptionseinheiten angelegt, ansonsten liegen sie durch kurze nicht codierende Sequenzen
voneinander getrennt, als polycistronische Einheiten vor. Trotz gemeinsamer Transkription in
Clustern kénnen einzelne Gene vollkommen unterschiedliche Expressionsmuster aufweisen, was
aufzeigt, dass die Expressionsregulation der einzelnen Gene auf post-transkriptioneller Ebene
erfolgen muss [Bringaud et al. 1993]. Die 3‘ untranslated regions (UTR) der mRNAs besitzen zum
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Beispiel sowohl Einfluss auf die Geschwindigkeit der RNA-Degradierung als auch auf die
Translationseffizienz des betroffenen Gens [Blattner et al. 1995; Robles et al. 2008; Archer et al.
2009]. Zunachst werden also alle Gene einer Transkriptionseinheit zu einer pra-RNA abgelesen.

Zwischen den einzelnen Genen liegen keine Introns, sondern uridinreiche Poly-Pyrimidineinheiten,
die als Erkennungssignal fiir das Transspleifen dienen und den Akzeptor-Stellen fir eine 39
Nukleotide lange Mini-Exon-RNA (spliced leader) vorangehen. Durch das Fehlen von Introns erfolgt
das Spleien der pra-mRNA nicht durch das bei hoheren Eukaryonten libliche cis-splicing, sondern
durch trans-splicing. TransspleiRen fliihrt zum Anfligen der spliced leader RNA ans 5-Ende der pra-
mMRNA. Die spliced leader-RNA enthalt am 5-Ende eine Kappe aus vier aufeinander folgenden
methylierten Nukleotiden, die dem 7-Methylguanosin-Rest folgen [Ullu et al. 1995]. AulRerdem
erfolgt eine Polyadenylierung am 3’-Ende der pra-mRNA in einem Abstand von 100-400 bp upstream
des Spleil3-Signals [Matthews et al. 1994].

1.1.4.4 RNA Interferenz

RNA Interferenz (RNAI) als Arbeitstechnik wurde zum ersten Mal 1998 von Andrew Fire und Craig
Mello in Caenorhabditis elegans beschrieben. Noch im selben Jahr wurde die Technik das erste Mal
in Trypanosoma brucei erfolgreich angewandt [Ngo et al. 1998]. RNA Interferenz ist ein
posttranskriptioneller gene silencing Mechanismus bei dem doppelstrangige RNA (dsRNA) zur
sequenzspezifischen Degradation homologer RNA-Molekiile fiihrt (Abbildung 6).

RNA-Interferenz ist ein natlrlicher Mechanismus in eukaryontischen Zellen. Als zielerkennende RNA
kann microRNA (miRNA) oder small interfering RNA (siRNA) wirken. Der Unterschied der beiden
RNAs liegt in ihrer Herkunft. Beide RNA-Typen sind aus Trypanosomen bekannt, wobei microRNA auf
zelleigenen pri-miRNA-Genen kodiert wird [Mallick et al. 2008] und siRNAs aus langerer freier dsRNA
entsteht, die von mobilen genetischen Elementen oder aus viralem Ursprung stammt [Clayton 2004;
Ullu et al. 2004].

Reife miRNA ist strukturell vergleichbar mit siRNA. Die miRNA wird von einem erheblich langeren
RNA-kodierenden Gen in Form der pri-miRNA transkribiert, welche dann mit einer 5‘-Cap-Struktur
und einem 3‘-Poly-A-Schwanz versehen wird. Die pri-miRNA wird noch im Zellkern durch einen
Enzymkomplex (microprocessor complex) zur pra-miRNA, einer 60-75 Nukleotide langen
Haarnadelstruktur, prozessiert. Der Komplex besteht aus einem RNase Ill Enzym, genannt Drosha,
und dem dsRNA bindenden Protein Pasha. Die pra-miRNA wird ins Cytosol exportiert und der dsRNA-
Teil der pra-miRNA wird durch die Ribonuklease Dicer gebunden und zu reifer miRNA zertrennt,
welche dann in den RNAJ inducing silencing complex (RISC-Komplex) inkorporiert werden kann.

Die Ribonuklease Dicer bindet ebenfalls von Transposons oder Viren gebildete dsRNA und zerteilt sie
in siRNAs. Diese kdnnen dann in den RISC-Komplex inkorporiert werden.

Die siRNAs unterscheiden sich von miRNAs vor allem durch die Tatsache, dass miRNAs typischerweise
keine perfekte Basenpaarung mit der Ziel-RNA haben und sie die Translation vieler verschiedener
mRNAs mit dhnlichen Sequenzen inhibieren. Im Gegensatz dazu haben siRNAs typischerweise eine
perfekte Basenpaarung und fiihren zur Zerteilung von nur einer einzelnen spezifischen Ziel-mRNA. In
Drosophila und Caenorhabditis elegans werden miRNAs und siRNAs von verschiedenen Dicer-
Enzymen beziehungsweise Argonaut-Proteinen prozessiert.
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Im Detail fullt der RNAi Mechanismus auf zwei Ribonukleasen bekannt aus Eukaryonten: Dicer und
Slicer.

Dicer- und Dicer-like-Proteine gehoren zur RNase Il Familie der dsRNA spezifischen
Endoribonukleasen und zertrennen doppelstrangiger RNA in small interfering RNAs (siRNAs), die am
3‘-Ende einen circa 1-2 Nukleotide langen Uberhang aufweisen [Djikeng et al. 2001; Best et al. 2005].
Trypanosoma brucei besitzt mit dem (berwiegend cytosolischen TbDCL1 und dem im Nukleus
vorkommenden TbDCL2 zwei rudimentadre Enzyme mit Dicer-like Domanen [Shi et al. 2006; Patrick et
al. 2009]. Dicer bindet dsRNA und zwei benachbarte RNase Il Domanen zerschneiden die
doppelstrangige RNA in siRNAs, die in Trypanosoma brucei 24-26 nt wenige Nukleotide langer sind
als zum Beispiel in Drosophila mit 21-23 nt [Balana-Fouce et al. 2007].
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Abbildung 6 RNA Interferenz in Trypanosoma brucei; modifiziert nach [Balana-Fouce et al. 2007]

Einer der Strange des siRNA Duplexes hat aufgrund seiner Basenpaarung am 5‘ Ende eine
thermodynamisch leicht geringere Stabilitat. Dieser guide-Strang wird als RNA silencing-Matrize in
den RNA inducing silencing complex (RISC) eingebaut, wahrend der andere Strang abgebaut wird.
Das katalytische Zentrum des RISC ist Slicer, ein Protein aus der Argonaut (AGO)-Familie mit einer
RNase H Endonukleaseaktivitdt. Trypanosoma brucei AGO-Protein (TbAGO1) enthédlt eine PAZ-
Domane (benannt nach den Proteinen Piwi, Argonaut und Zwille) und eine PIWI-Domane (benannt
nach Protein Piwi) [Cerutti et al. 2000; Shi et al. 2009]. Die PAZ Doméne bindet den 3‘-Uberhang des
guide-Stanges und positioniert ihn in Relation zur RNA-schneidenden RNase H-like PIWI-Domane
[Durand-Dubief et al. 2003; Shi et al. 2004]. AnschlieBend erfolgt die Hybridisierung von RNA
komplementarer Basenpaarung und die RNase H-Aktivitat der PIWI-Domane schneidet die mRNA.
Die resultierenden Fragmente werden vermutlich in unspezifischen Degradationsprozessen
abgebaut.

RNA Interferenz kann auch als experimentelles Werkzeug fiir die Erzeugung von loss-of-function-
Phanotypen verwendet werden. RNA Interferenz ermoglicht vererbbare, induzierbare Gen-
Knockdowns in Trypanosoma brucei. Allgemein kénnen BF- und PC-Trypanosomen durch DNA-

10



Einleitung

Transfektion genetisch manipuliert werden. Stabile Transformanden werden normalerweise durch
homologe Rekombination erzeugt.

Verschiedene Methoden fiir das Einbringen doppelstrangiger RNA in Trypanosomen wurden
erfolgreich angewandt. Doppelstrangige RNA wurde schlicht transfiziert [Ngo et al. 1998] oder sie
wurde als inverted repeats von einem transfizierten stem-loop-Vektor transkribiert [Bastin et al.
2000; Shi et al. 2000]. Der simpelste Weg ist es dsRNA von einem Vektor mit zwei einander
gegenlber liegende Promotoren zu transkribieren. Ein Vektor diesen Typs, p2T7TAblue, wurde in
dieser Arbeit flr induzierbare Gen-Knockdowns verwendet [Alibu et al. 2005].

1.2 Wassertransport

Wasser ist das Medium des Lebens. Soweit wir wissen, ist ein Leben ohne Wasser nicht moéglich. Der
menschliche Korper besteht zu etwa 60-70 % aus Wasser. Die Regulation der Wasserpermeabilitat
von Zellmembranen eine fundamentale Voraussetzung fiir Leben ist [Yasui 2004]. Biologische
Membranen sind hochselektive Permeabilitdsschranken, die aufgrund ihres hydrophoben Inneren fir
die meisten Molekile undurchlassig sind. Sie verhindern den unkontrollierten Ein- und Austransport
von Stoffwechselprodukten und sorgen so fir die Aufrechterhaltung eines konstanten Milieus
innerhalb der Zelle sowie innerhalb der einzelnen Kompartimente. Austauscher und Transporter
wurden erst in den 1950er Jahren entdeckt und zeigten eine molekulare Grundlage fir den
Stofftransport Gber die Membran hinweg [Agre et al. 2002].

Da Wasser jedoch ein kleines ungeladenes Molekdl ist und in so tiberwaltigend hoher Konzentration
in allen Lebewesen vorkommt, wurde zu Beginn des letzten Jahrhunderts angenommen, dass der
Transport von Wasser durch die Lipiddoppelschicht auf einfache Diffusion zuriickzufiihren ist.
Obwohl Wasser durch die Phospholipiddoppelschicht diffundieren kann, stellte sich heraus, dass
reine Diffusion flir physiologische Prozesse nicht schnell genug ist. Die hohe Wasserleitfahigkeit
bestimmter Zellen, etwa im Sammelrohr der Niere, in der Speicheldriise oder die roter
Blutkérperchen, deutete bereits seinerzeit an, dass es Membrankanale fiir den Wassertransport
geben muss. Die Wasserdurchlassigkeit der Membranen in diesen Zellen war so hoch, als ware
zwischen Zellinnerem und ZellduBerem keine Membran vorhanden.

Im Jahr 1992 schlieflich wurde die Existenz von spezifischen Wassertransportproteinen mit der
Entdeckung des menschlichen Aquaporin 1 (hAQP1) bestatigt [Preston et al. 1992]. Heute ist
bekannt, dass die Diffusion von Wasser liber Zellmembranen hinweg ein Prozess mit relativ niedriger
Geschwindigkeit ist und dass das Vorhandensein von Aquaporinen in der Phospholipiddoppelschicht
ihre Wasserdurchldssigkeit um das 10- bis 1.000-fache erhoht. Fiir viele Aquaporine ist ein Wert von
etwa 5 kcal mol™ als Aktivierungsenergie fiir die Wasserpassage realistisch, was der Energie fiir die
Diffusion von Wassermolekiilen in Losung sehr nahe kommt [Borgnia et al. 1999].

1.2.1 Major Intrinsic Proteins

Aquaporin 1 gehort zur groRen Protein-Familie der major intrinsic proteins (MIP). Bis zur Entdeckung
von hAQP3, einem Homolog von hAQP1, im Jahr 1994, ging man davon aus, dass alle Aquaporine
selektiv nur fiir Wasser durchlassig sind. hAQP3 ist aber permeabel fir Wasser, Glycerin, einige
Polyole und Harnstoff [Echevarria et al. 1994a; Echevarria et al. 1994b; Ishibashi et al. 1994; Ma et al.
1994]. In der Aquaporin-Superfamilie der major intrinsic proteins gab es somit zwei Unterfamilien,

eingeteilt nach Selektivitat: orthodoxe Aquaporine, die den Durchtritt von Wasser ermdéglichen, und
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Aquaglyceroporine, die fir Wasser und kleine ungeladene Stoffe wie Glycerin und Harnstoff
durchldssig sind.

AQP 2,5,6
AQPO
AQP1
AQP4
| insect AQPs
plant and
animal AQPs PIPs
Eubacterial AQPs TIPs
AQP8
major intrinsic proteins, MIPs __ | NIPs
(aquaproin superfamily)
. SIPs
aquaglyceroporins (GLP)
(including AQP 3,7,9,10)
Abbildung 7 Vereinfachter Abstammungsbaum der Aquaporin-Superfamilie [Hub 2008]

Leider wird die Nomenklatur in vielen Publikationen mehrdeutig verwendet, zum Beispiel alle MIPs
als Aquaporine tituliert und die Aquaglyceroporine eher als Unterfamilie in der Aquaporin-
Superfamilie beschrieben werden.

Aktuelle Veroffentlichen zeigen auf, dass bestimmte MIPs auch Stoffe wie NH; und CO, [Tyerman et
al. 2002; Jahn et al. 2004], As(OH); und Sb(OH); [Meng et al. 2004] oder Dihydroxyaceton [Uzcategui
et al. 2007] transportieren konnen.

Im Menschen sind aktuell elf MIPs eindeutig beschrieben (AQPO bis AQP10), acht in der Unterfamilie
der orthodoxen Aquaporine (AQPO, 1, 2, 4, 5, 6, 8) und drei in der Unterfamilie der
Aquaglyceroporine (AQP3, 7, 9, 10). Sie besitzen, wie alle MIPs, zwei hochkonservierte Asparagin-
Prolin-Alanin (NPA)-Motivboxen, die wichtig fiir die Ausbildung der wasserselektiven Pore sind.

Mitglieder der MIP-Familie sind in der ganzen Biosphare entdeckt worden, in Organismen von
Archaeen und Bakterien bis zu Pilzen, Pflanzen, Insekten und Saugetieren. Im Jahr 2005 fanden sich
463 verschiedene Aminosauresequenzen in den Datenbanken [Zardoya 2005].

Nur 20 der 463 bekannten nicht redundanten Sequenzen weisen ein nicht kanonisches NPA-Motiv in
der Schleife B auf und circa 30 haben Veranderungen im NPA-Motive der Schleife E [Zardoya 2005].

Phylogenetische Analysen zeigen, dass sie alle von einem Ur-Aquaporin-Prototyp abstammen.
Demzufolge tauchten die MIPs schon sehr friih in der Evolutionsgeschichte auf, was wiederum die
auBerordentliche Bedeutung des Wasseraustauschs Uber biologische Membranen hinweg
hervorhebt. Weiterhin zeigt sich, dass es friih in der Stammesgeschichte der MIPs zur Aufzweigung
kam, die zu den unterschiedlichen Substratspezifititen von Aquaporinen und Aquaglyceroporinen
flhrte.

In Vertebraten und den hoéheren Pflanzen kam es zu einer groBen Diversifikation der MIP-Proteine
[Zardoya et al. 2001; Zardoya et al. 2002]. So haben Wirbeltiere typischerweise 11 bis 13
verschiedene Aquaporingene [Agre et al. 2002], die Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana) besitzt
38 [Maurel 2007] und im Reis finden sich 33 [Sakurai et al. 2005]. Die MIPs der Pflanzen werden in
vier Unterfamilien eingeteilt. Die Gruppe der tonoplast intrinsic proteins (TIP) und die Gruppe der

plasma membrane intrinsic proteins (PIP) sind reine Wasserkanéle. Die dritte Gruppe der small-basic
12



Einleitung

intrinsic proteins (SIP) unterscheidet sich ziemlich von anderen Pflanzen-MIPs und zeigt signifikante
Sequenzunterschiede in der Schleife B, wo das NPA-Motiv aus NPT oder NPL besteht. Da der Wechsel
der Aminosdure im Motiv der Schleife B Einfluss auf die Pore des Proteins hat, kdnnen SIPs ganzlich
andere Transportselektivititen zeigen [Tyerman et al. 2002]. Nur Mitglieder der vierten Gruppe, die
Nod26-like intrinsic proteins (NIP), konnen Glycerin transportieren [Wallace et al. 2004]. Es konnte
gezeigt werden, das NIPs orthodoxe Aquaporine sind, die heutzutage Glycerin in Pflanzen
transportieren. Es gibt keine echten Aquaglyceroporine in Pflanzen; es wird aber vermutet, dass NIPs
zu Beginn der Pflanzenevolution vor etwa 1,2 Milliarden Jahren aus Bakterien durch ein einen
horizontalen Gentransfer in die Pflanzen gelangten [Zardoya et al. 2002].

Mit den akkumulierten Sequenzdaten vieler neuer Genomprojekte wurde immer deutlicher, dass es
eine weitere Unterfamilie mit geringer Homologie zu anderen MIPs gibt. Dabei handelt es sich um
eine Anzahl an schwach konservierten AQP-like-Proteinen, drei in Insekten, zwei in Pflanzen und zwei
im Menschen (hAQP11 wund hAQP12). Die in Aquaporinen und Aquaglyceroporinen
hochkonservierten NPA-Boxen sind in der neuen Unterfamilie im hochsten Malle abweichend, mit
einer Gesamthomologie von weniger als 20%. Diese Proteine stellen somit eine eigene Unterfamilie
der Aquaporin-Superfamilie dar, die Superaquaporine [Morishita et al. 2004]. lhre Funktion ist noch
weitgehend unbekannt, wobei AQP11 Knockout-Mause an einer Urdmie als Resultat von
polyzystischen Nieren starben. Die AQP10 Knockout-Mduse hingegen koénnen ohne groRere
Einschrankungen leben [Ishibashi 2009; Ishibashi et al. 2009].

Obwohl sie in eine einzelne Superfamilie gruppiert wurden, gibt es nur geringe Homologien unter
den Superaquaporinen. Es ist recht wenig Uber ihre Funktion bekannt, obwohl einige als
Wasserkanale fungieren [Ishikawa et al. 2005].

1.2.1.1 Proteinstruktur

Die Strukturen verschiedener MIPs wurden in hoher Aufldsung mittels Rontgen- oder
Elektronenkristallographie aufgeklart [Walz et al. 1997; Mitsuoka et al. 1999; de Groot et al. 2000; Fu
et al. 2000; Stahlberg et al. 2000; Nollert et al. 2001; Sui et al. 2001; Savage et al. 2003; Harries et al.
2004; Lee et al. 2005; Hiroaki et al. 2006; Horsefield et al. 2006; Fischer et al. 2009], und sie zeigen
alle eine einheitliche Struktur beziehungsweise Faltung. In Abbildung 8 sind vier MIPs aus sehr
unterschiedlichen Organismen dargestellt.

(d) SoPIP2;1

-

(a) AgpM (b) AQP1
=
I,-._.:' ]

Abbildung 8 Aquaporin-Kristallstrukturen (a) AqpM aus Archaeon (b) AQP1 aus Mensch (c) GIpF aus Bakterium (d)
SoPIP2;1 aus Pflanze [Hub 2008]
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Wie in Abbildung 9 zu erkennen ist enthalt jedes MIP sechs Transmembranhelices (1-6), die Gber funf
Schleifen (A-E) miteinander verbunden sind. Jedes Monomer ist quasi-symmetrisch aufgebaut. Die
Helices 1-3 haben eine hohe Sequenzhomologie zu den Helices 4-6. Eine besondere Rolle spielen die
cytosolische Schleife B und die extrazellulare Schleife E, welche beide eine kurze a-Helix aufweisen,
die von beiden Seiten bis zur Mitte in die Membran eintauchen. Auf jeder der beiden Schleifen, am
Ende der beiden kurzen Helices, befindet sich ein charakteristisches Strukturmotiv, bestehend aus
den drei Aminosauren Asparagin, Prolin und Alanin.

Die gebildete Pore ist etwa 25 Angstrém lang, ist in der Mitte circa 0,3 nm eng und der Durchmesser
an den beiden Offnungen betrigt etwa 2 nm.

Die zwei NPA-Motive bilden das Zentrum der Pore aus und tragen wesentlich zur Selektivitat des
Wasserkanals bei. Die carboxy- und aminoterminalen Enden liegen auf der cytosolischen Seite.
Weiter gibt es eine einzelne N-Glycosylierungsstelle in der Schleife C und ein Cystein in der Schleife E,
die fur die Quecksilbersensitivitdt der meisten MIPs verantwortlich sind [Preston et al. 1993]. In
biologischen Membranen bilden MIPs Homotetramere, wobei jedes Monomer einen operativen
Wasserkanal beisteuert.

(a) (b)

HOOC

Abbildung 9 (a) Organisation des Aquaporin-Monomers in der Membran [Zardoya 2005] (b) AQP Homotetramer in
Membran aufgebaut aus AQP-Monomeren als Sanduhrmodele [Maeda et al. 2008]

Das am starksten konservierte Motiv in MIPs ist die NPA-Box in den Schleifen B und E, mit weiteren
hochkonservierten Aminosduren sowohl in direkter Nachbarschaft, als auch weiter entfernt.
Abgebildet auf die Kristallstruktur von hAQP1 ergeben sich folgende konservierte Motive. Die
Konsensus-Sequenz fiir die erste NPA-Box ist S-G-x-H-x-N-P-A-V-T, wahrend sie fiir die zweite NPA-
Box G-x-x-x-N-P-A-R-(S/D)-x-G lautet. Das hochkonservierte Arginine (R) direkt nach der zweiten NPA-
Box liegt an der engsten Stelle der Pore [Heymann et al. 2000; Murata et al. 2000; Zardoya et al.
2001].

In der dreidimensionalen Darstellung des Proteins wird deutlich, dass die konservierten Bereiche im
Zentrum des Proteins liegen. Sie zeigen alle nach innen, aulRer einem Phenylalanin-Rest in Helix 1 und
einem Tryptophan-Rest in Helix 6. Diese zwei konservierten Reste sind wahrscheinlich an der
Oligomerisierung des Tetramers beteiligt [Zardoya 2005].
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1.2.1.2 Permeabilititsmechanismus

Mitglieder der Aquaporin-Superfamilie sind hochgradig selektiv. Welche Stoffe MIPs passieren
kénnen, hangt von zwei flr den Durchtritt sehr wichtigen Strukturen ab. Es handelt sich zum einen
um die zwei Asparaginreste in den konservierten NPA-Motiven am Ende der zwei Halbhelices im
Zentrum der Pore, welche starke Wasserstoffbriicken mit dem durchtretenden Stoff ausbilden, und
zum anderen um die etwa zehn Angstrém naher zur extrazelluldren Seite liegende engste Stelle des
Kanals, die durch ein konserviertes Arginin (R) zusammen mit aromatischen Aminosaureresten (ar)
ausgebildet wird [de Groot et al. 2001].

Abbildung 10 single-file-Wassertransport in der Pore des bakteriellen Aquaglyceroporins GlpF [Hub 2008]. Einige
mit dem Wasser interagierende Aminosaurereste sind ndaher dargestellt. Die beiden Asparagine Asn68 und Asn203 der
NPA-Motive bilden starken Wasserstoffbriicken zu den vorbeiwandernden Wassermolekiilen aus. Die Region aus Arginin
und aromatischen Resten (ar/R) bildet die engste Stelle des Kanals aus.

Stoffe, die durchgelassen werden, wie Wassermolekiile, kbnnen den Kanal bidirektional, ein Molekiil
ans nachste gereiht (single-file), durchdringen.

Dabei verhindern Aquaporine jedoch die Leitung von Protonen Ulber die Membran, damit der fir
Zellen wichtige Protonengradient nicht zerstort wird. Dies ist nicht selbstverstandlich, da Wasser in
der fliissigen Phase nicht als Einzelmolekiil vorliegt, sondern als ein (iber Wasserstoffbricken-
bindungen zusammenhangendes Netzwerk. Entlang dieser Wasserstoffbriicken kénnen Protonen von
Molekil zu Molekil hiipfen (GrotthuR-Mechanismus). Die zwei Asparagine, im jeweiligen NPA-Motiv,
sind die endstdndigen Aminosduren am positiven Ende der ins Zentrum ragenden Halbhelix-Dipole.
Sie sind in die Pore orientiert und wirken als Wasserstoffdonatoren fiir die Sauerstoffatome der
durchtretenden Stoffe, das heiRt, sie bilden starke Wasserstoffbriicken zu den vorbeiwandernden
Wassermolekilen aus. Das elektrostatische Potential der Dipole wirkt auf die Dipole der
Wassermolekiile, die sich beim Durchdringen der Pore, infolgedessen um 180°C umorientiert [de
Groot et al. 2001], so dass Wasserstoffbriicken zwischen benachbarten Wassermolekilen in der
Kette unterbrochen werden. Neuere Arbeiten bezweifeln diese Interpretation und stellen die vom
Protein erzeugte elektrostatische Barriere in den Vordergrund, die das Proton entlang des Kanals
Uberwinden muss [Eisenberg 2003; Burykin et al. 2004]. Andere heben hervor, dass das Protein die
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Solvatationshiille eines Protons/Hydroniumions in Wasser nicht ersetzen kann [de Groot et al. 2005;
Kato et al. 2006].

Die ar/R Engstelle ist in orthodoxen Aquaporinen etwa 2,8 Angstrém im Durchmesser, was dem
Durchmesser eines Wassermolekiils entspricht. Geloste Stoffe groBer als ein Wassermolekiil kbnnen
die Pore nicht passieren [Murata et al. 2000; Unger 2000]. In Aquaglyceroporinen ist die Engstelle
circa 3,4 Angstrom breit und weist damit den gleichen Durchmesser wie Glycerin mit seinen an
Kohlenstoff gebundenen Hydroxyl-Gruppen auf [Walz et al. 2009]. Die auBerordentliche Bedeutung
der ar/R Engstelle flr die Selektivitat der Aquaporine wurde in Mutationsexperimenten aufgezeigt.
Punktmutationen in der ar/R Engstelle in hAQP1 ermdoglichten den Durchtritt von Harnstoff, Glycerin,
Ammoniak und Protonen durch den Kanal [Beitz et al. 2009].

Die geordnete Bewegung der Wassermolekile entlang der Pore wird durch die regelmalie
Anordnung von Wasserstoffbriickendonatoren und Akzeptoren garantiert [Sui et al. 2001].
Hydrophile Gruppen sind auf einer Seite der Pore angeordnet, wo sie eine regelmaRige Abfolge von
potentiellen Wasserstoffbriickenpartnern fiir die Wassermolekiile ausbilden. Die andere Seite der
Pore ist hydrophob, was die gut geordnete Aufreihung der Wassermolekiile entlang der
Wasserstoffbriickenspender garantiert. Diese Anordnung erlaubt den schnellen Durchtritt von bis zu
3 x 10° Wassermolekiilen pro Sekunde und MIP [Agre et al. 1998; Borgnia et al. 1999].

1.2.2 Aquaglyceroporine in Trypanosoma brucei

Trypanosoma brucei besitzt insgesamt drei MIPs (AQP1, AQP2 und AQP3). Die Gene liegen auf
Chromosom 6 (TbAQP1; 966 bp) und Chromosom 10 (TbAQP2; 939 bp und TbAQP3; 915 bp). Alle drei
Kandle sind in ihrer Aminosauresequenz sehr dhnlich und weisen hohe percent identity scores auf.
Berechnet mit der Software DNAMAN weisen TbAQP1 und TbAQP2 66,4 % identity auf, Tb)AQP1 und
TbAQP3 haben eine identity von 68,3 % und TbAQP2 verglichen mit TOAQP3 hat einen identity score
von 76,6 (Abbildung 11).
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Abbildung 11 Proteinsequenzvergleich der drei ThbAQPs mit Motivboxen
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lhren phylogenetischen Stammbaumen und Sequenzanalysen [Froger et al. 1998] nach sind sie eher
Aquaglyceroporine als Aquaporine, was durch Transportmessungen in Oozyten bestatigt wurde
[Uzcategui et al. 2005].

TbAQP1 und TbAQP3 haben in der porenbildenden Region die zwei hochkonservierten NPA-Motive,
wahrend TbAQP2 die nur selten vorkommenden NSA- und NPS-Motive enthalt. Dabei besitzt ThAQP2
ein Leucine anstelle des hochkonservierten Arginins direkt nach der zweiten NPA-Box,
beziehungsweise in diesem Fall dem NPS-Motiv.

Die Transmembranvorhersagen fiir alle drei TbAQPs zeigen kurze, zwei Aminosdure lange, C-
terminale cytosolische Enden, aber charakteristisch verlangerte N-terminale cytosolische Enden. Die
73 und 65 Aminosduren langen N-terminalen Enden von TbAQP2 und TbAQP3 sind fast identisch,
wohingegen das 83 Aminosauren lange N-terminale Ende von TbAQP1 ganzlich unterschiedlich ist.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Die Aquaglyceroporine der Trypanosomen weisen spezifische Funktionen auf, die fiir das Uberleben
der Parasiten von entscheidender Bedeutung sind. Dazu gehoren die Osmoregulation bei der
Besiedlung ihrer diversen Lebensrdaume oder die Entgiftung toxischer Metabolite wie Ammoniak aus
dem Aminosaure-Stoffwechsel oder Glycerin bei anaerobem Stoffwechsel. Weiterhin zahlt dazu die
Aufnahme von Glycerin als Energiesubstrat und zur Bildung von Phospholipiden.

Gegenstand dieser Arbeit war die Charakterisierung der drei trypanosomalen Aquaglyceroporine,
insbesondere ihre Lokalisation in der Zelle und ihre funktionelle Bedeutung zum Beispiel im Hinblick
auf Glycerin-Transportvorgange.

Zur Lokalisierung der drei Aquaglyceroporine sollten spezifische Antikorper zum Einsatz kommen.
Neben dem direkten Nachweis der Aquaglyceroporine war es auch das Ziel, die RNA Interferenz-
Arbeitstechnik im unserem Labor zu etablieren und einzusetzen. RNA Interferenz sollte eine indirekte
Lokalisierung durch Riickschlisse aus Defizit-Klonen ermoglichen und Aussagen zur Aufklarung ihrer
physiologischen Funktionen, insbesondere zum Glycerintransport, zulassen. Hierzu wurde eine Reihe
von Versuchen zum Aufspiren der phanotypischen Veranderungen geplant.

Die einzusetzende RNA Interferenz-Methode sollte die Herstellung vererbbarer, induzierbarer
Knockdown-Trypanosomen erlauben, damit auch die Funktion potentiell essentieller Genprodukte
untersucht werden kann.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Versuchsorganismen
3.1.1.1 Trypanosomen

Flr Stabilate und Experimente die viele Trypanosomen erforderten, wurden die Parasiten in vivo
angezogen. Daflr wurden Ratten der Rasse Wistar verwendet, die im Tierstall des Interfakultaren
Institutes fur Biochemie untergebracht waren. Es wurden nur nicht humanpathogene Trypanosoma
brucei brucei-Erreger verwendet.

Als Blutform-Trypanosomen (BF 221) wurde die klonierte Linie MITatl.2 eingesetzt, die aus dem
monomorphen Trypanosoma brucei brucei-Stamm Lister 427 herangezogen wurde und den variablen
Antigentyp 221 exprimiert [Cross 2009].

Als procyclische Zellen wurde eine durch Transformation aus dem zuvor genannten MITat1.2-Stamm
geschaffene Zelllinie (PC 221) eingesetzt [Overath et al. 1986].

AulRerdem wurden schon vorhandene transgene Zelllinien im Laufe dieser Arbeit eingesetzt.
Transgene Zelllinien wurden entsprechend den Trypanosoma brucei-Nomenklatur nach Clayton
benannt [Clayton et al. 1998]. Im weiterfihrenden Text werden jedoch meistens abgednderte
Namen verwendet, um die Lesbarkeit zu verbessern. In den nachfolgenden Tabellen sind diese
abgednderten Namen in fetter Schrift in der Kopfzeile aufgefiihrt. In einigen Fallen existiert mehr als
ein Name fiir dieselbe Zelllinie, welcher dann als alternativer Name anzeigt ist.

Verwendung fiir RNAi Experimente fand die von einer BF 221 klonalen Zelllinie abgeleitete single
marker bloodform Linie (BF SMB) [Wirtz et al. 1999], die konstitutiv T7 RNA-Polymerase (Plasmid
pHD328) und Tn10 Tet Repressor (Plasmid pLEW114hyg5’) mittels NEO-Resistenz exprimiert.

BF SMB
Originalpublikation: [Wirtz et al. 1999]
Nomenklaturname: MITatl.2 T7RNAP TETR NEO
Selektionsmarker: G418 [2 pg/ml]

Ebenfalls fir RNAi Experimente wurde die von einer PC 221 klonalen Zelllinie abgeleiteten PC 1313-
514 Zellen verwendet [Alibu et al. 2005], die konstitutiv Tetracyclin-Repressor (Plasmid pHD1313)
und T7 RNA-Polymerase (Plasmid pHD514) durch BLE- und NEO-Selektion exprimiert.

PC 1313-514
Originalpublikation: [Alibu et al. 2005]
Nomenklaturname: MITatl1.2 TETR BLE T7RNAP NEO
Selektionsmarker: Phleomycin [5 pg/ml], G418 [50 pg/ml]

Des Weiteren wurden die von der klonalen Zelllinie PC 221 abgeleiteten PC 29-13 Zellen [Wirtz et al.
1999] fiir TbAQP Uberexpressionsversuche eingesetzt. Diese Zellen exprimieren konstitutiv T7 RNA-
Polymerase (pLEW13) und Tetracyclin-Repressor (pLEW29) unter G418- und HYG-Resistenz.
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PC 29-13

Originalpublikation:

[Wirtz et al. 1999]

Nomenklaturname:

MITatl.2 T/RNAP NEO TETR HYG

Selektionsmarker:

G418 [15 pg/ml]; Hygromycin [50 pg/ml]

Der Ubersichtlichkeit halber sind alle fiir diese Arbeit erschaffenen transgenen Zelllinien hier,

zusatzlich zur detaillierten Beschreibung im Ergebnissteil, mit aufgelistet:

PC 29-13 AQP2 | 1

Hergestellt von:

B. Bassarak

Nomenklaturname:

MITat1.2 T7RNAP NEO TETR HYG RDNA::PGPEET" AQP2 T7RNAP BLE

Alternativer Name:

PC AQP2 Uberexpression

Klon- oder Pool-Nummer:

3@11

Plasmidname:

pLEW100 AQP2_over

Selektionsmarker:

G418 [15 pg/ml]; Hygromycin B [50 pg/ml]

PC 1313-514 AQP1 2

Hergestellt von:

B. Bassarak

Nomenklaturname:

MITat1.2 TETR BLE T7RNAP NEO RDNA::T7PRO" AQP1 HYG

Alternativer Name:

PC AQP1-Knockdown

Klon- oder Pool-Nummer:

cil

Plasmidname:

p2T7TAblue AQP1

Selektionsmarker:

Phleomycin [5 pg/ml], G418 [50 pg/ml], Hygromycin B [15 pg/ml]

PC 1313-514 AQP2 ‘ 3

Hergestellt von:

B. Bassarak

Nomenklaturname:

MITat1.2 TETR BLE T7RNAP NEO RDNA::T7PRO" AQP2 HYG

Alternativer Name:

PC AQP2-Knockdown

Klon- oder Pool-Nummer:

Ori

Plasmidname:

p2T7TAblue AQP2

Selektionsmarker:

Phleomycin [5 pug/ml], G418 [50 ug/ml], Hygromycin B [15 pg/ml]

PC 1313-514 AQP3 | 4

Hergestellt von:

B. Bassarak

Nomenklaturname:

MITat1.2 TETR BLE T7RNAP NEO RDNA::T7PRO" AQP3 HYG

Alternativer Name:

PC AQP3-Knockdown

Klon- oder Pool-Nummer:

Ori

Plasmidname:

p2T7TAblue AQP3

Selektionsmarker:

Phleomycin [5 pg/ml], G418 [50 pg/ml], Hygromycin B [15 pg/ml]

PC 1313-514 AQP1-3 ‘ 5

Hergestellt von:

B. Bassarak

Nomenklaturname:

MITat1.2 TETR BLE T7RNAP NEO RDNA::T7PRO" AQP1-3 HYG

Alternativer Name:

PC Gesamt-AQP-Knockdown

Klon- oder Pool-Nummer:

Cl2

Plasmidname:

p2T7TAblue AQP1-3

Selektionsmarker:

Phleomycin [5 pg/ml], G418 [50 ug/ml], Hygromycin B [15 pg/ml]

PC 1313-514 ATUB |6

Hergestellt von:

‘ B. Bassarak
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Nomenklaturname:

MITat1.2 TETR BLE T7RNAP NEO RDNA::T7PRO" ATUB HYG

Alternativer Name:

PC Knockdown-Positivkontrolle

Klon- oder Pool-Nummer:

Ori

Plasmidname:

p2T7TAblue ATUB

Selektionsmarker:

Phleomycin [5 pg/ml], G418 [50 pg/ml], Hygromycin B [15 pg/ml]

PC 1313-514 empty |7

Hergestellt von:

B. Bassarak

Nomenklaturname:

MITat1.2 TETR BLE T7RNAP NEO RDNA::T7PRO" HYG

Alternativer Name:

PC Knockdown-Kontrolle

Klon- oder Pool-Nummer:

Ori

Plasmidname:

p2T7TAblue empty

Selektionsmarker:

Phleomycin [5 pg/ml], G418 [50 pg/ml], Hygromycin B [15 pg/ml]

BF SMB AQP1 | 8

Hergestellt von:

B. Bassarak

Nomenklaturname:

MITat1.2 TZRNAP TETR NEO RDNA::T7PRO" AQP1 HYG

Alternativer Name:

BF AQP1-Knockdown

Plasmidname:

p2T7TAblue AQP1

Selektionsmarker:

G418 [2 pg/ml], Hygromycin B [2,5 pug/ml]

BF SMB AQP2 9

Hergestellt von:

B. Bassarak

Nomenklaturname:

MITat1.2 T7RNAP TETR NEO RDNA::T7PRO" AQP2 HYG

Alternativer Name:

BF AQP2-Knockdown

Plasmidname:

p2T7TAblue AQP2

Selektionsmarker:

G418 [2 pg/ml], Hygromycin B [2,5 pg/ml]

BF SMB AQP3 10

Hergestellt von:

B. Bassarak

Nomenklaturname:

MITat1.2 T/RNAP TETR NEO RDNA::T7PRO" AQP3 HYG

Alternativer Name:

BF AQP3-Knockdown

Plasmidname:

p2T7TAblue AQP3

Selektionsmarker:

G418 [2 pg/ml], Hygromycin B [2,5 pug/ml]

BF SMB AQP1-3 11

Hergestellt von:

B. Bassarak

Nomenklaturname:

MITat1.2 TZ7RNAP TETR NEO RDNA::T7PRO" AQP1-3 HYG

Alternativer Name:

BF Gesamt-AQP-Knockdown

Plasmidname:

p2T7TAblue AQP1-3

Selektionsmarker:

G418 [2 pg/ml], Hygromycin B [2,5 pg/ml]

BF SMB ATUB 12

Hergestellt von:

B. Bassarak

Nomenklaturname:

MITat1.2 T7RNAP TETR NEO RDNA::T7PRO" AQP2 HYG

Alternativer Name:

BF Knockdown-Positivkontrolle

Plasmidname:

p2T7TAblue ATUB

Selektionsmarker:

G418 [2 pug/ml], Hygromycin B [2,5 pg/ml]
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3.1.1.2 Bakterien

Fir die Klonierung von Plasmiden wurden One Shot TOP10 Chemically Competent Escherichia coli (F
mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80/acZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL
(str®) endAl nupG A-) der Firma Invitrogen verwendet. Diese Zellen bendtigen kein Isopropyl-R-D-
thiogalactopyranosid (IPTG), um die Expression des lac Promoters zu induzieren. Fiir eine mogliche
blau/weiR Selektion wurde darauf geachtet, dass die Selektionsplatten 50 pug/ml X-Gal enthalten.

3.1.2 Antikorper

Huhn-Anti-AQP1 Biogenes, Berlin
Huhn-Anti-AQP2 Biogenes, Berlin
Huhn-Anti-AQP3 Biogenes, Berlin
Maus-Anti-Huhn Leichte Ketten-FITC Konjugat, monoklonal Sigma-Aldrich, Miinchen

3.1.3 Oligonukleotide

Alle Primer (Oligonukleotide) sind von der Firma Invitrogen und wurden als 100 uM Stammldsung bei
-20°C gelagert und fur Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) in einer 1:10-Verdiinnung eingesetzt. Die
Position des resultierenden PCR-Fragments im Gen wurde wie folgt angegeben: Nukleotidnummer im
Gen (#Zahl), Nukleotidnummer in 5°-UTR (#-Zahl) und Nukleotidnummer in 3‘-UTR (#+Zahl).

Standard-Primer
Oligo(dT)18 Primer 5’-T(18)-3’

Sequenzierungsprimer

p2T7TAblue_se 5’-CCGCTCTAGAACTAGTGGA-3’
pPLEW100_se 5’-CCTGAGTACTGAGTTTAACATGTTCTC-3’
pPLEW100_as 5-TGCTGTGCCATCAGATTACTC-3’

Einzel-AQP-Knockdowns
Aquaglyceroporin 1 [Tb927.6.1520/Genldnge 966 bp/PCR-Produkt 567 bp (#130 bis #696)]

AQP1_RNAi_1x_Taal_se 5’-GCCAATCCACAGGAAAAGAA-3’
AQP1_RNAi_1x_Taal_as 5’-ACCGACGCAAAAGAGAAGAA-3’

Aquaglyceroporin 2 [Tb10.61.2640/Genldange 939 bp/PCR-Produkt 360 bp (#+175 bis #+534)]

AQP2_RNAi_1x_Taal_se 5’-acat-ACTGT-GCGTTGAAGTTTTTGCCTTC-3'
AQP2_RNAi_1x_Taal_as 5'-tata-ACTGT-TCGTTGCGTGGTAACGTAAA-3’

Aquaglyceroporin 3 [Tb10.61.2650/Genldnge 915 bp/PCR-Produkt 337 bp (#+175 bis #+511)]

AQP3_RNAi_1x_Taal_se 5’-aggt-ACTGT-TTTTTGAGTGCATGAGCTGC-3’
AQP3_RNAi_1x Taal_as 5’-acgc-ACTGT-TGGTTCAGCGCTATTCAGTG-3’

Gesamt-AQP-Knockdown
Aquaglyceroporin 1 [Th927.6.1520/Genldnge 966 bp/PCR-Produkt 567 bp (#130 bis #696)]

AQP1_3x_link_Taal_se 5’-gcgt-ACTGT-GCCAATCCACAGGAAAAGAA-3’
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AQP1_3x_link_Ndel_as

Aquaglyceroporin 2

AQP2_3x_link_Ndel_se
AQP2_3x_link_Sall_as

Aquaglyceroporin 3

AQP3_3x_link_Sall_se
AQP3_3x_link_Taal_as

Sonstige Knockdowns

a-Tubulin

ATUB_RNAi_se
ATUB_RNAi_as

Northern Sonden
R-Tubulin

BTUB_sonde_se
BTUB_sonde_as

a-Tubulin

ATUB_sonde_se
ATUB_sonde_as

Aquaglyceroporin 1

AQP1_sonde_se
AQP1 sonde_as

Aquaglyceroporin 2

AQP2_sonde_se
AQP2_sonde_as

Aquaglyceroporin 3

AQP3 _sonde_se
AQP3_sonde_as

AQP Uberexpressionen

Aquaglyceroporin 2

AQP2 _over_Hindlll_se
AQP2_over_BamHI_as

5’-cgtttaaacttacggaccgt-catatg-ACCGACGCAAAAGAGAAGAA-3’

[Tb10.61.2640/Genldnge 939 bp/PCR-Produkt 360 bp (#+175 bis #+534)]

5’-acgt-catatg-GCGTTGAAGTTTTTGCCTTC-3’
5’-tatg-gtcgac-TCGTTGCGTGGTAACGTAAA-3’

[Tb10.61.2650/Genldnge 915 bp/PCR-Produkt 337 bp (#+175 bis #+511)]

5’-tgacggtccgtaagtttaaac-gtcgac-TTTTTGAGTGCATGAGCTGC-3’
5’-acgc-ACTGT-TGGTTCAGCGCTATTCAGTG-3’

[Th927.1.2400/Genldnge 1356 bp/PCR-Produkt 413 bp (#833 bis #1245)]

5’-CAGAGAAGGCCTACCACGAG-3’
5’-CTCTTCCATACCCTCACCGA-3’

[Tb927.1.2330/Genldnge 1329 bp/PCR-Produkt 1320 bp (#1 bis #1320)]

5’-ATGCGCGAAATCGTCTGCGTTCAG-3’
5’-CTCCTCCTCGTCGAACTCGCCCT-3’

[Tb927.1.2400/Genldnge 1356 bp/PCR-Produkt 273 bp (#546 bis #818)]

5’-GGAGCCCTACAACTCTGTGC-3’
5’-GCATAGCTTGTCAGCACGAA-3’

[Th927.6.1520/Genldnge 966 bp/PCR-Produkt 253 bp (#-129 bis #124)]

5’-GGGTCCACCACAATCAAAAA-3’
5 -GGTTGGGAATGGGTTCATTA-3’

[Tb10.61.2640/Genldnge 939 bp/PCR-Produkt 251 bp (#883 bis #+194)]

5’-CCATTCTTTGGAGCTATCCTTG-3’
5’-GAAGGCAAAAACTTCAACGC-3’

[Tb10.61.2650/Genldnge 915 bp/PCR-Produkt 251 bp (#544 bis #794)]

5’-ACCGCAGGTGTGTTCAGC-3’
5’-GAAGAGAAGACCCTGGGACC-3’

[Th10.61.2640/Genlénge 939 bp/PCR-Produkt 939 bp (#1 bis #939)]

5’-tcag-AAGCTT-ATGCAGAGCCAACCAGAC-3’
5’-attc-GGATCC-TTAGTGTGGAAGAAAATATTTGTACAG-3’
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3.1.4 Plasmide

pCR2.1-TOPO
pUC19 Smal
p2T7TAblue
pLEW100

Plasmidkonstrukte

Invitrogen, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot
David Horn, London, UK
George Cross, New York, USA

Fiir eine bessere Ubersicht werden alle fiir diese Arbeit selbst hergestellten oder verwendeten

Plasmidkonstrukte hier, zusatzlich zum ausfiihrlicheren Ergebnissteil, kurz aufgelistet.

p2T7TAblue AQP1 |1

Hergestellt von:

B. Bassarak

Herstellung:

PCR-Amplikon von ThAQP1 Teilstiick (Nukleotide 130 bis 696)
wurde in Eam1105I gedffneten RNAI-Vektor p2T7TAblue kloniert.

Kurzbeschreibun: Induzierbares RNAi-Knockdown-Plasmid gegen TbAQP1
& [p2T7TAblue::AQP1ALacZ]
Verdau fiir Transfektion: Notl
Selektionsmarker: Hygromycin B
p2T7TAblue AQP2 | 2

Hergestellt von:

B. Bassarak

PCR-Amplikon von ThAQP2 3‘-UTR Teilstiick (Nukleotide +175 bis

Herstellung: +534) wurde in Eam1105| geodffneten RNAi-Vektor p2T7TAblue
kloniert.
K P DEeCT eIt Induzierbares RNAi-Knockdown-Plasmid gegen TbAQP2
[p2T7TAblue::AQP2ALacZ]
Verdau fiir Transfektion: Notl
Selektionsmarker: Hygromycin B
p2T7TAblue AQP3 |3

Hergestellt von:

B. Bassarak

PCR-Amplikon von ThAQP3 3‘-UTR Teilstlick (Nukleotide +175 bis

Herstellung: +511) wurde in Eam1105] gedffneten RNAi-Vektor p2T7TAblue
kloniert.
e Induzierbares RNAi-Knockdown-Plasmid gegen TbAQP3
[p2T7TAblue::AQP3ALacZ]
Verdau fiir Transfektion: Notl
Selektionsmarker: Hygromycin B
p2T7TAblue AQP1-3 |4

Hergestellt von:

B. Bassarak

Herstellung:

Konstrukt aus den drei ThAQP1, ThAQP2 und TbAQP3 Singel-
Knockdown-Fragmenten (Insgesamt 1281 nt) wurde in Eam1105I
geoffneten RNAi-Vektor p2T7TAblue kloniert.

Kurzbeschreibung:

Induzierbares  RNAi-Knockdown-Plasmid  gegen  TbAQP1-3

[p2T7TAblue::AQP1-3AlacZ]

Verdau fiir Transfektion:

Notl

Selektionsmarker:

Hygromycin B
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p2T7TAblue ATUB |5

Hergestellt von:

B. Bassarak

Herstellung:

PCR-Amplikon von TbATUB Teilstlick (Nukleotide 833 bis 1245)
wurde in Eam1105I gedffneten RNAI-Vektor p2T7TAblue kloniert.

Kurzbeschreibung:

Induzierbare RNAi-Knockdown-Positivkontrolle
[p2T7TAblue::ATUBALacZ]

Verdau fiir Transfektion:

Notl

Selektionsmarker:

Hygromycin B

p2T7TAblue empty ‘ 6

Hergestellt von:

B. Bassarak

Mit Eam1105I gedffneter RNAi-Vektor p2T7TAblue, Enden mittels
T4 DNA Polymerase geglattet und mit T4 DANN Ligase
rezirkularisiert

Herstellung:

Kurzbeschreibuna: RNAi-Elektroporations- und Selektionskontrolle
B [p2T7TAblue::AlLacZ]
Verdau fiir Transfektion: Notl

Selektionsmarker: Hygromycin B

pLEW100 AQP2 |7

Hergestellt von: B. Bassarak

PCR-Amplikon von ThAQP2 (Nucleotide 1 bis 939) in mit HindIll und

RIS BamHI gedffneten Vektor pLEW100 ligiert

Induzierbares TbAQP2
[PLEW100::AQP2ALuc]

Kurzbeschreibung: Uberexpressionsplasmid

Verdau fiir Transfektion: Notl

Selektionsmarker: Phleomycin

3.1.5 Kits

Invitrogen, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot

AccuPrime Tag DNA Polymerase High Fidelity Kit
Hexalabel DNA labeling Kit

HotStarTaq Master Mix Kit Qiagen, Hilden
Megaprime DNA labeling systems Kit Amersham, Freiburg
MinElute Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

NEBlot DNA labeling Kit
NucleoBond PC 100 Kit

New England Biolabs, Frankfurt
Macherey-Nagel, Diiren

Oligotex mRNA Mini Kit Qiagen, Hilden
Omniscript Reverse Transkriptase Kit Qiagen, Hilden
QlAprep Spin MiniPrep Kit Qiagen, Hilden
QlAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

TOPO TA Cloning Kit Invitrogen, Karlsruhe
3.1.6 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben wurden samtliche Aminosduren von der Firma Sigma-Aldrich, alle
Restriktionsenzyme von der Firma Fermentas und alle nicht aufgefiihrten anorganischen Salze von
der Firma Carl Roth bezogen.

25



Material und Methoden

Zellkultur

Ampuwa Wasser, RNase frei
(D)-Glucose

Adenosin

Antibiotic Antimycotic Solution 100x, stabilized
Canusal™

DEAE-Sephacel
Ethylendiamintetraacetat

Fotales Kalberserum

Glycerin

Glycin

Hamin

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
MEM Aminosaduren

MEM Vitaminlésung

Na-Pyruvat

Phenolrot

Serum Plus ™

Radiochemikalien

[a-**P]dATP
[0-**P]dATP

Sonstige Chemikalien

1 kb DNA Ladder

100 bp DNA Ladder
Agar-Agar

Agarose NEEO Ultra Quality
Ampicillin

Arsentrioxid

ATP

Bisbenzimid

Calf Intestinal Phosphatase
CTP

Dimethylsulfoxid

DNA loading dye 6x

dNTP Mix

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure
Formaldehyd

G418

GeneRuler 1kb DNA Ladder
Giemsa-Losung
Glutaraldehyd

GTP

Hefeextrakt

Hygromycin B
Immu-Mount Einbettungsmedium
Isopropanol
Kaliumantimontartrat

Fresenius Kabi, Bad Homburg
Fluka, Buchs, CH
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen

CP Pharmaceuticals, Wrexham, UK

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
SAFC Biosciences, Andover, UK

Amersham, Little Chalfont, UK
Hartmann Analytic, Braunschweig

New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen

New England Biolabs, Frankfurt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen

Carl Roth, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen

Carl Roth, Karlsruhe

PAA Laboratories, Pasching
Shandon, Pittsburgh, USA
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
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Lachssperma
L-Lactatdehydrogenase
NADH
Natriumdodecylsulfat
Paraformaldehyd

Pfu DNA Polymerase
Phleomycin
p-Nitrophenylphosphat
RNase A

RNaseOUT

T4 DNA Ligase

T4 Polynukleotidkinase
T7 RNA Polymerase
Tetracyclin

Triton X-100

UTP

X-Gal

3.1.7 Verbrauchsmaterialien
Zellkultur

Cryo-Réhrchen (1,4 ml)

Glocken-Sterilfilter MediKap-2 Hohlfaserfilter (0,2 um)
Mikrotiterplatten (6-well, 24-well, 96-well)
Pasteurpipetten, steril

PCR-Reaktionsgefdle (0,2 ml)

Petrischalen (94 x 16 mm)

Pipettenspitzen

ReaktionsgefaRe (1,5 ml; 2 ml)

Sigma-Aldrich, Miinchen
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Miinchen
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Gibco BRL, Eggenstein
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe

Greiner, Frickenhausen

Microgon, Laguna Hills, USA

Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen

Schott Glasflaschen, autoklavierbar (50 ml bis 1 1) Fischer Scientific, Steinheim

Spritzenvorsatz-Sterilfilter mit SFCA-Membran (0,22 um)
Sterile Zentrifugenrohrchen (15ml, 50ml )

Zellkulturflaschen (T-12,5; T-25; T-75; T-175) mit Sterilfilter

Zellkulturréhrchen, runder Boden (14 ml)
Sonstige Materialien

BioMax MR Film (13x18 cm)
Elektroporationskivetten 2 mm
Filterpapierblattchen Sample Discs SS03
Halbmikrokiivetten

Nalge, Hereford, UK

Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen

Kodak, Stuttgart
Bio-Rad, Munchen
Wescor, Utah, USA
Sarstedt, NiUmbrecht

Hybond - ECL (Nitrocellulosemembran)
Hybond - N+ (Nylon Transfermembran)
Immuno-Mount

Kalibrierldsungen OPTI-Mole 100, 290 & 1000 mmol/kg
Objekttrager fur Immunfluoreszenz
Objekttrager/Deckglaser

Parafilm

Szintillationsgefalle

Ultima Gold Scintillation Cocktail
UV-Kivette mikro

Whatman Papier (3 mm)

Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Shandon, Pittsburg, USA
Wescor, Utah, USA

Biomerieux, Nurtingen

Carl Roth, Karlsruhe

American Can Co, Chicago, USA
PerkinElmer, Waltham, USA
Packard, Frankfurt

Brand, Wertheim

Whatman, Maidstone, USA
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3.1.8 Medien, Puffer und Losungen

Falls nicht anders angegeben wurde zum Losen Aqua dest. verwendet. Die angegeben Molaritaten
bezeichnen die Endkonzentrationen.

3.1.8.1 Medien

Alle Medien und Medienzusdtze wurden im Autoklaven sterilisiert oder steril filtriert.
3.1.8.1.1 Trypanosomen

Grundmedium, pH 7,4

Das Grundmedium ist ein minimal essential medium (MEM) nach dem Standardprotokoll [Eagle
1959]; es beinhaltet Modifikationen nach Duszenko [Duszenko et al. 1985; Duszenko et al. 1992].

CaCl, 265 mg/I 1,8 mM
KCl 400 mg/I 5,4 mM
MgS0, x 7 H,0 200 mg/I 0,8 mM
NaCl 6800 mg/I 116 mM
NaH,PO, x H,O 140 mg/I 1 mM
HEPES 7140 mg/I 30 mM

Die Substanzen wurden gel6ost und der pH-Wert der Losung auf 7,4 eingestellt.

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

MEM nicht essentielle Aminosaureldsung 10 mg/I
MEM Vitamin-Lésung 10 mg/I
Phenolrot 10 mg/I 0,03 mM

Die Aminosauren und Adenosin wurden addiert und die nachfolgend genannten kommerziellen
Losungen inklusive Phenolrot zugegeben. Dieses Grundmedium wurde mittels Pumpe und
netzmittelfreier Celluloseacetat-Filtermembran (SFCA-Membran) steril filtriert und bei 4°C bis zu
sechs Monaten gelagert.

BF-Kulturmedium fiir Blutform-Trypanosomen, pH 7,4

Zur Herstellung des kompletten BF-Kulturmediums wurden Glucose und folgende Stammldsungen
zum Grundmedium zugegeben. Die Konzentrationsangaben sind auf das finale Volumen bezogen.
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Glucose x H,0 4990 mg/I 25 mM

NaHCO; 33,3x 75 mg/ml 26,2 mM 30 ml/l
L-Glutamin 100x 29,2 mg/ml 2 mM 10 ml/I
L-Cystein 100x 3,03 mg/ml 0,25 mM 10 ml/I
Thymidin 100x 0,39 mg/ml 0,016 mM 10 ml/I
Hypoxanthin 100x* 1,36 mg/ml 0,1 mM 10 ml/I
Bathocuproindisulfonat; 1000x** 5,65 mg/ml 0,016 mM 1 ml/l
Myristinsdure, gekoppelt an BSA 50x*** 24 mg/ml 0,1 mM 20 ml/I
Penicillin/Streptomycin Mix**** 5 ml/I
Grundmedium ad 850 ml/I

* Hypoxanthin 100x wurde in 0,1 M NaOH gel6st.

** Bathocuproindisulfonat 1000x wurde in Aqua bidest. suspendiert und durch Zugabe von wenigen
Tropfen 0,5 M HCl gel6st.

*** Die Herstellung der Myristinsaurelésung erfolgte nach Ferguson und Cross [Cross et al. 1973;
Ferguson et al. 1984], wobei zundchst 24 mg Myristinsdure in 100 pl Ethanol p.a. gelést wurden. Die
ethanolische Myristinsdurelésung wurde dann schrittweise zu einer BSA-L6sung zugegeben (1 g
fettsdurefreies BSA pro 20 ml Aqua bidest.).

**** penicillin/Streptomycin Mix ist Antibiotic Antimycotic Solution 100x, stabilized (steril filtriert,
mit 10 000 Units Penicillin, 10 mg Streptomycin und 25 pug Amphotericin B pro ml, Zellkultur getestet)
der Firma Sigma-Aldrich und wurde 1:200 fach eingesetzt.

Der pH-Wert des Mediums wurde kontrolliert (pH 7,4), es wurde steril filtriert und zu sterilem
fotalem Kalberserum hinzugegeben.

Fotales Kalberserum (30 min @ 56°C hitzeinaktiviert) 150 ml/I
Das finale BF-Kulturmedium war fiir circa 6 Wochen bei 4°C haltbar.
PC-Kulturmedium fiir procyclische Formen, pH 7,4

Zur Herstellung des kompletten PC-Kulturmediums wurden folgende Stammldsungen zu
Grundmedium zugegeben. Die Konzentrationsangaben sind auf das finale Volumen bezogen.

L-Prolin 100x 60 mg/ml 5,2 mM 10 ml/I
L-Glutamin 100x 29,2 mg/ml 2 mM 10 ml/I
Na-Pyruvat 100x 22 mg/ml 2,0 mM 10 ml/I
Hamin 333xin 0,1 M NaOH 2,5 mg/ml 0,012 mM 3 ml/l
Penicillin/Streptomycin Mix* 5 ml/I
Grundmedium ad 900 ml/I

* Penicillin/Streptomycin Mix ist Antibiotic Antimycotic Solution 100x, stabilized (steril filtriert, mit 10
000 Units Penicillin, 10 mg Streptomycin und 25 pg Amphotericin B pro ml, Zellkultur getestet) der
Firma Sigma-Aldrich und wurde 1:200 fach eingesetzt.

Der pH-Wert des Mediums wurde kontrolliert (pH 7,4); es wurde steril filtriert und zu sterilem
fotalem Kalberserum hinzugegeben.

Fotales Kalberserum (30 min @ 56°C hitzeinaktiviert) 100 ml/I
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Das finale PC-Kulturmedium war fiir circa 6 Wochen bei 4°C haltbar.
HMI-9 Kulturmedium fiir Blutformtrypanosomen, pH 7,4

Dieses spezielle BF-Wachstumsmedium beglinstigt durch seinen Zusatz von Serum Plus TM die
Anzucht klonaler Reihen von BF-Trypanosomen. Zuerst wurde der Iscove’s Modified Dulbecco’s
Medium (IMDM) Mix flr 1,0 Liter der Firma Sigma Aldrich und Natriumhydrogencarbonat geldst.
Danach wurden verschiedene Stammldsungen zugegeben.

IMDM Mix 17,7 g/l
NaHCO3 3,02 g/l
Agua dest. ad 775 ml/I

Die Substanzen wurden gelost, der pH-Wert der Loésung auf 7,4 eingestellt und folgende
Stamml6ésungen hinzugegeben. Die Konzentrationsangaben sind auf das finale Volumen bezogen.

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

* Hypoxanthin 1000x wurde in 0,1 M NaOH gelost.

** Bathocuproindisulfonat 1000x wurde in Aqua bidest. suspendiert und durch Zugabe von ein paar
Tropfen 0,5 M HCI gelost.

*** penicillin/Streptomycin Mix ist Antibiotic Antimycotic Solution 100x, stabilized (steril filtriert, mit
10 000 Units Penicillin, 10 mg Streptomycin und 25 ug Amphotericin B pro ml, Zellkultur getestet) der
Firma Sigma-Aldrich und wurde 1:100 fach eingesetzt.

Der pH-Wert des Mediums wurde kontrolliert (pH 7,4); es wurde steril filtriert und zu sterilem
fotalem Kalberserum und sterilem Serum Plus ™ hinzugegeben.

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

Das finale BF-Kulturmedium war fiir circa 6 Wochen bei 4°C haltbar.
MEM-Pros Kulturmedium fiir procyclische Formen, pH 7,4

Dieses spezielle PC-Wachstumsmedium wurde fir die Anzucht klonaler Reihen von PC-
Trypanosomen verwendet.

CaCl, x 2 H,0 265 mg/I 1,8 mM
KCl 400 mg/I 5,4 mM
MgS0O, x 7 H,0 200 mg/I 0,8 mM
NacCl 6800 mg/I 116 mM
NaH,PO, x H,0 140 mg/I 1 mM
HEPES 7140 mg/I 30 mM
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Die Substanzen wurden gelost und der pH-Wert der Losung mit NaOH auf 7,4 eingestellt.

L-Arginin/HCI 126 mg/| 0,6 mM
L-Cystein 24 mg/| 0,2 mM
L-Glutamin 292 mg/I 2,0 mM
L-Histidin/HCI x H,O 42 mg/| 0,2 mM
L-Isoleucin 52 mg/I 0,4 mM
L-Leucin 52 mg/I 0,4 mM
L-Lysin 73 mg/| 0,5 mM
L-Methionin 15 mg/I 0,1 mM
L-Phenylalanin 100 mg/I 0,6 mM
L-Threonin 48 mg/| 0,4 mM
L-Tryptophan 10 mg/I 0,05 mM
L-Tyrosin 100 mg/I 0,55 mM
L-Valin 46 mg/| 0,4 mM
L-Prolin 600 mg/I 5,2 mM
L-Ornithin/HCI 10 mg/I 0,3 mM
L-Adenosin 12 mg/I 0,045 mM

MEM nicht essentielle Aminosaurelésung 10 mg/I
MEM Vitamin-Losung 10 mg/I
Phenolrot 10 mg/I 0,03 mM

Die Aminosauren und Adenosin wurden addiert und die nachfolgend genannten kommerziellen
Losungen inklusive Phenolrot zugegeben. Dieses Mem-Pros Grundmedium wurde mittels Pumpe und
Filter (netzmittelfreie Celluloseacetat-Filtermembran) steril filtriert und bei 4°C bis zu sechs Monate
gelagert. Zur Herstellung des kompletten MEM-Pros Kulturmediums wurden folgende Losungen zu
MEM-Pros Grundmedium hinzugegeben.

Hamin-Stammlésung* 3 ml/l
Penicillin/Streptomycin Mix** 5 ml/I
Mem-Pros Grundmedium ad 900 ml/I

* Hamin-Stammlosung enthdlt 250 mg Hamin in 100 ml 0,1 M NaOH. Sie wird autoklaviert und bei
4°C gelagert.

** penicillin/Streptomycin Mix ist Antibiotic Antimycotic Solution 100x, stabilized (steril filtriert, mit
10 000 Units Penicillin, 10 mg Streptomycin und 25 pg Amphotericin B pro ml, Zellkultur getestet) der
Firma Sigma-Aldrich und wurde 1:200 fach eingesetzt.

Der pH-Wert des Mediums wurde kontrolliert (pH 7,4); es wurde steril filtriert und zu sterilem
fotalem Kalberserum hinzugegeben.

Fotales Kalberserum (30 min @ 56°C hitzeinaktiviert) 100 ml/I
Das finale MEM-Pros Medium war fur circa 6 Wochen bei 4°C haltbar.

Trypanosome Dilution Buffer (TDB), pH 7,7

Na,HPO, 18 mM
NaH,PO, 2 mM
KCl 5mM
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NaCl
MgSO4
Glucose

Einfriermedium, steril filtriert

TDB
Glycerin 87%

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

Na-Citrat
Glucose

Separationspuffer, pH 8,0

Na,HPO,
KH,PO,
NaCl
Glucose

Antibiotika-Stammldsungen

G418

Phleomycin

Hygromycin B

Tetracyclin in 70 % Ethanol

Aliquots wurden bei -20°C im Dunkeln gelagert.

3.1.8.1.2 Escherichia coli

Luria-Bertani (LB) Medium 2x, pH 7,5

Bacto-Trypton
Hefeextrakt
NacCl

LB-Amp Medium

LB Medium 2x
Agua dest.

Ampicillin 50 mg/ml in 70 % Ethanol

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

Agar-Agar 2x
LB-Medium 2x

X-Gal 25 mg/ml in Dimethylformamid
Ampicillin 50 mg/ml in 70 % Ethanol
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80 mM
1mM
20 mM

77 ml
23 ml

100 mM
40 mM

57 mM
3 mM

44 mM
55 mM

50 mg/ml
2,5 mg/ml
50 mg/ml
5 mg/ml

20 g/l
10 g/
20 g/l

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

40 g/|

0,5 ml/ml
0,5 ml/ml
2 ul/ml
1 pl/ml
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SOB Medium
Bacto-Trypton 20 g/l
Hefeextrakt 10 g/
NaCl 20 g/|
MgCl, 1 M 10 ml/I
MgSO, 1 M 10 ml/I

SOC Medium, pH 7,0

Glucose 2 M 0,01 ml/ml
SOB Medium ad 1 ml/ml

3.1.8.2 Puffer und Losungen
3.1.8.2.1 Molekularbiologie

TAE Puffer 50x, pH 8,0

Tris 242 g/
Essigsaure 57,1 ml/I
EDTA 37,2 g/l

pH-Wert mit Essigsdure eingestellt.

1 % DNA-Agarosegel

Agarose 0,5g
Ethidiumbromid (5 mg/ml) 2,5 ul
TAE Puffer 1x 50 ml

Die Agarose in TAE Puffer 1x wurde in der Mikrowelle geldst, auf 60°C abgekiihlt und Ethidiumbromid
hinzugegeben.

FA Gel Puffer 10x, pH 7,0

3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure 200 mM
Natriumacetat 50 mM
EDTA 10 mM

1 % RNA-Agarosegel

Agarose 05g
Formaldehyd (37 %) 0,9 ml
Ethidiumbromid (5 mg/ml) 1 pl
FA Gel Puffer 1x 50 ml

Die Agarose in FA Gel Puffer 1x wurde in der Mikrowelle geldst, auf 60°C abgekihlt und Formaldehyd
sowie Ethidiumbromid hinzugegeben.

3.1.8.2.2 Immunfluoreszenz

Natriumphosphat-Glycin Puffer, pH 7,2
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Na,HPO,
Glycin

Phosphate buffered saline (PBS) 2x; pH 7,4

Na,HPO,
KH,PO,
NacCl

KCl

BSA/PBS -Lésung

BSA
PBS

0,2 % Triton X-100

Triton X-100
PBS

Fixierlosung

Paraformaldehyd
Glutaraldehyd
PBS

100 mM
100 mM

20 mM
4 mM
274 mM
5,4 mM

10 mg/ml
ad 1 ml/ml

2 mg/ml
ad 1 ml/ml

40 mg/ml
1 mg/ml
ad 1 ml/ml

Das Losen der Paraformaldehydlosung erfolgte unter standiger Kontrolle in der Mikrowelle (nicht
kochen). Nach Abktihlen wurde Glutaraldehyd (25 % Stamml6sung) fiir eine finale Konzentration von

0,1 % zugegeben. Die Fixierlosung wurde immer frisch angesetzt.

3.1.8.2.3 Trypanosomen-Elektroporation

PC-Transfektionsmedium (Zimmerman Post-Fusion Medium), pH 7,0 steril filtriert

NacCl

KCl
Na,HPO,
KH,PO,
MgOAc
CaOAc,
Glucose

132 mM
8 mM

8 mM
1,5 mM
1,5 mM
90 uM
1%

Der pH von 7,0 wurde mit Natronlauge oder Essigsaure eingestellt, steril filtriert und bei 4°C gelagert.

BF-Transfektionsmedium (modifizierter Cytomix), pH 7,6 steril filtriert

EGTA*
KCl
CaCIZ
K,HPO,
KH,POq4
HEPES
MgCl,
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25 mM
5mM



Material und Methoden

Glucose 0,5%
BSA (fettsaurefrei) 1,5 uM
Hypoxanthin** 0,1 mM

* Ethylenglycol bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraessigsdure (EGTA)

** Hypoxanthin 100x Stammldsung (1,36 mg/ml) verwendet. Diese wurde mit 1 M KOH eingestellt,
steril filtriert und bei 4°C gelagert.

3.1.8.2.4 Northern Blot

Fiir alle RNA-Applikationen wurde RNase freies Wasser eingesetzt.

SSC 20x, pH 7,0
NaCl 175,3 g/|
Natriumcitrat x 3 H,0O 88,2 g/l

Der pH-Wert wurde mit Phosphorsaure eingestellt.

NaPi 500 mM, pH 7,2
Na,HPO, 500 mM

EDTA, pH 7,5
Dinatriumethylendiamintetraacetat 500 mM

Hybridmix NaPi, pH 7,2

Natriumdodecylsulfat 70 g
EDTA 500 mM 4 ml
NaPi 500 mM ad 1000 ml

Stripping Puffer
Natriumdodecylsulfat 10 g/
Pi-Waschpuffer

Natriumdodecylsulfat 10 g/
NaPi 500mM 80 ml/I

3.1.8.2.5 Hypoosmolarer Schock

Earle’s-Salz-Puffer ohne NaCl, pH 7,4

CacCl, 1,8 mM
KCl 5mM
MgSO, 0,8 mM
NaH,PO, 1 mM
HEPES 30 mM
Glucose 30 mM

Durch Zugabe von Cholinchlorid oder NaCl wurde die gewtinschte finale Osmolaritat eingestellt.
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3.1.8.2.6 Enzymassays
Lysepuffer fir Saure Phosphatase-Cytotoxizitatstest

Na-Acetat, pH 5,5
p-Nitrophenylphosphat
Triton X-100

Pyruvatbestimmungs-Assay-Puffer; pH 7,0

K,HPO,
NaH2PO4

Pyruvatbestimmungs-Reaktionsmix fiir 96-well-Platten

NADH
Lactat-DH (5 mg/ml)
Pyruvatbestimmungs-Assay-Puffer

3.1.9 Gerate
Zellkultur

Autoklav Dampfsterilisator LSS

Brutschrank, 27°C

Heracell Brutschrank, 37°C, 5 % CO2, befeuchtete Luft
Invertmikroskop Zeiss ID 02

Kahlzentrifuge Sigma 302K

Microzentrifuge Amicon MC-13

Mikroskop Axiostar Plus

Neubauer-Zahlkammer (Tiefe 0,02 mm)

Sterilbank LaminAir HLB 2448 GS

Sonstige Gerate

Bio-Dot Microfiltration Apparatus
ELISA-Reader MRX-II Revelation
Entwickler SRX-101A
Filmkassette X-Omatic
Fluoreszenzmikroskop BH2-RFCA
Gelkammer Blue Marine 100
Gelkammer Blue Marine 200
Gelphotoapparatus CS1
GenePulser XCell
Heizblock neoBlock |
Kamera Olympus U-PMTVC
Liquid Scintillation Analyzer Tri-Carb1600 TR
Mikroliterpipetten
MiniCycler PTC-150
PCR Cycler Techne
pH Meter pH 535
Power Supply EPS 301
Schiittler Certomat R
Semi-dry Blotting Apparatur
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1M
76 mM
0,01 %

40 mM
30 mM

0,2 mM

2,5 pg/ml
ad 34ml

Miinchner Mechanik, Stadlern
Kéttermann, Uetze-Honigsen

Heraeus, Osterode
Zeiss, Oberkochen
Sigma, St. Louis, USA
Heraeus, Osterode
Zeiss, Oberkochen
Brand, Wertheim
Brand, Wertheim

Bio-Rad, Miinchen
Dynex, Chantilly, USA
Konica, Langenhagen
Kodak, Stuttgart
Olympus, Hamburg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Cybertech, Ingolstadt
Bio-Rad, Muinchen
Neolab, Heidelberg
Olympus, Hamburg
Packard, Frankfurt
Eppendorf, Hamburg

MJ Research, Waltham, USA

Progene, Jahnsdorf
WTW, Weilheim
Amersham, Freiburg
BBraun, Melsungen

Biotec-Fischer, Reiskirchen
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SpeedVac Vacuum Concentrator Bachofer, Reutlingen
Trockenschrank Memmert, Schwabach

Ultraspec 3000 Pharmacia Biotech, Cambridge, UK
GeneQuant 1300 GE Healthcare, Miinchen

UV Crosslinker CL-1000 UVP, Upland, USA

Osmometer VAPRO 5520 Wescor, Utah, USA

Vortex-Genie Bender&Hobein, Zirich, CH
Zentrifuge Biofuge A Heraeus, Osterode

Zentrifuge Suprafuge 22 Heraeus, Osterode

3.1.10 Software und Datenbanken

ATCViewer 1.00 GATC, Konstanz

CellF 3.1 Olympus, Hamburg

DNAMAN 6.0.3.99 Lynnon Corporation, Quebec, Canada
Endnote X3 Thomson Reuters, New York, USA
Microsoft Office 2007 Microsoft, Unterschleifheim
Origin 8.0773 OriginLab, Northampton, USA
Photoshop 6.0 Adobe Systems, Miinchen
Quantity One 4.6.3 Basic Bio-Rad, Minchen

GeneDB http://www.genedb.org/genedb/tryp/index.jsp
PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

RNAit http://trypanofan.path.cam.ac.uk/software/RNAit.html
TIGR http://www.tigr.org/tdb/e2k1/tbal/
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3.2 Methoden
3.2.1 Kaultivierung von Organismen

Alle Chemikalien und Losungen sowie die Arbeitsmaterialien wurden steril angesetzt oder durch
autoklavieren sterilisiert. Alle Arbeitsschritte wurden in einer sterilen Werkbank (laminar flow hood)
durchgefiihrt.

3.2.1.1 Trypanosoma brucei

Die Zelldichte der Trypanosomenkulturen wurde mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Ein
Tropfen der Zellsuspension wurde zwischen Zahlkammer und Deckglas eingebracht und unter dem
Mikroskop ausgezahlt. Es wurden alle 4 GroRBquadrate, jedes unterteilt in 16 Kleinquadrate,
ausgezahlt. Die Zahl der Trypanosomen in den 64 Kleinquadraten, die in der Summe ein Volumen von
0,02ul enthalten, wurde mit dem Kammerfaktor 50.000 multipliziert um die Zellzahl pro Milliliter zu
erhalten.

3.2.1.1.1 Kultivierung

Die hier verwendeten Blutform-Trypanosomen, gewonnen aus dem monomorphen Trypanosoma
brucei brucei-Stamm Lister 427, konnten aus vereinzelten Zellen wieder heranwachsen. Sie wuchsen
bis zu einer maximalen Zelldichte von 2,5e6 Zellen/ml. Falls die Zelldichte der Kultur 2e6 Zellen/ml
Uberstieg, so differenzierten die Zellen zur stumpy-Form und gingen irreversibel in die stationare
Phase Uber. Idealerweise sollte die Zelldichte von 1e6 Zellen/ml nicht Gberschritten werden, damit
die Trypanosomen in der logarithmischen Wachstumsphase verbleiben.

Procyclische Zellkulturen starben normalerweise ab, wenn sie unter 1e5 Zellen/ml verdiinnt wurden.
Dies konnte verhindert werden, in dem die Anwesenheit groRerer Zellmengen durch das Verwenden
von konditioniertem Medium vortauscht wurde. Als konditioniertes Medium wurde Medium ohne
Zellen verwendet, in dem zuvor eine Kultur mit 2 x 10° Trypanosomen fiir 24h wuchs. Die
Stoffkomponente im konditionierten Medium, die das Parasitenwachstum erlaubt, ist noch
unbekannt. Die procyclischen Zellen wachsen bis zu einer Dichte von 2 x 10’ Zellen/ml. Sie kdnnen
bei dieser Zelldichte 24h verweilen ohne abzusterben; solche Kulturen weisen nach anschlieRender
Verdiinnung eine langere lag-Phase auf.

Blutform-Trypanosomen (BF 221)

Die Kultivierung der aeroben Blutform-Trypanosomen erfolgte bei 37°C in wassergesattigter
Atmosphare mit 5% CO, in einem Brutschrank. Ein BF-Kulturstabilat wurde nach der Entnahme aus
dem Stickstoffbehdlter unter flieBend warmem Wasser sofort aufgetaut. Um das Glycerin
auszuwaschen wurde die Stabilatzellsuspension in 9 ml kaltes Blutform-Kulturmedium Gberfiihrt und
bei 4°C mit 1.300 g fiir 5 min die Trypanosomen pelletiert. Der Uberstand wurde bis auf circa 1 ml
verworfen, die Zellen in 5 ml eiskaltem BF-Medium resuspendiert und eine 1:10 Verdinnung
ausgezahlt. Die Vorkultur wurde auf eine Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen/ml in einer beliifteten
Kulturflasche mit vorgewdarmtem Blutform-Kulturmedium angesetzt. Nach einer lag-Phase gehen die
Zellen zu einer Phase des exponentiellen Wachstums (iber und nach circa 16 h, bei einer Zelldichte
von 8 x 10° bis 1,0 x 10° mI™, wurde aus dieser Vorkultur durch Verdiinnung die Hauptkultur fir die
jeweiligen Experimente mit 1,0 x 10° Zellen/ml gestartet. Dauerkulturen wurden téglich verdiinnt, so
dass die Zelldichte stets zwischen 1e5 Zellen/ml und 1e6 Zellen/ml lag. Die Generationszeit betrug
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etwa 8 h. Nach circa 36 h bei einer Zelldichte von circa 2,5 x 10° Zellen/ml erreichte die Hauptkultur
die stationdre Phase, um dann in die Absterbephase Uberzugehen. Zur Kultivierung der Zellen
wurden Kulturflaschen verwendet, die (ber einen Sterilfilter den Gasaustausch mit der im
Brutschrank herrschenden Atmosphare gewdhrleisteten. Um ein optimales Verhaltnis von Oberflache
zu Volumen zu erreichen, wurden 5-10 ml (20-30 ml, 50-60 ml) Kulturen in T-25 (T-75, T-125)-
Flaschen gefullt.

Blutform-Trypanosomen (BF SMB)

Die Kultivierung erfolgte analog BF 221. Der alleinige Unterschied ist der Zusatz des
Selektionsantibiotikums G418 wahrend der Kultivierung, der die Aufrechterhaltung der Expression
der T7 RNA-Polymerase und des Tetracyclin Repressors sicherstellte. Ausgehend von einer sterilen 50
mg/ml G418-Stammldsung wurde ein mit 0,4 pl/10 ml supplementiertes BF-Medium verwendet; dass
heiRt die finale G418-Konzentration betrug 2 pug/ml.

Die SMB-Kulturstabilate enthielten kein G418. Beim Ansetzen einer Kultur aus einem Stabilat wurde
das Antibiotikum erst 6 h nach Ansetzen der Vorkultur hinzugegeben.

Procyclische Trypanosomen (PC 221)

Die Zellen wurden bei 27°C in Suspension in PC-Medium kultiviert. Das Ansetzen der Vor- und
Hauptkultur aus Stabilaten erfolgte analog den Blutformstabilaten. Zu beachten galt es, dass die
Zelldichte 1,0 x 10’ ml™ nicht Gberschritten werden sollte. Beim Verdiinnen musste darauf geachtet
werden, dass die Zelldichte nicht unter 1,0 x 10° ml™ lag. Auf diese Weise konnten so genannte
Dauerkulturen von procyclischen Trypanosomen angelegt werden, die Uber mehrere Wochen
verwendet wurden. Die Zellen durchliefen etwa alle 10,5 h eine komplette Zellteilung.

Procyclische Trypanosomen (PC 1313-514)

Die Kultivierung erfolgte analog PC 221. Der einzige Unterschied ist der Zusatz der
Selektionsantibiotika G418 und Phleomycin wahrend der Kultivierung, die die Aufrechterhaltung der
Expression des Tetracyclin Repressors und der T7 RNA-Polymerase sicherstellte. Ausgehend von einer
sterilen 50 mg/ml G418-Stamml6sung und einer sterilen 2,5 mg/ml Phleomycin-Stammlésung wurde
ein mit 10 pl/10 ml beziehungsweise 20 pl/10 ml supplementiertes PC-Medium verwendet; dass
heilt die finalen G418- und Phleomycin-Konzentration betrugen 50 pg/ml und 5 pg/ml.

Die PC 1313-514 Kulturstabilate enthielten kein G418 und Phleomycin. Beim Ansetzen einer Kultur
aus einem Stabilat wurden die Antibiotika G418 und Phleomycin erst 6 h nach Ansetzen der Vorkultur
zugegeben.

Procyclische Trypanosomen (PC 29-13)

Die Kultivierung erfolgte analog PC 221. Der alleinige Unterschied ist der Zusatz der
Selektionsantibiotika G418 und HYG wahrend der Kultivierung, die die Aufrechterhaltung der
Expression der T7 RNA-Polymerase und des Tetracyclin-Repressors sicherstellte. Ausgehend von
einer sterilen 50 mg/ml G418-Stammlosung und einer sterilen 50 mg/ml HYG-Stammlésung wurde
ein mit 3 pl/10 ml beziehungsweise 10 ul/10 ml supplementiertes PC-Medium verwendet, das heiRt,
die finalen G418 und HYG Konzentration betrugen 15 pg/ml und 50 pg/ml.
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Die PC 29-13 Kulturstabilate enthielten kein G418 und HYG. Beim Ansetzen einer Kultur aus einem
Stabilat wurden die Antibiotika G418 und HYG erst 6 h nach Ansetzen der Vorkultur zugegeben.

3.2.1.1.2 Stabilatherstellung
Blutform-Trypanosomen (BF 221)

Ein in flissigem Stickstoff (-196°C) aufbewahrtes Stabilat fur die Infektion von Ratten und Mausen
(Rattenstabilat) wurde unter handwarmem Wasser innerhalb von zwei Minuten aufgetaut und mit
eiskaltem Citrat-Glucose-Anticoagulans (CGA) auf ein Zelldichte von 5 x 10’ ml™ eingestellt. Eine
mittels CO, betdubte Ratte wurde mit je 500 pl links- und rechtsseitig mittels intraperitonealer
Injektion infiziert.

Zur Kontrolle der Parasitamie wurden 5 pl Blut aus der Schwanzvene mit 995 ul CGA verdiinnt und
die Zellzahl mittels einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Normalerweise erreichte die Parasitaimie
nach 2,5 Tagen 5 x 10 bis 1 x 10° Zellen pro ml Blut. Um die Ratte zu praparieren, wurde sie mittels
CO, eingeschlafert, der Thorax mit einer Schere geo6ffnet und mit einigen ml eiskaltem CGA der
Brustraum gespilt. Nun wurde die Vena cava inferior durchtrennt und das in den Brustraum
austretende Blut mit einer Pasteurpipette in ein 15 ml Falcon-Tube Uberfiihrt. Das GefaRRsystem
wurde durch Punktion des linken Ventrikels mit zusatzlichen 10 ml CGA gespiilt. Das gewonnene Blut
mit Trypanosomen wurde stets bei 4°C weiter verarbeitet.

Zur Herstellung von Rattenstabilaten wurde die Zelldichte der Trypanosomen im gewonnen Blut
mittels 4°C eiskaltem CGA auf circa 5 x 10® Zellen/ml eingestellt, im Verhaltnis 1:1 mit eiskaltem
Einfriermedium gemischt, in 500 pl Aliquots in Kryoréhrchen pipettiert und diese zum schonenden
Einfrieren zuerst fir 1 h bei -20°C und dann Uber Nacht bei -70°C gelagert. Am nachsten Tag wurden
die Stabilate zur Langzeitlagerung in flissigen Stickstoff iberfiihrt.

Zur Herstellung von Kulturstabilaten wurde das gewonnene Blut fiir 10-15 min bei 4°C und 1.300 g
zentrifugiert, so dass das Blutplasma und die zelluldren Blutbestandteile sichtbar voneinander
getrennt erschienen. Der durchsichtige Blutplasmaiiberstand wurde verworfen und der Gber den
roten Blutkérperchen geschichtete weilRe buffy coat wurde mittels Pasteurpipette abgenommen und
in 4 ml eiskaltem CGA resuspendiert. Der buffy coat enthalt unter anderem die Trypanosomen. Nach
Zugabe von 6 ml eiskaltem BF-Medium und 2 ml eiskaltem Canusal (entsprechend 200 U Heparin)
wurde die Zellsuspension ausgezahlt, auf eine Zelldichte von 5 x 10’ Zellen/ml eingestellt und analog
den BF-Rattenstabilaten eingefroren.

Kultivierung von BF 221 direkt nach steriler Isolierung aus dem Blut: Falls das direkte Weiterarbeiten
mit groen Mengen an Trypanosomen gewiinscht war, wurde nach dem Zentrifugieren des
Rattenblutes der buffy coat mittels Pasteurpipette abgenommen und in 3 ml Separationspuffer (pH
8) resuspendiert. Bei alkalischem pH erscheinen die im buffy coat enthaltenen Trypanosomen
aufgrund des VSG-Mantels neutral, die Blutzellen aber negativ geladen. Somit konnten die
Trypanosomen mittels einer Anionenaustausch-Chromatographie von den Blutzellen getrennt
werden. Die Saule aus circa 70 ml Diethylaminoethyl-Sephacel (DEAE-Sephacel) wurde mit 200 ml
eiskaltem Separationspuffer aquilibriert und der buffy coat aufgetragen. Nach Anlegen eines
Wasserstrahlvakuums und gleichzeitigem Spilen der Sdule mit eiskaltem Separationspuffer
erschienen die Trypanosomen als milchig-triibe Suspension. Dieser Durchlauf wurde erneut bei 4°C
zentrifugiert, in BF-Medium aufgenommen, ausgezahlt und zur weiteren Verwendung lberfiihrt.
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Blutform-Trypanosomen (BF SMB)

Eine in vitro SMB-Kultur in der logarithmischen Wachstumsphase (1 x 10° Zellen/ml) wurde bei 4°C
mit 1.300 g fiir 5 min pelletiert und mit eiskaltem BF-Medium ohne G418 auf eine Zelldichte von 1 x
108 ml™* eingestellt. Die Zellen wurden im Verhaltnis 1:1 mit eiskaltem Einfriermedium gemischt, in
500 pl Aliquots in Kryoréhrchen pipettiert und diese zum schonenden Einfrieren zuerst fiir 1 h bei -
20°C und dann Uber Nacht bei -70°C gelagert. Am nachsten Tag wurden die Stabilate zur
Langzeitlagerung in flissigen Stickstoff Uberfiihrt; dass heilRt die SMB-Kulturstabilate enthielten kein
G418.

Procyclische Trypanosomen (PC 221)

Eine in vitro PC-Kultur in der logarithmischen Wachstumsphase (2 x 10° Zellen/ml) wurde bei 4°C mit
1.300 g fur 5 min pelletiert und mit eiskaltem PC-Medium auf eine Zelldichte von 1 x 10® ml™
eingestellt. Die Zellen wurden 1:1 mit eiskaltem Einfriermedium gemischt, in 500 pl Aliquots in
Kryordhrchen pipettiert und diese zum schonenden Einfrieren zuerst fir 1 h bei -20°C und dann Gber
Nacht bei -70°C gelagert. Am néachsten Tag wurden die Stabilate zur Langzeitlagerung in flUssigen
Stickstoff tiberflihrt.

Procyclische Trypanosomen (PC 1313-514)

Eine in vitro PC 1313-514 Kultur in der logarithmischen Wachstumsphase (1 x 10’ Zellen/ml) wurde
bei 4°C mit 1.300 g fiir 5 min pelletiert und mit eiskaltem PC-Medium ohne G418 und Phleomycin auf
eine Zelldichte von 1 x 10® ml* eingestellt. Die Zellen wurden im Verhéltnis 1:1 mit eiskaltem
Einfriermedium gemischt, in 500 pl Aliquots in Kryoréhrchen pipettiert und diese zum schonenden
Einfrieren zuerst fir 1 h bei -20°C und dann Uber Nacht bei -70°C gelagert. Am nachsten Tag wurden
die Stabilate zur Langzeitlagerung in fllissigen Stickstoff Gberfiihrt.

Procyclische Trypanosomen (PC 29-13)

Eine in vitro PC 29-13 Kultur in der logarithmischen Wachstumsphase (1 x 10’ Zellen/ml) wurde bei
4°C mit 1.300 g fiir 5 min pelletiert und mit eiskaltem PC-Medium ohne G418 und Hygromycin B auf
eine Zelldichte von 1 x 10® ml* eingestellt. Die Zellen wurden im Verhéltnis 1:1 mit eiskaltem
Einfriermedium gemischt, in 500 pl Aliquots in Kryorohrchen pipettiert und diese zum schonenden
Einfrieren zuerst fir 1 h bei -20°C und dann Uber Nacht bei -70°C gelagert. Am nachsten Tag wurden
die Stabilate zur Langzeitlagerung in flissigen Stickstoff iberfiihrt.

3.2.1.1.3 Transformation

Siehe unter 3.2.4 Herstellung von Knockdown-Trypanosomen.

3.2.1.2 Escherichia coli
3.2.1.2.1 Kultivierung
Fliissigkultur

Es wurden 3 ml LB-Amp-Medium in einem 14 ml Kulturrohrchen mit wenigen Eiskristallen aus
Stabilaten inokuliert oder es wurde ein Klon von einer LB-Amp-Agarplatte mit einer sterilen
Pipettenspitze gepickt und in das Medium Uberfiihrt. Diese Vorkulturen wurden fiir 8h bei 37°C und
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225 rpm geschittelt. Fir groRere Volumina wurden 100 ml in einem 250 ml Schiittelkolben 1:1.000
aus der 3 ml Vorkultur angeimpft und tGber Nacht angezogen.

Agarplatten

Fir diese Form der wurde LB-Amp Agar steril in Petrischalen gegossen. Nach dem Ausharten wurden
diese bei 4°C mit der Agarseite nach oben bis zur Benutzung gelagert. Das X-Gal im LB-Amp-Agar
ermoglichte das Screening nach Rekombinanten per blau/weiR Selektion. Dazu wurden wenige
Mikroliter Bakteriensuspension auf den Agar pipettiert und mit einer sterilen Pipettenspitze ein
Verdiinnungsausstrich vorgenommen. Die Platten wurden ber Nacht bei 37°C mit der Agarseite
nach oben inkubiert.

3.2.1.2.2 Stabilatherstellung

Es wurden 300 pl einer sterilen 50 %igen Glycerinldsung in 2 ml Kryoréhrchen vorgelegt und dann
700 pl einer Escherichia coli-Kultur in der exponentiellen Wachstumsphase hinzu pipettiert, kurz
gemischt und sogleich in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Stabilate wurden bei -80°C oder in
flissigem Stickstoff aufbewahrt.

3.2.1.2.3 Transformation

Ein 50 pl Aliquot kompetenter Zellen wurde auf Eis aufgetaut, mit maximal 5 pl des 20 ul
Ligationsansatzes unter Verzicht auf Auf- und Abpipettieren durchmischt und dann 30 min auf Eis
inkubiert. Es folgte ein 30 sek Hitzeschock im 42°C Wasserbad, 2 min abkihlen auf Eis, Zugabe von
250 pl 37°C warmem SOC Medium, 1 h Inkubation bei 37°C unter Schiitteln (225 rpm) und schlieRlich
das Ausplattieren (maximal 200 pl pro Platte) per Drygalski-Spatel auf vorgewarmte LB-Amp-
Agarplatten. Nach circa 19 h wurden die Platten auf mogliche Kolonien inspiziert.

3.2.2 Umgang mit Nukleinsiduren
3.2.2.1 Isolierung
Plasmid-DNA

Eine 1,5 ml Escherichia coli-Ubernachtkultur wurde abzentrifugiert (18 000 g, 1 min), in 150 pl Puffer
S1 (50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase A, pH 8,0) resuspendiert, nach Zugabe von 150 pl
Lyse-Puffer S2 (200 mM NaOH, 1 % Natriumdodecylsulfat) behutsam mehrmals invertiert und 2 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde 150 ul 4°C kalter Neutralisations-Puffer S3 (2,8 M
Kaliumacetat, pH 5,1) zugegeben, vorsichtig 6-8 mal invertiert (Neutralisierung fihrt zum Fallen der
genomischen DNA), das Prazipitat fir 10 min bei 18.000 g abzentrifugiert und der Plasmid-DNA
enthaltende Uberstand in ein sauberes 1,5 ml ReaktionsgefiR (iberfiihrt. Es folgte eine
Isopropanolfillung und das Losen des Plasmid-Pellets in 50 ul Puffer EB (Tris/HClI 10mM, pH 8,5). Fiir
gréRere Isolierungen (50-100 ml Ubernachtkultur) wurde das NucleoBond PC 100 Plasmid-Midi-Kit
der Firma Macherey-Nagel nach Herstellerangaben eingesetzt.

Gesamt-RNA

Nach Herstellerangaben wurde mittels RNeasy Mini Kit die Gesamt-RNA (total RNA) isoliert. Die RNA-
Probe wurde in 35 pl RNase freiem Wasser gelost, die RNA-Konzentration photometrisch bestimmt

und bei -20°C aufbewahrt.
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3.2.2.2 Fallung
Isopropanol DNA-Fillung

Zu 1 Volumen DNA-Losung wurde 0,7 Volumen Isopropanol hinzugegeben, 5 min bei
Raumtemperatur wiederholt invertiert und zum Schluss abzentrifugiert (18.000 g, 30 min, 4°C). Das
Pellet wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen, abzentrifugiert (15.000 g, 10 min, RT), fiir circa 45
min bei Raumtemperatur getrocknet und dann in 50 ul TE Puffer (10 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH
8) gelost.

Ethanol DNA-Fallung

Zu 0,9 Volumen DNA-L6sung wurde 0,1 Volumen 3 M Natriumacetatlésung (pH 5,2) zugegeben,
gevortext, mit 2 Volumen Ethanol (100%) vorsichtig gemischt und dann fiir 30 min bei -70°C gefallt.
Die gefillte DNA wurde fiir 15 min bei 4°C mit 18.000 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Das DNA-Pellet wurde zwei Mal mit je 700 pl -20°C eiskaltem Ethanol (70%) gewaschen. Der
Uberstand wurde abgezogen und das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet, bevor es in 50 pl Aqua
bidest. aufgenommen wurde.

3.2.2.3 Konzentrationsbestimmung

Die wassrigen Nukleinsdauren-Verdiinnungen wurden in 100 ul UV-Klvetten gegen Wasser als
Leerwert bestimmt. Es wurde im linearen Absorptionsbereich zwischen 0,1 und 1,0 bei 260 nm
gemessen und eine Absorptioneinheit entspricht dabei 50 pg/ml dsDNA beziehungsweise 40 pg/ml
ssRNA. Zuséatzlich wurden Proteinkontaminationen tber den Quotienten Abs260 nm/Abs280 nm
bestimmt, der fiir reine DNA theoretisch bei 1,8 beziehungsweise fiir reine RNA bei 2,0 liegt. Alle
Messungen wurden automatisiert gegen die Trilbung bei 320 nm bereinigt.

Bei wenig Probe mit geringer DNA-Konzentration wurde alternativ eine Agarose-Gelelektrophorese
durchgefiihrt und die Bandenintensitdten gegen DNA-GréBenmarkern bekannter Konzentration
verglichen.

3.2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese
DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Die DNA-Fragmente in einfach DNA-Ladepuffer wurden ihren GroRen entsprechend in 0,7 bis 2,0
%igen Agarosegelen in einfach TAE Puffer als Laufpuffer elektrophoretisch bei 80 V (8 cm Gel) bis 120
V (16 cm Gel) in Horizontal-Elektrophoresekammern aufgetrennt. Die Gele wurden in einfach TAE
Puffer und mit 0,25 pg/ml Ethidiumbromid angesetzt. Das Auftragsvolumen variierte zwischen 12 pl
(analytisch) und 50 bis 200 pl (praparativ). Auf jedem Gel wurde auch ein DNA-GréoRBenmarker mit
aufgetragen. Die Dokumentation erfolgte durch Visualisierung der DNA-Banden mittels UV-Tisch.
Analytische Gele wurden photografiert und bei prdparativen Gelen wurde die gewiinschte DNA-
Bande mit einem Skalpell ausgeschnitten und mittels QlAquick Gel Extraction Kit aufgereinigt.

RNA-Agarose-Gelelektrophorese

Siehe unter 3.2.5 Northern Blot.
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3.2.2.5 Polymerase-Kettenreaktionen
Reverse Transkription

Aus einer logarithmischen Trypanosomenkultur wurde mittels RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen
Gesamt-RNA (rRNAs und mRNAs langer als 200 Basen) gewonnen und dann im Omniscript Reverse
Transkriptase Kit der Firma Qiagen eingesetzt. Die Reverse Transkriptase ist ein multifunktionales
Enzym, das zuerst mit seiner RNA-abhdngigen DNA-Polymerase von einem RNA-Matrize cDNA
transkribiert und dann mit seiner hybrid-abhangigen Exoribonuklease (RNase H) gezielt nur die RNA
in RNA:DNA Hybridstrangen degradiert.

Flr die Reverse Transkription wurden einfach Reverse Transkriptase Puffer, 0,5 mM dNTP-Mix (5 mM
jedes dNTP/ul), 1 uM Oligo-d(T)18-Primer, 10 U RNAseOUT (40 U/ul), 2 ug RNA und 1 pl Reverse
Transkriptase (4 U/ul) in 20 pl RNase freiem Wasser fir 1 h bei 37°C inkubiert. AbschlieRend wurde
die gewonnene cDNA 1:100 auf ~20 ng/ul verdlnnt.

Primerdesign

Die PCR-Primer wurden unter Mithilfe des Oligo Perfekt Designer [Invitrogen 2009] konzipiert
beziehungsweise mit dem RNAi target selection script (RNAit) [Redmond et al. 2003], welches die
Eignung unterschiedlicher Sequenzen fir RNA Interferenz untersucht, ausgewahlt. Das TrypanoFAN
RNAIt Interface kombiniert das Erstellen der Primer mittels Primer3 [Rozen et al. 2000] und die Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) Suche [NCBI 2009a] fiir den Ausschluss von off-target-Zielen.

Standard PCR

Fir die Klonierung von Genen wurde die AccuPrime Taq High Fideltiy DNA Polymerase der Firma
Invitrogen verwendet. Fiir einen 50 pl Ansatz wurde typischerweise einfach PCR-Puffer (inkl. 2 mM
MgCI2 und 200 pM dNTP Mix), 200 nM Sense-Primer, 200 nM Antisense-Primer, 100 ng cDNA und 1
U AccuPrime Taq High Fideltiy in Aqua bidest. verwendet.

Die AccuPrime Taqg High Fideltiy DNA-Polymerase war durch den Platinum Tag-Antikorper bei
Raumtemperatur inhibiert und erlaubte somit einen automatischen hot start.

Initiale Aktivierung 94°C 2 min

3-Schritt Zyklus

Denaturierung 94°C 30 sec
Anlagerung Tm -5°C 30 sec
Elongation 68°C 1 min per kb

Anzahl an Zyklen 25-35

Finale Elongation 68°C 10 min

Ende 4°C oo

Fir alle Gbrigen PCR-Amplifikationen wurde der HotStarTag Master Mix der Firma Qiagen verwendet.
Ein 50 pl Ansatz enthielt 25 pl HotStarTag Master Mix (2,5 U HotStarTagq, einfach PCR-Puffer mit 1,5
mM MgCl2, 200 uM je dNTP), 500 nM Sense-Primer, 500 nM Antisense-Primer, 100 ng cDNA und
bidestilliertes Wasser. HotStarTag DNA Polymerase zeigt keine Polymerase-Aktivitat bei
Raumtemperatur und erlaubt einen automatischen hot start.
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Initiale Aktivierung 95°C 15 min

3-Schritt Zyklus

Denaturierung 94°C 30 sec
Anlagerung Tm -5°C 30 sec
Elongation 72°C 1 min per kb

Anzahl an Zyklen 25-35

Finale Elongation 72°C 10 min

Ende 4°C oo

Die Amplifikate wurden mittels DNA-Agarose Gelelektrophorese Uberprift und gegebenenfalls
sequenziert.

Touchdown PCR

Um die Spezifitat der PCR-Reaktion beziehungsweise der Primerhybridisierung zu erhéhen wurde die
Anlagerungstemperatur ausgehend von einer sehr hohen Temperatur pro Zyklus um einen
definierten Wert verringert. Somit vermehrte sich aufgrund der exponentiellen Vervielfaltigung vor
allem das gewiinschte primerspezifische Amplikon.

Nested PCR

Wenn bei einer PCR die Primer mehr als eine Hybridisierungsstelle fanden, bildete sich ein Gemisch
an Amplifikaten. Manchmal wurde, anstatt die PCR durch Anpassung verschiedener Parameter
(Anlagerungstemperatur, Mg“-Konzentration, Primerkonzentration, Matrizenkonzentration) zu
optimieren, ein zweiter, das heiRt verschachtelter, PCR-Lauf mit einem zweiten Paar an Primern
durchgefiihrt. Dieses zweite Paar an Primern amplifizierte ein sekundares Fragment innerhalb des
erwiinschten ersten Amplifikats.

3.2.2.6 DNA-Modifikationen
DNA-Restriktionsverdau

Die DNA wurde nach Herstellerangaben mit Restriktionsendonukleasen in 20 pl geeignetem Puffer
(analytisch) verdaut, Dass heiSt 1 pg DNA wurde mit 1 U Restriktionsenzym pro Schnittstelle fiir 1 h
inkubiert. Fiir groBere Verdaue in 100 pl geeignetem Puffer (praparativ) wurde die vom Hersteller
angegeben spezifische Ubernachtverdau-Enzymkonzentration eingesetzt. Die Restriktionsverdaue
wurden entweder nach Herstellerangabe hitzeinaktiviert oder per Agarosegelextraktion aufgereinigt.

Klenow-Reaktion

Uberhinge von Restriktionsendonukleasen oder von Tag-Polymerasen (3’ A-Uberhang) wurden mit
dem Klenow-Fragment (DNA-Polymerase | ohne 5’ 3’ Exonuklease) geglattet. 2 pg DNA in einfach
Klenow Puffer mit 0,05 mM dNTP Mix und 5 U Klenow Enzym wurden in 20 ul fir 10 min bei 37°C
inkubiert, anschlieBend fir 10 min bei 75°C hitzeinaktiviert und dann mittels Phenol/Chloroform
Extraktion aufgereinigt.
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Dephosphorylierung von 5’-Enden

Um die Rezirkularisierung des Plasmids bei Klonierungen zu vermeiden, wurde linearisierter Vektor
fir 1 h bei 37°C mit Alkalischer Phosphatase aus dem Rind (CIP) dephosphoryliert. 1 ug DNA wurde in
einfach CIP-Puffer mit 0,5 U CIP fiir 1 h bei 37°C inkubiert und anschlielend fiir 30 min bei 60°C
hitzeinaktiviert und per Phenol/Chloroform Extraktion aufgereinigt.

Phosphorylierung von 5’-Enden

Gekaufte Oligonukleotide (Primer) haben herstellungsbedingt am 5’-Ende keine frei Phosphatgruppe
mehr. Deshalb wurden zu klonierende PCR-Produkte, die nicht einem Restriktionsverdau unterzogen
wurden, mit T4 Polynukleotidkinase behandelt. In einem 20 ul Ansatz wurde eine entsprechende
Menge Amplikon (20 pmol 5’-Enden) in einfach T4 Polynukleotidkinase Reaktionspuffer A mit 1 mM
ATP und 10 U T4 Polynukleotidkinase fiir 20 min bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurde das Enzym
flr 10 min bei 75 °C hitzeinaktiviert und die DNA mittels Gelextraktion aufgereinigt.

Ligation

Fur das Verhaltnis von Vektor zu Insert mussten die pmol Enden/ug DNA berechnet werden. Dazu
bedurfte es der molaren Stoffmengen der eingesetzten DNA, welche sich aus der Masse der
Basenpaare berechnen lie. Die Molmasse eines Desoxynukleosidmonophosphats (ANMP) betragt
durchschnittlich 326 g/mol, das heiRt 3,3 x 10™ pg/pmol, oder reziprok 3030 pmol/ug. Fiir die pmol
Enden/ug linearisierter DNA musste demnach 3030 durch die Anzahl der Nukleotide des DNA-
Fragments geteilt werden.

Kohasive Enden Ligation

Es wurde 50 ng linearisierter Vektor im Molverhaltnis 1:3 mit DNA-Insert in einfach T4 Ligase-Puffer
inklusive 0,5 mM ATP mit 2 U T4 DNA-Ligase (10 U/ul) in 20 pl gemischt und 1 h bei 22°C oder lber
Nacht bei 16°C ligiert. 50 ul chemisch kompetente Escherichia coli wurden mit 5ul des
Ligationsansatzes transformiert.

Glatte Enden Ligation

Es wurde 50 ng linearisierter Vektor im Molverhéltnis 1:5 mit DNA-Insert mit 10 U T4 DNA-Ligase (30
U/ul) und 2ul 50% Polyethylenglycol 4000 -Lésung in 20 pl einfach T4 Ligase-Puffer gemischt und 1 h
bei 22°C oder lGber Nacht bei 16°C ligiert. Mit der rekombinanten DNA wurden chemisch kompetente
Escherichia coli transformiert.

PCR-Ligation

Die Ligation von zwei PCR-Produkten lieR sich unter PCR-Bedingungen durchfiihren, wenn der
Antisense-Primer des ersten Produktes und der Sense-Primer des zweiten Produktes zueinander
komplementare Ankersequenzen beinhalteten. Beide PCR-Produkte wurden getrennt voneinander
amplifiziert und aufgereinigt. AnschlieRend wurden sie im Molverhaltnis 1:1 gemischt und in einer
HotStarTaq MasterMix-PCR ohne zusatzliche DNA-Matrize oder Primer miteinander ligiert. Das neu
entstandene Produkt wurde anschlieRend in ein Plasmid einkloniert.
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3.2.2.7 Klonierung
Klonierungen allgemein

Falls nicht anders erwahnt, wurden mit Restriktionsenzymen geschnittene DNA-Stlicke immer per
Gelextraktion aufgereinigt. Bei Klonierungen mit glatten Enden (blunt ends) wurde der
Amplikoneinbau immer auf die richtige Orientierung hin iberprift.

TA-Klonierungen

Bei einer TA-Klonierung weit der linearisierte Vektor am jeweiligen 3’-Ende ein Uberhdngendes
Thymidin (T) auf. Das einzuklonierende PCR-Produkt wurde mittels Tag DNA-Polymerase amplifiziert;
sie verflgt Uber eine terminale Transferase Aktivitat, die ein einzelnes Desoxyadenosin (A) an beide
3’ Ende des PCR-Produktes anhéngt. Die kohasiven Enden (sticky ends) von Vektor und Insert passen
somit zueinander und kdnnen mittels T4 DNA-Ligase miteinander verschmolzen werden.

3.2.2.8 Sequenzierung und Sequenzanalyse

Die Sequenzierungen von Plasmid-DNA und PCR-Produkt wurden bei der Firma GATC Biotech in
Auftrag gegeben. Plasmid-DNA wurde mittels QlAprep Miniprep Plasmidisolierung der Firma Qiagen
und PCR-Produkte per QlAquick Spin Gelextraktion der Firma Qiagen aufgereinigt und je 30 pl mit
einer Konzentration von 30-100 ng/ul beziehungsweise 10-50 ng/ul zur Firma GATC Biotech
eingeschickt. Die Sequenzierungs-Chromatogramme wurden alle nochmals von Hand Uberprift und
die FASTA-Daten mittels BLAST 2 Sequences [NCBI 2009b] mit den in der Trypanosomen-
Genomdatenbank [GeneDB 2009] hinterlegten Sequenzen abgeglichen.

Sequenzanalysen  wie  Restriktionsvorhersagen in  silico,  Nukleotid-Sequenzvergleiche,
phylogenetische Stammbdume, Translationen und Protein-Sequenzvergleiche wurde in der Software
DNAMAN der Firma Lynnon durchgefihrt.

3.2.3 Immunfluoreszenz

Je Probe wurden 1 x 10° Zellen entnommen und abzentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes
wurde das Zellpellet in 200 pul PBS und 300 pl Fixierungslésung aufgenommen, durch behutsames
Invertieren gemischt und 2 h bei 4°C fixiert. Die fixierten Zellen wurden 20 sek bei 13.000 rpm
abzentrifugiert und anschlieRend mit 1 ml eiskaltem PBS gewaschen. Das Pellet wurde zuerst in 500
ul Natriumphosphat-Glycin-Puffer aufgenommen und 15 min inkubiert. Zur Permeabilisierung
erfolgte eine Inkubation fir weitere 5 min nach Zugabe von 500 pl 0,2 %iger Triton X100 in PBS -
Losung. Nach 5 min wurden die Zellen einmal mit 500 pl PBS mit 1% BSA gewaschen und in 100 pl
Erstantikorperlosung, verdiinnt in PBS mit 1% BSA, resuspendiert. Die Inkubation erfolgte 1 h bei 4°C.
AnschlieBend wurden die Zellen zwei Mal mit eiskaltem PBS gewaschen. Im Anschluss wurde das
Pellet in 100 ul der entsprechenden Zweitantikorperlésung resuspendiert und wiederum 1 h bei 4°C
inkubiert.

Um Kern und Kinetoplast anzufarben, wurde 1 pl einer frischen Bisbenzimid-Stammlésung (1mg/ml)
zugegeben und flr weitere 5 min inkubiert. Zum Schluss wurden die Zellen einmal mit eiskaltem PBS
und zweimal mit Aqua dest. gewaschen, das Pellet in 50 pl aufgenommen und je 10 pl auf einen
Immunoslide (beschichteter Objekttrager mit Vertiefungen) aufgegeben.
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Die Proben wurden getrocknet, in Immu-Mount eingebettet und unter dem Mikroskop (Olympus
BH2 RFCA) betrachtet. Photos wurden mit der Kamera Olympus U-PMTVC dokumentiert und die
Bilder mittels Adobe Photoshop 6.0 bearbeitet.

3.2.4 Herstellung von Knockdown-Trypanosomen
Transfektion und Selektion
Procyclische Zellen

2,5e7 PC 1313-514 Zellen in PC-Medium mit 50 pg/ml G418 und 5 pug/ml Phleomycin wurden 10 min
bei 1.300 g und 4°C abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 25 ml eisgekiihltem PC-
Transfektionsmedium gewaschen, erneut abzentrifugiert, in 440 pl PC-Transfektionsmedium
resuspendiert und in eine eisgekihlte Elektroporationskivette (2 mm) Uberfihrt. Sodann wurden
circa 10 pl (10 bis 20 pg) durch Restriktionsendonuklease Notl linearisierter RNAi-Vektor steril
zugegeben, durch auf- und abpipettieren durchmischt und im Abstand von 10 sek mit einem Bio-Rad
GenePulser XCell zwei Mal ein square wave-Puls von 1,4 kV mit 25 puF und o= Q gesetzt. Die 450 pl
elektroporierten Zellen wurden in 36 ml vorgewdrmtes PC-Medium (50 % frisches PC-Medium, 50 %
konditioniertes PC-Medium) Uberfiihrt, die Zellzahl ausgezahlt (~2,5e5 Zellen/ml) und dann 6 h bei
27°Cinkubiert.

Nach erneuter Zellzahlbestimmung wurden 50 pg/ml G418 und 5 pug/ml Phleomycin und 15 pg/ml
Hygromycin B zugebeben. Die Kultur wurde auf 24-well-Platten verteilt (1 ml/well) und fiir mehrere
Tage ungestort inkubiert. Nach 9 bis 12 Tagen wurden wells mit klonalen Zelllinien ausgezahlt und
bevor die Zellzahl 1e6 Zellen/ml erreichte, wurden sie durch schrittweise Verdiinnung mit PC-
Medium in groRere Volumina tberfiihrt.

Blutformzellen

2,5e7 SMB-Zellen in HMI-9 Medium mit 2 pg/ml G418 wurden 10 min bei 1.300 g und 4°C
abzentrifugiert und in 25 ml eisgekihltem BF-Transfektionsmedium gewaschen, erneut
abzentrifugiert und in 440 ul BF-Transfektionsmedium resuspendiert. Die Zelldichte wurde aus einer
1:100 Verdiinnung ermittelt. Etwa 10 ul (10 bis 12 pg) Notl linearisierter Vektor wurde zugegeben
und die Zellsuspension in eine kalte Elektroporationskiivette (2 mm) Gberfihrt. Ein Puls von 1,4 kV,
25 uF und == Q wurde gesetzt und die 450 pl elektroporierten Zellen in 36 ml vorgewarmtes HMI-9
Uberfihrt, die Zellzahl ausgezéhlt (~2,5e5 Zellen/ml) und dann 6 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert.

Nach erneuter Zellzahlbestimmung wurden 2 pg/ml G418 und 2.5 pg/ml Hygromycin B zugebeben.
Die Kultur wurde auf 24-well-Platten verteilt (1 ml/well) und fir 5 Tage ungestért inkubiert. Nach 5
bis 6 Tagen wurden Vertiefungen mit klonalen Zelllinien ausgezdhlt und bevor die Zellzahl 1e6
Zellen/ml erreichte wurden sie durch schrittweise Verdinnung in groRere Volumina uberfiihrt. Ab
einem Volumen von 10 ml wurde von HMI-9-Medium auf normales Blutform-Medium gewechselt.

Induzierung

Die Kulturen wurden mit 500-1.000 ng/ml Tetracyclin [Djikeng et al. 2004] fur 3 Tage induziert und
dann fir Untersuchungen eingesetzt. Da die Halbwertzeit von Tetracyclin im Medium nur 24 h
betragt, wurden die Kulturen alle 24 h, das heiit zeitgleich mit dem Verdlinnen der Kulturen auf 1e5
Zellen/ml, erneut mit 500-1.000 ng/ml Tetracyclin versetzt.
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Knockdown-Verifizierung

Von drei Tage lang induzierten 50 ml Kulturen in der logarithmischen Wachstumsphase (0,8 bis 1,0 x
10° Zellen/ml) wurden 17,5 ml zur Membranprotein lIsolierung und 32,5 ml zur Gesamt-RNA-
Isolierung eingesetzt.

3.2.5 Northern Blot

Alle fur Arbeiten mit RNA verwendeten Puffer und Losungen wurden mit RNase freiem Wasser
angesetzt. Die eingesetzten Gerate und Materialien wurden vor Gebrauch mit 0,1 M NaOH
gewaschen und dann mit RNase freiem Wasser gespililt.

Probenvorbereitung

32,5 ml einer Trypanosomenkultur in der logarithmischen Wachstumsphase (0,8 bis 1,0 x 10’
Zellen/ml) wurden fiir 5 min bei 4°C mit 1.300 g abzentrifugiert, einmal mit PBS gewaschen und dann
wurde nach Herstellerangaben mittels RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen die Gesamt-RNA isoliert. Die
RNA wurde in 35 pl RNase freiem Wasser gelost, die RNA-Konzentration photometrisch bestimmt
und bei -20°C aufbewahrt.

RNA-Gelelektrophorese

Es wurde ein 16 x 16 cm 1,2 %iges 250 ml RNA-Agarosegel in einfach FA Gel Puffer angesetzt, wobei
die 3.600 ul Formaldehyd (37 %) und der 5 ul Ethidiumbromid (5 mg/ml) unter dem Abzug zur
gelosten Agarose zugegeben wurden. 12 pg RNA (1 pg/ul) wurden mit 3 pl funffach denaturierendem
RNA-Ladepuffer gemischt, 5 min bei 65°C erhitzt, anschlieBend auf Eis schnell heruntergekiihlt und
dann fur 3 h bei 120 V einer Elektrophorese in einfach FA Gel Laufpuffer (100 ml/I FA Gel Puffer 10x,
20 ml/l Formaldehyd 37% ) unterzogen. Das Gel wurde unter UV-Licht photographiert und die
Laufstrecke der drei prominenten rRNA-Banden (2250 b, 1850 b und 1350 b) wurde gemessen. Es
waren drei Banden, anstelle der Ublichen zwei, da in Trypanosomen die groRe ribosomale RNA in
zwei kleineren Bruchstiicken vorlag. Diese drei machten rund 90% der Gesamt-RNA aus und dienten
nebenbei als Ladekontrolle.

Blotting
Sandwich-Diffusions-Kapillarblot

Zum Blotten wurde die Gelkammer Blue Marine 200 mit SSC 20x gefillt und die Gelschale invertiert
eingesetzt. Ein passender Streifen und 6 Blatt Whatman-Papier (3 mm) sowie eine Hybond-N+
Nylonmembran der Firma Amersham wurden in SSC 20x angefeuchtet beziehungsweise fiir 1 h
aquilibriert. Der Streifen Whatman-Papier wurde Uber die Gelschale gelegt, so dass beide Ende des
Streifens in die gefillte Gelkammer eintauchen. Mittig auf die Gelschale wurden nacheinander
folgende Materialien aufeinandergeschichtet: 3 Blatt angefeuchtetes Whatman-Papier, das Gel mit
der Oberseiten nach unten zeigend, die dquilibrierte Membran, 3 Blatt angefeuchtetes Whatman-
Papier, und ein dicker Stapel trockenes Papier. Dieses Sandwich wurde mit Gewichten beschwert und
Uber Nacht stehen gelassen. Der RNA-Kapillartransfer erfolgte Giber Nacht. Nach 18 bis 24 h wurde
der Blot entnommen, zweimal kurz in SSC 2x gewaschen und unter Lichtausschluss getrocknet. Das
Cross-Linking zur Fixierung der RNA auf der Membran erfolgte mit einem UV Crosslinker CL-1000.
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RNA-Dot-Blot

Zum Blotten wurde ein an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossener Bio-Dot Microfiltration
Apparatus verwendet. Es wurden 2 pg Gesamt-RNA in 10 pl RNase freiem Wasser pro Dot [Djikeng et
al. 2004] mit 20 pl Formamid, 7 pl Formaldehyd und 2 pul SSC 20x zum Denaturieren versetzt und 15
min bei 68°C inkubiert. Anschliefend wurden die Proben auf Eis gekihlt und mit 78 ul SSC 20x
komplettiert. Eine Nylonmembran (Hybond-N+) wurde zugeschnitten, 1 h in SSC 20x gewassert und
in die Bio-Rad Bio-Dot Apparatur fir Dot-Blots eingespannt. Alle Kammern der Apparatur wurden
gefillt und mittels des Wasserstrahl-Vakuums durch die Membran entleert. Alle Kammern wurden
zweimal mit 1 ml SSC 10x gewaschen, danach die Proben aufgetragen, abgesaugt und wieder
zweimal mit 1 ml SSC 10x gewaschen. Die Dots wurden 5 min im Wasserstrahl-Vakuum
vorgetrocknet, die Nitrocellulosemembran entfernt und Uber Nacht bei Raumtemperatur unter
Lichtausschluss getrocknet. Die Fixierung der RNA erfolgte beidseitig fir je 150 Sekunden unter UV-
Licht (230 nm).

sondenherstellung und Markierung mit **p

Die Herstellung der unmarkierten Sonden erfolgte mittels Reverser Transkriptase PCR. Die reverse
Transkription der Matrizen-RNA erfolgte mit dem Omniscript Reverse Transkriptase Kit der Firma
Qiagen und die PCR mit dem HotStarTag Master Mix Kit der Firma Qiagen jeweils nach
Herstellerangaben. Die PCR-Produkte wurden zur GroRenbestimmung einer DNA-Elektrophorese
unterzogen und mittels QIAquick Gel Extraction Kit der Firma Qiagen aufgereinigt. Die PCR-
Fragmente wurden bis zur Sondenherstellung, die unmittelbar vor der Northern Blot Hybridisierung
stattfand, bei -20°C gelagert. Die Synthese der a->*P-dATP markierten Sonden mittels des HexaLabel
DNA Labeling Kits der Firma Fermentas, des Megaprime DNA labeling system Kits der Firma
Amersham oder des NEBlot DNA labeling Kits der Firma New England BiolLabs.

Alle drei Kits basierten auf dem Einsatz randomisierter Oligodesoxynukleotidprimer, die denaturierte
Matrizen-DNA an multiplen Stellen binden. Die Kits wurden mit jeweils 40 ng Matrizen-DNA nach
Herstellerangabe eingesetzt. Flr das NEBlot Kit bedeutete das beispielsweise, dass 40 ng Matrizen-
DNA auf 33 ul verdiinnt und 5 min bei 95°C denaturiert wurden. Sofortige 5-minitige Eiskiihlung
verhinderte eine Wiederanlagerung komplementdrer DNA-Strange. Nacheinander 5 pl zehnfach
Labeling Puffer mit Octadesoxyribonukleotiden (7,5 o.u./ml), jeweils 2 pl dTTP (0,5 mM), dGTP (0,5
mM), dCTP (0,5 mM), 5 ul a->*P-dATP (3.000 Ci/mmol, 10 mCi/ml entsprechend 370 MBq), sowie 1 pl
(5 U/ul) DNA-Polymerase | (Klenow-Fragment - 3’ - 5’ exo’) zugegeben. Die Kettenverldngerung
erfolgte fiir 60 min bei 37°C und wurde durch Zugabe von 5 pl 0,2 M EDTA (pH 8.0) gestoppt. Der
Ansatz wurde erneut 5 min auf 95°C erhitzt und bis zur Hybridisierung auf Eis gelagert.

Hybridisierung, Exposition und Entwicklung

Fur die Hybridisierung wurde zunachst 1 % BSA in 50 ml Hybridmix NaPi gel6st und mit 100 pg/mi
Lachssperma, das fir 5 min bei 95°C denaturiert wurden, versetzt. Darin wurde der Blot mit der
qguervernetzten RNA circa 10 min geschiittelt, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. Dann
wurde der 50 pl Ansatz der random-primed **P-markierten Sonde hinzupipettiert und der Blot darin
Uber Nacht unter Schiitteln hybridisiert. Alle Schritte erfolgten bei 68°C im Schittel-Wasserbad. Am
nachsten Tag wurde der Blot fiir je 20 min einmal mit 0,5% BSA in 50 ml Pi-Wash und zweimal mit 50
ml Pi-Wash gewaschen, die gebundene Aktivitdt und die o6rtliche Hintergrundstrahlung mit einem
Geiger-Miiller-Zahler gemessen.
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Der Blot wurde in eine Frischhaltefolie eingepackt, unter Rotlicht zusammen mit einem Rontgenfilm
in eine Entwicklerkassette gelegt und fir mehrere Stunden bei -70°C exponiert. Die erforderliche
Belichtungszeit wurde anhand der gemessenen impacts per second (IPS) berechnet (110 IPS
entsprechen 5 h). Die Entwicklung erfolgte mit einem Rontgenentwickler SRX-101A der Firma Konica.

Stripping

Fiir den Fall, dass der Blot mit weiteren Sonden hybridisiert werden sollte, wurde die Membran
gestrippt. Daflir wurde der Blot dreimal fiir 20 min bei 68°C in je 50 ml Stripping Puffer gewaschen.

Auswertung

Die entwickelten Filme wurden mit der Software Quantity One Basic der Firma Bio-Rad eingescannt
und die Bandenintensitdaten quantifiziert. Die betreffenden Banden wurden mit dem rechteckigen
region of interest-Werkzeug markiert, gegen einen durchschnittlichen Hintergrundbereich bereinigt
und die Intensitdten tber den markierten Flacheninhalt integriert. Verglichen wurden schlieRlich die
ausgegebenen Volumenintensitaten (Adj.Vol.INT*mm2).

3.2.6 Hypoosmolarer Schock

Die Osmolaritdaten wurden mit dem Osmometer VAPRO 5520 bestimmt. Zur Kalibrierung und fir die
Messung des Osmometers wurden ein passendes Filterpapier-Probenscheibchen in den
Einzugsschacht des Osmometers eingelegt und im Anschluss daran 10 pl Kalibrierlésung
beziehungsweise Probe auf das Filterpapier pipettiert. Dann wurde der Einzugsschacht in das Gerat
geschoben und die Messung startete automatisch. Nach 75 sek konnte die gemessene Osmolaritat
abgelesen werden.

Etwa 3,5 x 10’ Trypanosomenzellen wurden abzentrifugiert (3.000 rpm, 5 min, 4°C), das Zellpellet
einmal in isotonem Earle’s Salz Puffer gewaschen und sodann in 650 pul isotonem Earle‘s-Salz Puffer
mit NaCl (300 mosm) aufgenommen und der Phanotyp beschrieben beziehungsweise durch Messung
bei 550 nm beschrieben. 100 pl der Tet induzierte Knockdown-Zellen oder der nicht elektroporierte
Kontrollzellen in isoosmolarem Puffer (300 mosm) wurden mit einem Volumen Earle’s Salz-Puffer
(300 mosm) versetzt, was isoosmolaren Bedingungen garantierte. Die Zellen wurden unter dem
Mikroskop fiir 10 min beschrieben oder der gleichbleibende Normal-Absorptionswert bei 550 nm
wurde Uber einen Zeitraum von einer Minute dokumentiert. Dieser Wert kann beim hypoosmolaren
Schock nicht mit dokumentiert werden, da das Anschwellen der Zellen zu schnell geschieht. 500 pl
der Tet induzierte Knockdown-Zellen oder der nicht elektroporierte Kontrollzellen in isoosmolarem
Puffer (300 mosm) wurden mit einem Volumen Aqua dest. versetzt, was zum hypoosmolaren Schock
(150 mosm) zum Zeitpunkt Null fihrte. Die Absorptionsdanderungen wurden unter dem Mikroskop
beschrieben oder bei 550 nm alle zwei Sekunden fiir 15 Minuten mit einem GeneQuant 1300
Spektrophotometer aufgezeichnet.

3.2.7 Enzymassays

Zytotoxizitats-Test

Das Prinzip dieser Messung beruht auf der photometrischen Bestimmung der Aktivitat freigesetzter
Saurer Phosphatase [Bodley et al. 1995]. Dabei wurde die Enzymaktivitdit noch lebender Zellen
gemessen, weshalb die betreffenden Kulturen vor der Zugabe des Substrates lysiert wurden.
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Fir den Versuch wurden Trypanosomen aus Kulturstabilaten in Blutformmedium ohne Phenolrot
angezogen und eine Hauptkultur in der spaten logarithmischen Phase bei einer Zelldichte von etwa 8
x 10° ml™* in frischem Medium auf eine Zelldichte von 1 x 10°> mI™ eingestellt. Aliquots von je 200 pl
wurden in eine 96-well-Platte pipettiert und die Wirkstoffkonzentrationen mit Hilfe geeigneter
Stammldsungen durch Zugabe des jeweils gleichen Volumens auf die angegebenen Werte eingestellt.
Dabei wurden die Konzentrationen so gewahlt, dass bei der niedrigsten fast alle Zellen tberlebten,
bei der hochsten jedoch alle abgetotet wurden. Die Standard-Reihe und die Wirkstoffsuspensionen
wurden als Vierfachbestimmungen durchgefiihrt. Als Kontrollen dienten die Absorptionen des
Mediums ohne Zellen und der Zellsuspension ohne Zusatz. Die Platte wurde fiir 24 h im Brutschrank
bei 37°C und 5% CO, inkubiert. AnschlieBend wurden die wells mit je 20 pl des p-
Nitrophenylphosphat enthaltenden Lysepuffers versetzt und nach 4 weiteren Stunden im
Brutschrank die Absorption bei A = 405 nm im MRX Il ELISA Reader der Firma Dynex Technologies
bestimmt. Die Umwandlung von p-Nitrophenylphosphat in p-Nitrophenol ist direkt proportional zur
Zelldichte.

Pyruvatbestimmung

Eine BF-Trypanosomenkultur im logarithmischen Wachstum mit etwa 2e7 Zellen wurde
abzentrifugiert und zweimal mit kaltem TDB ohne Glucose gewaschen (je 4 min bei 4°C und 1.300 g)
und dann auf eine Zelldichte von 1e7 Zellen/ml in TDB ohne Glucose versetzt mit 10 mM Glucose, 10
mM Glycerin oder 5 mM NaCl angesetzt. Jeweils 1 ml Zellsuspension wurde in einer Vertiefung einer
12-well-Platte bei 37°C mit 150 rpm geschittelt. Zu den Zeitpunkten 0 min, 30 min, 60 min, 90 min
und 120 min wurden jeweils 100 pl Zellkultur entnommen. Diese wurden mit 10 ul 70 %iger
Perchlorsiure (iber Nacht bei 4°C gefillt, abzentrifugiert (1 min, 13.000 rpm) und der Uberstand zur
Messung eingesetzt. Zusatzlich wurde zu jedem Zeitpunkt die Zellzahl durch Auszahlen mit der
Zahlkammer protokolliert.

Die Pyruvatkonzentration wurde enzymatisch mittels der Lactatdehydrogenase-Methode [Hesse
1996] ermittelt. In einer 96 well-Platte wurde als Vierfachbestimmung immer 7,5 ul Probe zu 340 pl
Pyruvatbestimmungs-Reaktionsmix hinzupipettiert, 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und die
Absorptionsabnahme bei A = 340 nm im ELISA Reader MRX Il der Firma Dynex Technologies
ausgewertet. Die Extinktionsabnahme durch Bildung von NAD+ war proportional der Pyruvat-
Konzentration. Fir jede Probe wurde der korrespondierende Leerwert (als Vierfachbestimmung)
gemessen, wobei nur die Lactatdehydrogenase aus dem Pyruvatbestimmungs-Reaktionsmix
weggelassen wurde. Fiur die Pyruvat-Standard Reihe, ebenfalls als Vierfachbestimmung, wurden
folgende Pyruvat-Konzentrationen in 70 %iger Perchlorsaure gefdllt und bestimmt: 0 mM, 0,25 mM,
0,5mM, 1 mM, 1,5 mM, 2,0 mM, 2,5 mM, 3,0 mM, 3,5 mM, 4,0 mM, 4,5 mM und 5 mM.
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4 Ergebnisse

4.1 Lokalisierung der Aquaglyceroporine
4.1.1 Immunfluoreszenz-Aufnahmen

Um Antikorper gegen die trypanosomalen Aquaglyceroporine zu erhalten, wurden kurze
Aminosduresequenzen der TbAQPs fiir die Peptidsynthese ausgewadhlt. Die Auswahl war sehr
beschrankt, vor allem, da die drei Aquaglyceroporine sich so sehr dhneln. Die Sequenzen waren lang
genug, um immunogen zu sein, sie lagen nicht in Transmembrandomanen, sie wiesen keine
bekannten posttranslationalen Modifikationsmotive, zum Beispiel fir Glycosylierung oder
Phosphorylierung, auf und sie waren, verglichen mit den restlichen Trypanosomenproteinen,
einzigartig. Die synthetisierten Peptide KINVHQYPSEADVRGLKARC (AQP1), CDVQKHEVAEAQEKPV
(AQP2) und CEKGTAGVFSTYPRDSN (AQP3) entsprachen Teilstiicken aus dem NH,-Ende von TbAQP1
und TbAQP2 sowie aus der Schleife C von TbAQP3. Sie wurden von der Firma Biogenes zur
Immunisierung in Hihnern eingesetzt.

Die erhaltenen TbAQP-Antikdrper wurden weiter von Herrn Dr. Kalbacher (Universitdt Tlbingen)
mittels Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Dazu wurden die urspriinglich zur Immunisierung
verwendeten AQP-Peptide verwendet. Das TbAQP2-Peptid wurde an eine erste Saule gekoppelt und
AQP3-Antikorper-Serum Uber die Sdule gegeben. Der Durchfluss wurde als aufgereinigte TbAQP3-
Antikorper verwahrt und das entsprechende Eluat wurde Uber eine zweite Sdule mit gebundenem
TbAQP3-Peptid geschickt. Der direkte Durchfluss dieser zweiten Sdule wurde als aufgereinigte AQP2-
Antikorper aufgehoben. SchlieBlich wurde AQP1-Antikorper-Serum (ber die erste Sdule, mit
gebundenem AQP2-Peptid, geleitet und der Durchfluss sogleich auf die zweite Saule, mit
gebundenem AQP3-Peptid, aufgetragen. Der Sdulendurchfluss wurde nun als aufgereinigte TbAQP1-
Antikorper aufgefangen.

Die aufgereinigten AQP-Antikérper wurden fir Immunfluoreszenz-Aufnahmen in BF 221
Trypanosomen eingesetzt, um die genau Verortung der Kanale zu erhalten. Als Gegenfarbung wurde
Bisbenzimid gewahlt, das die die nukleare und mitochondriale DNA anfarbt.

anti-AQP Bisbenzimid Durchlicht Uberlagerung

Priimmun

TbAQP1

Immun
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Abbildung 12 BF 221 Immunfluoreszenz-Aufnahmen fiir AQP1, AQP2 und AQP3. Die Trypanosomen wurden nach

Protokoll fixiert, permeabilisiert und mit aufgereinigten Anti-AQP-Antikorpern inkubiert. Dabei wurden die
Praimmunseren 1:200 und die durch die Aufreinigung verdiinnten AQP-Primarantikorpern direkt eingesetzt. Es wurde ein
FITC-gekoppelter Zweitantikorper verwendet und als Kontrastfirbung wurde mit Bisbenzimid die nukleare und
mitochondriale DNA visualisiert.

Die AQP1-Praimmun-Serum Prdparation zeigte keine Fluoreszenz, wohingegen die Behandlung mit
dem aufgereinigten spezifischen AQP1-Antikdrper eine eindeutige Lokalisierung von TbAQP1 in der
Flagellummembran zeigte.

Die Kontrollaufnahmen mit AQP2-Praimmun-Serum in BF 221 Zellen zeigten nur eine normale, sehr
schwache Hintergrund-Fluoreszenz. Der aufgereinigte Antikérper TbAQP2 fiihrte zu keinerlei
Fluoreszenz-Anfarbung, so dass keine Auswertung moglich war. Dies war hochst wahrscheinlich auf
die starke Verdiinnung des Antikorpers bei der Affinitats-Aufreinigung zurlickzufiihren. Die begrenzte
Menge an aufgereinigtem TbAQP2-Antikorper liel eine Einengung aber nicht zu. Das Problem ware
wahrscheinlich durch eine zweite, mengenmalig groRBere Aufreinigung zu beheben gewesen.
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Stattdessen wurden die fehlenden Immunfluoreszenz-Ergebnisse fir TbAQP2 jedoch durch
Aufnahmen mit AQP2-Uberexpressionszellen komplettiert (siehe Kapitel 4.1.2).

Fir TbAQP3, beim Einsatz des Praimmun-Serums, war keine spezifische Anfarbung zu erkennen.
Anders sah es aus fir den aufgereinigten spezifischen TbAQP3-Antikérper, der eine klare und
eindeutige Fluoreszenz-Farbung in der Plasmamembran zeigte.

Beim Einsatz der Antikdrper im Western Blot waren die Resultate enttduschend (Ergebnisse nicht
gezeigt). Alle drei trypanosomalen AQP-Antikorper farbten Banden entsprechend dem jeweiligen
Aquaglyceroporin-Molekulargewicht, wobei dies aber keine spezifische Bandendetektion darstellte.
Es wurde, nach langen Inkubationszeiten, jeweils eine Vielzahl von Banden detektiert, was auf eine
unspezifische Bandenfarbung hindeutete. Die trypanosomalen Aquaglyceroporine unterscheiden sich
nur wenig voneinander (siehe Kapitel 1.2.2), so dass spezifische Antikdrper gegen ein bestimmtes
AQP nur Uber synthetische Peptide gewonnen werden konnten. Diese Antikorper waren in der Lage
Aquaglyceroporine ausreichend spezifisch zu binden, um aussagekraftige Immunfluoreszenz-Bilder zu
ermoglichen, wohingegen die geringe Affinitat der Antikorper im Western Blot nicht ausreichte, um
bestimmte Aquaglyceroporine in Trypanosomenmembran-Fraktionen als alleinige Bande zu
detektieren.

4.1.2 AQP2-Uberexpression

Zum Einschleusen in die Trypanosomen wurde der Uberexpressionsvektor pLEW100 ausgewihlt, der
sich per homologer Rekombination in eine der rRNA spacer-Sequenzen des Trypanosomen-Genoms
integrierte. Dessen Phleomycin-Resistenz stand unter einem unregulierten T7 Promoter und das
einklonierte Genprodukt hatte einen mittels Tet-Operator regulierten Procyclin GPEET Promoter.

Als Trypanosomen wurden PC 29-13 Zellen verwendet, die konstitutiv T7 RNA-Polymerase und
Tetracyclin-Repressor unter G418- und HYG-Resistenz exprimieren. Procyclische Trypanosomen sind
metabolisch stabiler und insgesamt robuster, so dass sie eine bessere Erfolgsaussicht fir das
Gelingen einer stabilen Transfektion haben als BF-Trypanosomen. Aus diesem Grund wurden zuerst
procyclische Trypanosomen zur Transformation eingesetzt.

4.1.2.1 Klonierung

Die AQP2-Gensequenzen wurden mittels der High Fidelity Pfu DNA-Polymerase, unter Einsatz der
Primer AQP2_over_Hindlll_se und AQP2_over_BamHI_as, amplifiziert. Die 5’-Enden der PCR-
Produkte wurden mit T4 Polynukleotidkinase phosphoryliert und in einen mit Smal geschnittenen
und dephosphorylierten pUC19 Subklonierungsvektor einkloniert. Der gekaufte Vektor pUC19 ist ein
high copy-Plasmid mit Ampicillin-Resistenz und ist Uber das Reportergen lacZ blau/weil
selektionierbar. Aus dem Subklonierungsvektor wurde das AQP2-Fragment dann mit einem
Hindlll/BamHI Doppelverdau wieder herausgeschnitten und sogleich in den mit Hindlll und BamHI
gedffneten und per Gelextraktion aufgereinigten pLEW100 Uberexpressionsvektor einligiert, was zu
dem Plasmid pLEW100 AQP2_over fiihrte. Der fehlerfreie Einbau wurde durch EcoRV Verdau und
mittels Sequenzierung durch die Firma GATC Biotech bestatigt.
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Abbildung 13 A) PCR-Amplikons AQP1, AQP2 und AQP3 B) EcoRV Verdau des Plasmids pLEW100 AQP2_over (6485
bp) ergab folgende Fragmente: 2709 bp & 3776 bp

4.1.2.2 Herstellung der Uberexpressions-Trypanosomen

Das Notl linearisierte Plasmid pLEW100 AQP2_over wurde zur Elektroporation in PC 29-13 Zellen
eingesetzt.

Diese so hergestellten Zellen (2,5 x 10 in PC-Medium mit 15 pg/ml G418 und 50 pg/ml Hygromycin
B) wurden 10 min bei 1.300 g und 4°C abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde zwei Mal mit je 10 ml
eisgekihltem PC-Transfektionsmedium gewaschen, in 440 pl PC-Transfektionsmedium resuspendiert
und in eine eisgekihlte Elektroporationskivette (2 mm) Gberfihrt. Sodann wurden 10 ul (10 pg) Notl
linearisierter RNAi-Vektor steril zugegeben, durch auf- und abpipettieren durchmischt und im
Abstand von 10 sek mit einem Bio-Rad GenePulser XCell zwei Mal ein square wave-Puls von 1,4 kV
mit 25 pF und oo Q gesetzt. Die 450 ul elektroporierten Zellen wurden in 36 ml vorgewdrmtes PC-
Medium (50 % frisches PC-Medium, 50 % konditioniertes PC-Medium) Uberfuhrt, die Zellzahl
ausgezahlt (2,5e5 Zellen/ml) und dann 6 h bei 27°C inkubiert. Nach erneuter Zellzahlbestimmung
wurden 15 ug/ml G418 und 50 pg/ml Hygromycin B plus 15 pg/ml Selektionantibiotika Phleomycin
zugebeben. Die Kultur wurde auf 24-well-Platten verteilt (1 ml/well) und flir mehrere Tage ungestort
inkubiert.

Nach neun Tagen wurde ein well, in dem eine klonale Zelllinie hochwuchs, ausgewahlt, ausgezahlt
und bevor sie die Zelldichte von 1e6 Zellen/ml erreichte wurden sie durch schrittweise Verdiinnung
mit PC-Medium inklusive Selektionantibiotika in groBere Volumina Uberfiihrt.

Die Generationszeit der Zellen wurde Uber drei Tage hinweg bestimmt. Sie betrug 12,3 + 2,1 Stunden.
Es wurden Stabilate angelegt und Immunfluoreszenz-Aufnahmen angefertigt.
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4.1.2.3 Immunfluoreszenz-Aufnahmen

Die AQP2-Uberexpression wurde durch Zugabe von 500 ng/ml Tetracyclin zu PC 29-13 AQP2_over
Zellen 48 h lang induziert und dann fir Immunfluoreszenz-Aufnahmen eingesetzt.
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Abbildung 14 Immunfluoreszenz-Aufnahmen fiir PC 29-13 AQP2 Uberexpressions-Trypanosomen. 48 h mit 500

ng/ml induzierte PC 29-13 AQP2_over Zellen wurden nach Protokoll fixiert und permeabilisiert. Sie wurden mit
Praimmun-Antiserum und Anti-AQP2 Antikorper, jeweils 1:150 verdiinnt, inkubiert. Als Zweitantikérper wurde der
monoklonale Anti-Huhn-FITC-Konjugat Antikérper 1:400 eingesetzt und mit Bisbenzimid die DNA angefarbt.

ThAQP2
Immun

Abbildung 15 Immunfluoreszenz-Aufnahmen fiir PC 29-13 AQP2 Uberexpressions-Trypanosomen..

Die AQP2-Praimmun-Serum-Prdparation der induzierten PC 29-13 AQP2-Uberexpressions-
Trypanosomen zeigte nur eine sehr schwache Hintergrund-Fluoreszenz (Abbildung 14), wohingegen
die Behandlung mit dem AQP2-Antikdrper eine intrazellulare Lokalisierung aufzeigt. Eine genauere
Festlegung auf bestimmte Organellmembranen gestatteten die Aufnahmen leider nicht (Abbildung
14 und 15). Der AQP2-Antikorper war leider nicht spezifisch genug, um erfolgreich Doppelfarbungen
gegen Marker-Proteine fiir Acidocalcisomen, Glycosomen oder das Endoplasmatische Retikulum
durchzufiihren (Daten nicht gezeigt). Wie zuvor schon beschrieben (Kapitel 4.1.1) gelangte aufgrund
der schlechten AQP2-Antikorper auch mit einer Membran-Fraktion dieser AQP2-
Uberexpressionszellen keine Detektion im Western Blot.

4.1.2.4 Verifizierung der Uberexpression

Die AQP2-Uberexpression in PC 29-13 Zellen wurde via Northern Blot dokumentiert.
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Abbildung 16 Northern Blot fiir procyclische AQP2-Uberexpressions-Trypanosomen. Es wurden je 12 pg isolierte
Gesamt-RNA pro Gelbahn aufgetrennt. Als Negativkontrolle (K) wurden nicht elektroporierte PC 1313-514 Zellen ohne
Tetracyclin (-) im Medium verwendet. Der untersuchte PC 29-13 AQP2-Uberexpressions-Klon wurde einmal ohne
Tetracyclinzugabe (-) und einmal nach zweitégiger Inkubation mit 500 ng Tetracyclin pro Milliliter Medium (+) untersucht.

Die AQP2-mRNA-Bandenintensitaten wurden R-Tubulin-normalisiert und der Wert fir die
Negativkontrolle K wurde auf 100 % gesetzt. Das Radiogramm zeigte einen AQP2-mRNA-Anstieg auf
217 % fir den nicht induzierten Uberexpressions-Klon und einen Anstieg auf 229 % fir die
entsprechende induzierte Kultur. Die nicht induzierten Zellen sind extrem leaky und zeigen wie die
induzierten Zellen eine etwa dreifache Uberexpression von AQP2.

4.1.2.5 Hypoosmotischer Schock

Wurden PC 29-13 Kontrollzellen und induzierte PC 29-13 AQP2-Uberexpressionszellen nach Protokoll
einem hypoosmolaren Schock (150 mosm) ausgesetzt, so war folgendes zu beobachten:

— PC 29-13
—— PC 29-13 AQP2
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. N ,M‘WW

Relative Absorption bei 550 nm

T T T T T
0 7 14
Zeit [min]

Abbildung 17 Hypoosmolarer Schock (150 mosm). PC 29-13 Kontrollzellen versus PC 29-13 AQP2-Uberexpression
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Zelllinie Schwellzeit [sek] Max. Verschlankung [sek]
PC 29-13 22,0 698
PC 29-13 AQP2 26,0+4,3 274 + 49

Die induzierten AQP2-Uberexpressionszellen unterschieden sich mit ihrer Schwellzeit von 26,0 + 4,3
Sekunden nicht signifikant von den Kontrollzellen. Die Schwellzeit wurde als Zeit definiert, die
verstrich, bis die Zellen durch Wassereinstrom maximal geschwollen waren. Einen signifikanten
Unterschied gab es aber beim Abschwellen der Zellen. Das Abschwellen der AQP2-
Uberexpressionszellen blieb circa 3,5 Minuten nach Versuchsstart hinter den Kontrollzellen zuriick.
Die Zellen erreichten zum Zeitpunkt t = 274 + 49 Sekunden ihre grofSte Verschlankung. Unter dem
Mikroskop konnte man beobachten, dass weit mehr als die Halfte der Zellen bewegungslos war und
auch spater nicht wieder aktiv wurde.

Phanotypische Veranderungen ermoglichen Riickschliisse (iber die Lokalisierung und Funktion. Im
Folgenden wurden daher weitere Trypanosomen transformiert. Anstatt auf PC- und potentielle BF-
Uberexpressions-Klone  zu  setzen, wurde allerdings mit RNA Interferenz-Klonen
weiterexperimentiert. Die Funktionsdefizite dieser Klone sollten neue Schlussfolgerungen zulassen.
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4.2 AQP-RNAi-Trypanosomen

Im Folgenden wurden RNA Interferenz-Experimente in Trypanosomen durchgefiihrt. Die Defizit-
Phanotypen sollten Rickschliisse auf die Lokalisation und Funktionen der Aquaglyceroporine in
Trypanosoma brucei zulassen. Es sollte Knockdown-Transformanten fiir jedes der drei
Aquaglyceroporine sowie fiir den Gesamt-Knockdown alle drei AQPs gleichzeitig generiert werden.

Fir die RNA Interferenz-Untersuchungen musste dsRNA in die Trypanosomen eingeschleust werden.
Fir eine ausfuhrliche Untersuchung des jeweiligen Phanotyps wurden stabile anstatt transienter
RNAi-Knockdown-Klone angestrebt. Solche klonalen Zelllinien wurden durch die dauerhafte
Integration eines Knockdown-Vektors ins Trypanosomengenom erzielt. Der eingesetzte RNAi-Vektor
erlaubte es weiterhin, die Knockdown-Information nicht konstitutiv, sondern Tetracyclin-induzierbar
zu transkribieren. Dies ermoglichte die Generation von Knockdown-Zelllinien auch fir den Fall, dass
der Verlust aller drei (AQP1-3) oder einzelner Aquaglyceroporine letale Folgen hat. Zum Einsatz kam
der Trypanosomen-RNAi-Vektor p2T7TAblue [Clayton et al. 2005].

4.2.1 Auswahl der Knockdown-Sequenzen

Die Aussicht auf einen moglichst vollstindigen Knockdown erhoht sich mit der Anzahl an
verschiedenartigen siRNAs, welche mit der Ziel-mRNA hybridisieren kénnen, weshalb die gewahlten
dsRNA-Knockdown-Sequenzen mehrere hundert Basenpaare lang waren. Fir die Einzel-AQP-
Knockdowns konnte, aufgrund der hohen Sequenzhomologien der drei TbAQPs miteinander, nur fir
TbAQP1 eine Knockdown-Sequenz (Nukleotide 130 bis 696) im eigentlichen Aquaglyceroporin-Gen
gefunden werden. Die offenen Leserahmen von TbAQP2 und TbAQP3 dhnelten sich so stark (82,8 %
identity), dass jede gewahlte Nukleotid-Knockdown-Sequenz auch off-target-Knockdown-Effekte im
jeweils anderen Aquaglyceroporin gehabt hatte. Ein Blick in die Genomdatenbank GeneDB zeigte
aber sich stark voneinander unterscheidenden Nukleotid-Sequenzen downstream der zwei AQP-
Gene. Fir TbAQP2 und TbAQP3 wurden in der 3-UTR Nukleotid-Sequenzen fiir den jeweiligen
Knockdown ausgewahlt (Nukleotide +175 bis +534 und Nukleotide +175 bis +511); beide Sequenzen
konnten aus cDNA amplifiziert werden.
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Abbildung 18 A) PCR Knockdown-Fragmente AQP1 (567 bp), AQP2 (360 bp) und AQP3 (337 bp) B) Gesamt-AQP-
Knockdown-Fragment (1281 bp) und Vektor p2T7TAblue, Eam1105I gedffnet und aufgereinigt (5921 bp)
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Fir den gleichzeitigen Knockdown aller drei TbAQPs (Gesamt-AQP-Knockdown) wurden die
Sequenzen fiir die Einzel-AQP-Knockdowns zum Gesamt-AQP-Knockdown-Fragment (1281 bp)
aneinander ligiert. Als Knockdown-Positivkontrolle wurde ein Teilstlick des a-Tubulin-Gens
(Nukleotide 833 bis 1245) in den trypanosomalen RNAi-Vektor einkloniert.

4.2.2 Klonierung der Knockdown-Vektoren

Fir die folgenden Klonierungen wurde aus dem RNAi-Vektor p2T7TAblue (6740 bp) jeweils ein
Teilstick des lacZ Gens (819 bp) durch Eam1105I Verdau herausgeschnitten, was zu Vektorenden mit
einem 3’ Uberhdngenden Thymidin passend fir TA-Klonierungen fiihrte. Die einzuklonierende
Knockdown-Fragmente mit einem Uberhdangenden Adenin am jeweiligen 3‘-Ende wurden mittels
Tag-DNA-Polymerase in einer PCR amplifiziert. Der fehlerfreie Einbau wurde jeweils mittels
Sequenzierung durch die Firma GATC Biotech bestatigt.

Fir den AQP1-Knockdown wurde ein 567 bp langes DNA-Fragment, das den Nukleotiden 130 bis 696
von TbAQP1 entsprach, mit Hilfe der Primer AQP1_RNAi_1x_se und AQP1_RNAi_1x_as amplifiziert.
Das PCR-Amplikon wurde in den gedffneten Vektor einligiert.

Fiir den AQP2-Knockdown wurde ein 360 bp langes DNA-Fragment, das den Nukleotiden +175 bis
+534 der 3-UTR von TbAQP2 entsprach, mit Hilfe der Primer AQP2_RNAi_1x Taal _se und
AQP2_RNAi_1x_Taal_as amplifiziert und in den Subklonierungsvektor pCR2.1-TOPO einkloniert. Das
DNA-Fragment wurde Uiber Taal Verdau wieder freigesetzt, was zu einem (iberhdngenden Adenin am
jeweiligen 3-Ende fuhrt. AnschlieRend wurde das Fragment in den ge6éffneten RNAi-Vektor einligiert.

Fir den AQP3-Knockdown wurde ein 337 bp langes DNA-Fragment, das den Nukleotiden 175 bis 511
der 3-UTR von TbAQP3 entsprach, mit Hilfe der Primer AQP3_RNAi 1x Taal se und
AQP3_RNAi_1x_Taal_as amplifiziert und in den Subklonierungsvektor pCR2.1-TOPO eingebracht. Das
DNA-Fragment wurde Uber Taal Verdau wieder freigesetzt, was zu einem lberhangenden Adenin am
jeweiligen 3‘-Ende fiihrte. AnschlieBend wurde das Fragment in den gedffneten RNAi-Vektor

einligiert.
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Abbildung 19 Erfolgreiche Verifizierung der Plasmidkonstrukte A) ATUB-Knockdown-Fragment; Asel Verdau des

Plasmids p2T7TAblue ATUB (6335 bp) ergab folgende Fragmente: 3506 bp, 1235 bp, 1007 bp, 587 bp B) AQP2-
Knockdown-Fragment; Asel Verdau des Plasmids p2T7TAblue AQP2 (6302 bp) ergab folgende Fragmente: 3506 bp, 1235
bp, 1007 bp, 554 bp C) Knockdown-Fragmente fiir AQP1, AQP1-3 und AQP3; Asel Verdaue der Plasmide p2T7TAblue
AQP1 (6489 bp), p2T7TAblue AQP1-3 (7202 bp) und p2T7TAblue AQP3 (6288 bp) ergaben folgende Fragmente: 3506 bp,
1235 bp, 1007 bp, 741 bp beziehungsweise 3506 bp, 1454, 1235 bp, 1007 bp sowie 3506 bp, 1235 bp, 1007 bp, 530 bp
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Fiir den gleichzeitigen Knockdown aller drei Aquaglyceroporine wurde ein 1281 bp langes DNA-
Fragment, das Gesamt-AQP-Knockdown-Fragment, mit einem Uberhdngenden Adenin am jeweiligen
3‘-Ende in den gedffneten Vektor einligiert und der fehlerfreie Einbau mittels Sequenzierung durch
die Firma GATC Biotech bestatigt.

A B
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Abbildung 20 Klonierung des Gesamt-AQP-Knockdown-Fragments A) Schematische Abfolge Klonierung B) PCR-
Ligation des AQP1,3_linking-Fragments (953 bp) aus den zwei Ankersequenz-tragenden AQP1- und AQP3-Amplikons (602
bp und 351 bp).

Das Gesamt-AQP-Knockdown-Fragment wurde auf nachfolgende Weise erzeugt: Mit Hilfe der Primer
AQP1 3x_link _Taal_se und AQP1 _3x_link_Ndel _as beziehungsweise AQP3 3x_link _Sall se und
AQP3_3x_link _Taal_as wurden zwei PCR-Amplikons erhalten; diese wurden dann Uber die
komplementaren Ankersequenzen, welche in den vorher erwdhnten Primern AQP1_3x_link_Ndel_as
und AQP3_3x_link_Sall_se enthalten waren, mittels PCR-Ligation zum AQP1,3_linking-Fragment
verlangert. Das AQP1,3_linking-Fragment wurde mittels TA-Klonierung in den Subklonierungsvektor
pCR2.1-TOPO eingebracht. Die Ankersequenz konnte dann (ber Ndel und Sall Doppelverdau
herausgeschnitten werden und das mit den Primern AQP2 3x_link_Ndel se und
AQP2_3x_link_Sall _as amplifizierte PCR-Produkt wurde mit Ndel und Sall doppelverdaut und
anschlielend in den gedffneten Subklonierungsvektor einligiert. Aus diesem Plasmid wurde das
Gesamt-AQP-Knockdown-Fragment (1281 bp) durch Taal Verdau herausgeschnitten, welches nun ein
Uberhdngendes Adenin am jeweiligen 3‘-Ende aufwies und zur TA-Klonierung in den RNAi-Vektor
eingesetzt wurde.

Fir den a-Tubulin-Knockdown wurde ein 413 bp langes DNA-Fragment, das den Nukleotiden 833 bis
1245 von TbATUB entsprach, mit Hilfe der Primer a-tub_RNAi_se und a-tub_RNAi_as amplifiziert. Das
PCR-Amplikon wurde in den gedffneten p2T7TAblue-Vektor einligiert und der fehlerfreie Einbau
mittels Sequenzierung durch die Firma GATC Biotech bestatigt.

Fir den Vektor p2T7TAblue empty, eingesetzt als Kontrolle wahrend der Elektroporations- und
Selektionsphase, wurden die kohédsiven Enden des getffneten p2T7TAblue-Vektors mittels T4 DNA-
Polymerase geglattet und der Vektor durch Ligation rezirkularisiert.
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4.2.3 Herstellung der RNAi-Transformanten

Der linearisierte, elektroporierte Vektor integrierte sich per homologer Rekombination in eine der
rDNA spacer-Regionen im Trypanosomengenom. Das klonierte PCR-Produkt lag zwischen zwei
einander gegeniiberliegende T7 Promotern (T7PRO") mit doppelten Tetracyclin-Operatoren und je
einem T7 Terminator auf beiden Seite. Mit Hygromycin B selektionierte rekombinante Trypanosomen
konnten nach Zugabe von Tetracyclin von beiden DNA-Strangen ssRNA synthetisieren, die
selbstandig zu doppelstrangiger RNA hybridisierte.
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Abbildung 21 RNA Interferenz A) RNAi-Vektor p2T7TAblue [Clayton et al. 2005] B) RNAi-Testverifizierung via
Northern Blot mit PC 1313-514 AQP1 Trypanosomen [nicht induziert (-) und Tetracyclin induziert (+)] und PC 1313-514
Kontrollzellen; je 10 ug Gesamt-RNA pro Bahn und AQP1-Knockdown-Fragment als *2p_markierte Sonde; rRNA Banden
des Ethidiumbromid-haltigen RNA-Agarose-Gels als Ladekontrolle.
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Elektroporation und Selektion

Um Knockdown-Trypanosomen zu erhalten, wurden die verschiedenen hergestellten RNAI-
Knockdown-Vektoren durch einen Notl Verdau linearisiert und mit 2,5 x 10’ Trypanosomenzellen
nach Protokoll elektroporiert. Die procyclischen Elektroporationen fiir p2T7TAblue AQP2,
p2T7TAblue AQP3, p2T7TAblue ATUB und p2T7TAblue empty waren mit 10 pg Plasmid und die fir
p2T7TAblue TbAQP1 und p2T7TAblue TbAQP1-3 waren mit 20 pg Plasmid erfolgreich. Die Blutform-
Elektroporationen waren alle mit Plasmidmengen zwischen 10 und 12 pg erfolgreich.

Die Zeitkonstanten ergaben bei einem square wave-Puls von 1,4 kV, 25 pF und o Q stets ~0,3
Millisekunden. Die Gewinnung klonaler Reihen geschah durch die Verteilung/Vereinzelung der
Elektroporationsansatze auf 36 einzelne wells. Die Selektion der Transformanten dauerte fir
procyclische Zellen circa elf Tage, wohin gegen die Blutform-Transformanten etwa sieben Tage
bendtigten, um auf 1 x 10° Zellen pro ml hochzuwachsen.

Die Transformationseffizienz der procyclischen PC 1313-514 Zellen fir die TbAQPs konnte durch
Verbesserungen des Protokolls gesteigerte werden, so dass in etwa 50 % der 36 wells Klone
hochwuchsen. Von den procyclischen TbAQP1, TbAQP2 und TbAQP3 Elektroporationen wurden je
drei und vom Gesamt-AQP-Knockdown zwei Klone ausgewahlt, per Northern Blot Analyse
miteinander verglichen und mit dem besten Knockdown-Klon weiter gearbeitet. Die Kontroll-
Elektroporation ohne Vektor erbrachte nie lebende Klone und die Kontroll-Elektroporation mit
leerem Vektor produzierte immer selektierte Trypanosomen. Ein procyclischer a-Tubulin-
Knockdown-Klon fand sich in nur einem der 36 wells.
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Die Transformationseffizienz fir BF SMB-Zellen konnte auf circa 10 % positive wells optimiert
werden. Es wurde je ein Klon der TbAQP1-, TbAQP2-, TbAQP3- und TbAQP1-3-Elektroporation
ausgewahlt und mit diesem weiter gearbeitet. Die a-Tubulin-Elektroporation lieferte ein positives
well, dass heiRRt einen lebensfahigen Klon.

Nach dem Anlegen von Langzeitstabilaten fiir alle PC- und BF-Knockdown-Zelllinien wurde der
Phanotyp jeder Knockdown-Variante ausgewertet, indem immer die entsprechende, nicht
elektroporierte Zelllinie und eine induzierte Knockdown-Zellkultur miteinander verglichen wurden.
Normalerweise wurde die Trypanosomen mit einer Tetracyclin-Konzentration von 250 bis 1.000
ng/ml Kultur induziert. Da die Halbwertszeit von Tetracyclin in Kultur etwa 24 h betrdgt, wurde bei
jedem Verdiinnungsschritt entsprechend Tetracyclin nachgelegt.

Der a-Tubulin-Knockdown zeigte sowohl in procyclischen Formen wie auch in Blutformen den in der
Literatur beschriebenen und mikroskopisch einfach auszuwertenden FAT-Phanotyp [Shi et al. 2000].
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Abbildung 22 A-Tubulin Knockdown-Zellen A) PC1313-514 ATUB, uninduziert B) PC1313-514 ATUB nach 24 h mit 100
ng/ml Tet; circa 50 % der Zellen wiesen den FAT-Phdnotyp auf.

Das Blockieren der Tubulin-Synthese fiihrte zu einem Arrest der Zytokinese und wenn aufgrund
sinkender Tetracyclin-Konzentrationen die Tubulin-Synthese wieder startete, durchliefen die
Trypanosomen den Zellzyklus noch genau ein Mal; sie verdoppelten den Basalkérper und das
Flagellum und fiihrten die Kern- und Kinetoplastenteilung durch. Zu diesem Zeitpunkt wurden aus
den slender-Trypanosomen grolRe, fast kreisrunde FAT-Zellen. Dies ist ein finaler Phdanotyp; die Zellen
sind nicht mehr in der Lage sich weiter zu teilen.

4.2.4 Dokumentation der Knockdown-Rate

Zum Nachweis der mRNA-Reduktion und um die Vollstandigkeit des Knockdowns prozentual zu
bestimmen, wurden Northern Blots jedes Knockdown-Klons durchgefiihrt. Dazu wurden die Gesamt-
RNA einer nicht elektroporierten, einer nicht induzierten und einer drei Tage Tetracyclin-induzierten
Knockdown-Kultur miteinander verglichen.

Die Knockdown-Klone wurden parallel zueinander einmal mit 1.000 ng/ml Tetracyclin und einmal
ohne Tetracyclin flr drei Tage kultiviert, wie auch eine entsprechende, nicht elektroporierte
Trypanosomenkultur. Es wurden jeweils Gesamt-RNA isoliert, in einem denaturierenden Agarose-Gel
aufgetrennt, auf eine Nylonmembran tbertragen und mit einer **P-haltigen Sonde hybridisiert. Dies
geschah streng nach dem Northern Blot Protokoll.
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Die Northern Blots wurden nach der Hybridisierung mit der ersten spezifischen Sonde gestrippt und
gegebenenfalls mit weiteren Sonden rehybridisiert. Mit der Software QuantityOne wurden die
Bandenintensitaten bestimmt und die AQP-Werte gegen die Ladekontrolle B-Tubulin normalisiert.

Die folgenden verwendeten Northern-Sonden hybridisierten spezifisch mit der jeweilige AQP-mRNA
und nicht mit der RNA des Knockdown-Fragments.

Die AQP1-Northern Sonde war 253 bp lang, wurde mit Hilfe der Primer AQP1 sonde_se und
AQP1_sonde_as amplifiziert und hybridisierte ein Stiick der AQP1 mRNA, welches vom Nukleotid -
129 im 5-UTR bis zum Nukleotid 124 im AQP1-Gen reicht. Die AQP2-Northern Sonde war 251 bp
lang, wurde mit Hilfe der Primer AQP2_sonde_se und AQP2_sonde_as amplifiziert und hybridisierte
ein Stick der AQP2 mRNA, welches vom Nukleotid 883 des AQP2-Gens bis zum Nukleotid +194 im 3‘-
UTR reichte. Die AQP3-Northern Sonde war ebenfalls 251 bp lang, wurde mit Hilfe der Primer
AQP3_sonde_se und AQP3_sonde_as amplifiziert und hybridisierte ein Stlick der AQP3 mRNA,
welches vom Nukleotid 544 bis zum Nukleotid 794 im AQP2-Gen reicht. Die BTUB-Northern Sonde
war 1320 bp lang, wurde mit Hilfe der Primer BTUB_sonde_se und BTUB_sonde_as amplifiziert und
hybridisierte ein Stiick der B-Tubulin mRNA, welches vom Nukleotid -1 bis zum Nukleotid 1320 im
BTUB-Gen reicht.

4.2.4.1 Beispiel eines Knockdown-Verlaufs

Um herauszufinden, nach welcher Zeit der Knockdown vollstiandig war, beziehungsweise nach wie
vielen Tagen Tetracyclin-Induzierung die Gesamt-RNA isoliert werden sollte, wurde am Beispiel des
PC 1313-514 AQP1-Knockdowns die zeitliche Progression dokumentiert.

K  AQPI RNAi
- -+ + 4+ +

AQP1 ==

B-tub - .- - - -
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Abbildung 23 PC 1313-514 AQP1-Knockdown-Verlauf. AQP1-mRNA-Mengen von nicht elektroporierten PC 1313-514
Kontrollzellen (K) und PC 1313-514 AQP1-Knockdown-Zellen (AQP1 RNAIi). Tetracyclin-Induzierung (Bahn +) und keine
Tetracyclin-Induzierung (Bahn -) sind gekennzeichnet. Die Gesamt-RNA wurden vor der Tetracyclin-Zugabe (Tag 0)
beziehungsweise 1, 2, 3 und 4 Tage nach Tetracyclin Zugabe isoliert. Je 7,5 pug Gesamt-RNA pro Bahn. Als Ladekontrolle
wurden B-Tubulin-mRNA-Mengen detektiert.

Dazu wurde die Gesamt-RNA der nicht induzierten Kultur, der mit 250 ng/ml Tetracyclin induzierten
Kultur nach 24, 48, 72, 96 Stunden sowie einer nicht elektroporierten PC 1313-514 Kultur isoliert.
Jeweils 7,5 pg Gesamt-RNA wurden (ber ein 1,2 %iges Agarosegel aufgetrennt und auf eine
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Nylonmembran geblottet. Als *2P-haltige Hybridisierungssonden wurden die AQP1-Northern Sonde
verwendet. Sie ist 253 bp lang, wurde mit Hilfe der Primer AQP1_sonde_se und AQP1_sonde_as
amplifiziert und hybridisierte mit einem Stiick der AQP1-mRNA, welches vom Nukleotid -129 im 5°-
UTR bis zum Nukleotid 124 im TbAQP1-Gen reicht. Der Blot wurde gestrippt und zur quantitativen
Beurteilung der geblotteten Gesamt-RNA-Mengen wurde er mit einer Sonde fiir das housekeeping-
Gen RB-Tubulin rehybridisiert. Die B-Tubulin Northern-Sonde ist 1320 bp lang, wurde mit Hilfe der
Primer BTUB_sonde_se und BTUB_sonde_as amplifiziert und hybridisierte mit einem Teilbereich der
-Tubulin-mRNA, welches vom Nukleotid 1 bis zum Nukleotid 1320 im BTUB-Gen reicht.

Die AQP1-mRNA-Bandenintensitdten wurden B-Tubulin-normalisiert und der Wert fir die AQP1-
mRNA-Bandenintensitdten der Negativkontrolle K (PC 1313-514) wurde auf 100 % gesetzt. Das
Radiogramm in Abbildung 23 zeigt eine AQP1-mRNA-Reduktion auf 13 % fir den nicht induzierten
Knockdown-Klon und eine Reduktion auf 0 % am Tag 1, auf 1 % am Tag 2, auf 7 % am Tag 3 und auf 7
% am Tag 4 fir die induzierten Zellen.

Der TbAQP1-Knockdown-Verlauf zeigte auf, dass der nicht induzierte AQP1-Knockdown-Klon leaky
ist. Auch ohne Tetracyclin-Zugabe ist die AQP1 mRNA-Menge bereits um 87 % verringert. Nach 24 h
Tetracyclin-Gabe ist der Knockdown komplett; die nach 24 bis 96 h verbleibende mRNA-Menge
macht 7 % oder weniger der typischerweise vorhanden Transkripte an AQP1 messenger RNA aus.

Bei einem erfolgreichen Knockdown werden keine oder nur sehr geringe Mengen an neuem AQP-
Protein synthetisiert. Flr die phanotypischen Eigenschaften der Zellen ausschlaggebend sind aber die
tatsachlich in der Zelle vorhanden AQP-Proteine. Die natirliche protein turnover-Rate fir TbAQPs ist
nicht bekannt und kann deshalb auch nicht berticksichtigt werden. Trypanosomen fiihren alle 8 h (BF)
beziehungsweise 10-12 h (PC) eine Zellverdoppelung durch, wobei sich die bereits vorhandenen AQP-
Proteine auf die zwei Tochterzellen verteilen. Dies bedeutet, dass ohne Neusynthese und ohne
Degradierung nach 72 h in jeder Trypanosomen-Zelle nur noch 0,2 % (BF) beziehungsweise 1 % (PC)
der urspriinglichen AQP-Proteinmenge vorhanden sein sollte.

Aus den zuvor aufgeflihrten Griinden wurden deshalb immer drei Tage Tetracyclin induzierte
Knockdown-Zellen untersucht.

4.2.4.2 Verifizierung der verschiedenen PC-AQP-Knockdowns

Als Negativkontrolle (K) wurden immer nicht elektroporierte PC 1313-514 Zellen ohne Tetracyclin (-)
im Medium verwendet. Der jeweils untersuchte AQP-Knockdown-Klon (AQP1, AQP2, AQP3 oder
AQP1-3) wurde einmal ohne Tetracyclinzugabe (-) und einmal nach dreitagiger Tetracyclin-
Induzierung (+) Gberprift. Die jeweiligen AQP-mRNA-Bandenintensitaten fir AQP1, AQP2 oder AQP3
wurden stets B-Tubulin-normalisiert und der Wert fir die Negativkontrolle K (PC 1313-514) im
Radiogramm wurde immer auf 100 % gesetzt.

Eine Zusammenfassung und Vergleich der Knockdown-Raten ist im Kapitel 4.2.4.4 aufgefihrt.

4.2.4.2.1 PC1313-514 AQP1-Knockdown

Es wurden jeweils 20 pug Gesamt-RNA pro Gelbahn aufgetrennt.
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Das Radiogramm zeigte eine AQP1-mRNA-Reduktion auf 35 % fiir den nicht induzierten Knockdown
und eine sehr erfolgreiche Reduktion auf 1 % fiir den induzierten Knockdown.

4.2.4.2.2 PC1313-514 AQP2-Knockdown

K AQP2

Es wurden jeweils 20 pg Gesamt-RNA pro Gelbahn aufgetrennt. Das Radiogramm zeigte eine AQP2-
mRNA-Reduktion auf 53 % fur den nicht induzierten Knockdown und eine Reduktion auf 61 % fur den
induzierten Knockdown.

Um zu kldren was zu diesem schwachen mRNA-Knockdown fiihrte wurde mit einer 360 bp langen **P
haltigen DNA-Sonde, die sowohl die AQP2-mRNA als auch doppelstrangige AQP2-Knockdown-RNA
detektieren konnte, hybridisiert. Dies sollte Aufschluss geben in welchem AusmaR die Knockdown-
Zelllinie dsRNA transkribierten. Verwendet wurde die von den Primern AQP2_RNAi_1x_Taal_se und
AQP2_RNAi_1x_Taal_as amplifizierte Sequenz des ThAQP2-mRNA-Transkripts. In einer Bio-Rad Bio-
Dot Apparatur wurden je 3 ug Gesamt-RNA pro dot des Dot-Blots aufgetragen.
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K AQP2
- -+

AQP2 . 0

Der AQP2-mRNA-Dot-Blot-Intensitdatswert der Negativkontrolle K (PC 1313-514) wurde als 100 %
gesetzt. Das Radiogramm zeigte einen erhohten Level an Hybridisierungspartnern fir die AQP2
Sonde an, 265 % fir den nicht induzierten Knockdown und 390 % fiir den induzierten Knockdown-
Klon.

Die zuvor aufgezeigte AQP2-mRNA-Reduktion induzierter Zellen um 39 % liegt also im AQP2-
Knockdownfragment begriindet.

4.2.4.2.3 PC1313-514 AQP3-Knockdown

K AQP3
- = F
3 L .,
AQP3 .

B-tub g S e

Es wurden jeweils 10 pg Gesamt-RNA pro Gelbahn aufgetrennt. Das Radiogramm zeigte eine AQP3-
mRNA-Reduktion auf 90 % flir den nicht induzierten Knockdown und einen Wert von 101 % fir den

induzierten Knockdown.

Dieses Ergebnis zeigte eine komplett fehlende Reduktion der AQP3 mRNA-Menge der PC 1313-514
AQP3 Knockdown-Zelllinie auf.

Um zu kldren, ob die Knockdown-Zelllinie tiberhaupt dsRNA transkribierte, wurde mit einer 337 bp
langen *P haltigen DNA-Sonde hybridisiert, die sowohl die AQP3-mRNA als auch doppelstringige
AQP3-Knockdown-RNA  detektieren konnte. Verwendet wurde die von den Primern
AQP3_RNAi_1x_Taal_se und AQP3_RNAi_1x_Taal_as amplifizierte Sequenz des TbAQP3-mRNA-
Transkripts. In einer Bio-Rad Bio-Dot Apparatur wurden je 3 pug Gesamt-RNA pro Auftragspunkt des
Dot-Blots eingesetzt.
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K AQP3
- -+

AQP3 . 9

Der AQP3-mRNA-Dot-Blot-Intensitatswert der Negativkontrolle K (PC 1313-514) wurde als 100 %
gesetzt. Das Radiogramm zeigte einen erhohten Level an Hybridisierungspartnern fir die AQP3
Sonde; 325 % fir den nicht induzierten Knockdown und 406 % fiir den induzierten Knockdown-Klon
an. Die Zellen stellen also AQP3-Knockdown-Fragment her.

Die zuvor aufgezeigte scheinbar fehlende mRNA-Reduktion der induzierten Zellen liegt also nicht an
einem zu schwachen Knockdown, sondern liegt wahrscheinlich in der sehr niedrigen Ausgangs-
Konzentration von AQP3-mRNA begriindet. Die RNAi-Maschinerie ist nicht effektiv genug, um auch
die letzten AQP3-mRNA in der Zelle aufzuspiren und zu zerschneiden.

4.2.4.2.4 PC1313-514 Gesamt-AQP-Knockdown

Es wurden jeweils 20 pug Gesamt-RNA pro Gelbahn aufgetrennt.

A B C

K AQP1-3 K AQPI1-3 K AQP1-3
- - + - -+ - -+

AQP1 W AQP2 W W% S AQP3 | |
B-tub MM Ocub WA AR b B e

Das Radiogramm (A) zeigte eine AQP1-mRNA-Reduktion auf 11 % fiir den nicht induzierten
procyclischen Gesamt-AQP-Knockdown und eine Reduktion auf 7 % fiir die Tetracyclin-induzierten
Zellen.

Weiter zeigte das Radiogramm (B) zeigte eine AQP2-mRNA-Reduktion auf 43 % fiir den nicht
induzierten Knockdown und eine Reduktion auf 39 % fiir die entsprechenden induzierten
Trypanosomen.

Fir die AQP3-mRNA Menge ergab sich laut Radiogramm (C) eine Reduktion auf 45 % fiir den nicht
induzierten Knockdown und eine Reduktion auf 36 % fiir den induzierten Knockdown.

Der PC 1313-514 Gesamt-AQP-Knockdown hat gleiche oder hohere Knockdown-Raten als die Einzel-
AQP-Knockdowns.
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4.2.4.3 Verifizierung der verschiedenen BF-AQP-Knockdowns

Als Negativkontrolle (K) wurden stets nicht elektroporierte BF SMB-Zellen ohne Tetracyclin (-) im
Medium verwendet. Der jeweils untersuchte AQP-Knockdown-Klon wurde einmal ohne
Tetracyclinzugabe (-) und einmal nach dreitagiger Tetracyclin-Induzierung (+) untersucht.

Die jeweiligen AQP-mRNA-Bandenintensititen wurden immer mittels der R-Tubulin-Bande
normalisiert und der Wert flir die Negativkontrolle K (BF SMB) wurde dann auf 100 % gesetzt.

4.2.4.3.1 BF SMB AQP1-Knockdown

K AQP1

AQP1

3-tub

Es wurden jeweils 20 pg Gesamt-RNA pro Gelbahn aufgetrennt. Das Radiogramm zeigte eine AQP1-
mRNA-Reduktion auf 74 % fir den nicht induzierten Knockdown und eine erfolgreiche Reduktion auf
nur noch 17 % fir den induzierten Knockdown.

4.2.4.3.2 BF SMB AQP2-Knockdown

K AQP2

Es wurden jeweils 20 pg Gesamt-RNA pro Gelbahn aufgetrennt. Das Radiogramm zeigte eine AQP2-
mMRNA-Reduktion auf 74 % flr den nicht induzierten Knockdown und eine Reduktion auf 64 % fir den
induzierten Knockdown. Dies sind vergleichbare Werte wie beim procyclischen AQP2-Knockdown.
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4.2.4.3.3 BF SMB AQP3-Knockdown

K AQP3

AQP3

3-tub

Es wurden jeweils 20 pg Gesamt-RNA pro Gelbahn aufgetrennt. Das Radiogramm zeigte eine AQP3-
mRNA-Reduktion auf 68 % fur den nicht induzierten Knockdown und eine Reduktion auf 16 % fur den

induzierten Knockdown.

4.2.4.3.4 BF SMB-Gesamt-AQP-Knockdown

Es wurden jeweils 20 ug Gesamt-RNA pro Gelbahn aufgetrennt.

A B C

K AQP1-3 K AQP1-3 K AQP1-3

I
AQP2 "“ AQP3 .%

AQP1 -
B-tub '“ B-tub ‘ B-tub ‘“

Das Radiogramm (A) zeigte eine AQP1-mRNA-Reduktion auf 35 % fir den nicht induzierten BF-
Gesamt-AQP-Knockdown und eine Reduktion auf 1 % fiir die Tetracyclin-induzierten Zellen.

Weiter zeigte das Radiogramm (B) zeigte eine AQP2-mRNA-Reduktion auf 83 % fir den nicht
induzierten Knockdown und eine Reduktion auf 27 % fir die entsprechenden induzierten
Trypanosomen.

Fir die AQP3-mRNA Menge ergab sich laut Radiogramm (C) eine Reduktion auf 37 % fiir den nicht
induzierten Knockdown und eine Reduktion auf 6 % fir den induzierten Knockdown.

Der BF SMB-Gesamt-AQP-Knockdown hat durchweg héhere Knockdown-Raten als die Einzel-AQP-
Knockdowns.

71



Ergebnisse

4.2.4.4 Zusammenfassung

PC 1313-514 AQP1

Tet - +
AQP1 35% 1%
AQP2
AQP3

BF SMB AQP1

Tet - +
AQP1 74 % 17 %
AQP2
AQP3

4.2.5 Wachstumskurve

PC 1313-514 AQP2

- +

53 % 61 %
BF SMB AQP2
- +

74 % 64 %

PC 1313-514 AQP3

- +
90 % 101 %
BF SMB AQP3
- +
68 % 16 %

PC 1313-514 AQP1-3

- +
6 % 3%
43 % 39 %
45 % 36 %

BF SMB AQP1-3

- +
35% 1%
83 % 27 %
37 % 6 %

Es wurde der Wachstumsphanotyp der verschiedenen AQP-Knockdown-Trypanosomen mit und ohne
Tetracyclin-Zugabe Uberpriift. Als Kontrolle wurden die jeweiligen nicht elektroporierten Zelllinien
eingesetzt. Die Generationszeiten wurden wiederholt (n = 3-10) an mehreren aufeinander folgenden
Tagen mit Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase bestimmt. Fir BF-Trypanosomen
bedeutete dies 1e5 bis 1e6 Zellen/ml und fur PC-Zellen war dies 2,5e5 bis 2,5e6 Zellen/ml.

B

Zellen/ml

E
c
Q<
o
N —m—PC 1313514
—e— PC 1313-515 AQP1
—A—PC 1313515 AQP2
~v— PC 1313-515 AQP3
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Zeit [h]
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T
120

1
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Wachstumskurven (reprisentative Beispielkurven). Ab dem vierten Tag jeweils mit 1.000 ng/ml

Tetracyclin induziert. Tagliche Verdiinnungen wurden beriicksichtigt. A) PC 1313-514- Kontroll-, AQP1-, AQP2-, AQP3-
und AQP1-3-Knockdown-Zellen. B) BF SMB- Kontroll-, AQP1-, AQP2-, AQP3- und AQP1-3-Knockdown-Zellen.

Einzig bei den BF SMB AQP2-Knockdown-Zellen trat eine Wachstumsinhibition auf.

Zusammenfassung

Zelllinie \ Generationszeit [h]
PC1313-514
PC 1313-514 AQP1
PC 1313-514 AQP2
PC 1313-514 AQP3
PC 1313-514 AQP1-3

Zelllinie \ Generationszeit [h]
BF SMB
BF SMB AQP1
BF SMB AQP2
BF SMB AQP3
BF SMB AQP1-3

-Tet

11,2 £3,9
13,0+2,3
11,6 +3,4
12,5+3,9
13,1+3,7

-Tet

7,617
8,6+1,7
10,3+1,8
8,4+1,7
7,7+1,8
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+ Tet
11,0+3,1
12,4+2,9
12,8 +3,7
13,3+3,1
13,4+1,0

+ Tet
7,8+1,3
8,0+1,0
13,2+1,7
7,9+1,5
7,9+1,3
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4.2.6 Hypoosmotischer Schock

PC 1313-514- und BF SMB-Kontrollzellen, zeigten im hypoosmolaren Stress bei visueller Kontrolle
unter dem Mikroskop folgendes Verhalten: Die Trypanosomen schwollen sehr schnell dramatisch an,
um anschlieBend tGber mehrere Minuten wieder zu schrumpfen. Dieser Prozess war nach mehreren
Minuten fiir die meisten Zellen soweit abgeschlossen, dass sie sich mit dem bloBen Auge in Bezug auf
Morphologie und Beweglichkeit nicht mehr von Zellen unter isoosmolaren Bedingungen
unterscheiden lieRen.

Beim Verfolgen des hypoosmolaren Schocks am Mikroskop ergaben sich Auffdlligkeiten fir AQP2-
Knockdowns. Etwa die Halfte der induzierten PC 1313-514 AQP2-Zellen war nach 10 Minuten noch
leicht geschwollen. Noch ausgepragter waren die Ergebnisse fur die induzierten BF SMB AQP2-
Trypanosomen, wo etwa die Halfte der Zellen nach 10 Minuten noch sichtbar geschwollen war und
die andere Halfte leblos war. Die restlichen induzierten Knockdown-Klone unterschieden sich am
Mikroskop nicht stark von den entsprechenden Kontrollzellen.

Die Mikroskopbeobachtungen wurden um das Nachverfolgen der Volumenregulation durch
Lichtstreuungsexperimente [Fang et al. 2007] erganzt. Dazu wurden nach Protokoll jeweils etwa 3,5 x
10’ Zellen in 650 pl isotonem Earle’s Salz Puffer (300 mosm) aufgenommen; 100 ul Zellsuspension
wurden mit 100 ul isotonem Earle’s Salz Puffer und weitere 500 pl Zellsuspension wurden mit Aqua
dest. versetzt und die jeweilige Anderung der Absorption bei 550 nm protokolliert. Anderungen in
der Absorption der Zellsuspension korrelierten negativ mit Anderungen im Zellvolumen der Zellen
[Maroulis et al. 2000].

Procyclische Knockdowns

0,34 0,34

0,24

0,24

0,14 0,14

Relative Absorption bei 550 nm
Relative Absorption bei 550 nm

0,04 0,04

Zeit [min] Zeit [min]
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0,3

0,24
0,24

Relative Absorption bei 550 nm
Relative Absorption bei 550 nm

0,04

0,04

T T T T T T
0 7 14 0 7 14

Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 25 Versuche zum hypoosmolaren Schock (150 mosm) mit PC-Knockdowns. Verwendet wurden PC 1313-
514-Kontroll- und PC 1313-514 AQP-Knockdown-Zellen (AQP1, AQP2, AQP3 und AQP1-3). Es wurden jeweils mehrere
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voneinander unabhangige Experimente durchgefiihrt (n > 3). Die gezeigten Kurven sind reprasentativ fiir die erhaltenen
Volumenregulationsdaten. Die gewahlten Absorptionseinheiten sind relativzum Schwellmaximum normiert.

In der nachfolgenden Tabelle sind die Schwellzeiten der untersuchten Trypanosomen-Klone
aufgelistet. Die Schwellzeit wurde als die Zeit definiert, die verstrich, bis die Zellen durch
Wassereinstrom maximal geschwollen waren.

Zelllinie Schwellzeit [sek]
PC1313-514 30,4+5,0
PC 1313-514 AQP1 61,3%5,0
PC 1313-514 AQP2 36,0+2,0
PC 1313-514 AQP3 30,7 £4,2
PC 1313-514 AQP1-3 72,7+7,0

Die in Abbildung 25 gezeigten induzierten PC 1313-514 AQP3- und PC 1313-514 AQP2-Zellen
unterschieden sich in ihrer Schwellzeit mit 30,7 + 4,2 sek und 36,0 + 2,0 sek nicht oder nur
unbedeutend von den Kontrollzellen (30,4 + 5,0 sek). Signifikant unterschiedlich waren die
Ergebnisse flir den PC-AQP1 Einzel- und den PC-AQP1-3 Gesamt-Knockdown (61,3 + 5,0 und 72,7 +
7,0 sek). In beiden Fallen konnte mehr als eine Verdoppelung der Schwellzeit dokumentiert werden.

Blutform-Knockdowns

o owe
0,3 0,3
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Abbildung 26 Versuche zum hypoosmolaren Schock (150 mosm) in BF-Trypanosomen. Verwendet wurden BF SMB-
Kontroll- und BF SMB AQP-Knockdown-Zellen (AQP1, AQP2, AQP3 und AQP1-3). Es wurden jeweils mehrere voneinander
unabhdngige Experimente durchgefiihrt (n 2 3); die Ausnahme ist BF SMB AQP2 (n = 1). Die gezeigten Kurven sind
reprasentativ fiir die erhaltenen Volumenregulationsdaten. Die gewdhlten Absorptionseinheiten sind relativ zum
Schwellmaximum normiert.
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In der nachfolgenden Tabelle sind die Schwellzeiten der untersuchten Trypanosomen-Klone

aufgelistet.
Zelllinie Schwellzeit [sek]
BF SMB 18,4£5,2
BF SMB AQP1 26,0+2,0
BF SMB AQP2 18,0
BF SMB AQP3 34,0+2,0
BF SMB AQP1-3 36,7 +2,3

Die Schwellzeit der in Abbildung 26 gezeigten induzierten BF-AQP2-Zellen war mit 18 Sekunden
gleich der der BF-SMB-Kontrollzellen (18,4 * 5,2 sek). Auffallig war aber, dass nach etwa vier Minuten
die Absorption stagnierte. Dieses Ergebnis lasst sich durch die zuvor erwdhnten Mikroskop-
Beobachtungen von BF-AQP2 erklaren, wo etwa die Halfte der Zellen nach 10 Minuten noch sichtbar
geschwollen war und die andere Halfte tot erschien.

Die induzierten BF-AQP1-, AQP3 und vor allem die induzierten BF-AQP1-3-Zellen erreichten ihr
Schwellmaximum mit 26,0 + 2,0 sek, 34,0 = 2,0 sek und 36,7 + 2,3 sek erst deutlich spater als die BF-
Kontrollzellen (18,4 £ 5,2 sek).

Zusammenfassung

Zelllinie Schwellzeit [sek]

PC1313-514 30,4+5,0

PC 1313-514 AQP1 61,3+5,0

PC 1313-514 AQP2 36,0+ 2,0

PC 1313-514 AQP3 30,7 +£4,2

PC 1313-514 AQP1-3 72,7+7,0
Zelllinie Schwellzeit [sek]

BF SMB 18,4 +5,2

BF SMB AQP1 26,0+2,0

BF SMB AQP2 18,0
BF SMB AQP3 34,0+£2,0
BF SMB AQP1-3 36,7+2,3

4.2.7 Glycerin-Uberlebens-Test

Es sollte getestet werden, in wie weit die induzierten AQP-Knockdown-Trypanosomen noch in der
Lage sind, allein durch die Aufnahme von Glycerin zu tberleben. Die Positiv-Kontrolle dokumentiert,
wie die Zellen allein durch die Aufnahme von Glucose liberleben. Verglichen wurden diese Ergebnisse
mit den entsprechenden Resultaten fiir passende nicht elektroporierte Kontrollzellen.

Jeweils 1e7 Zellen/ml Knockdown-Zellen und Kontrollzellen wurden fiir zwei Stunden in einem
Minimalmedium bei 37°C am Leben erhalten. Die Zellen wurden mit 150 rpm geschiittelt um die
Aggregation der Trypanosomen zu verhindern. Das verwendete Medium war TDB ohne Glucose (pH
7,4) dem entweder 5 mM NaCl als Negativkontrolle, 10 mM Glucose als Positivkontrolle oder 10 mM
Glycerin als Testreihe zugesetzt wurden. Die Trypanosomen in der Negativkontrolle verfiigten Gber
kein Energie-Substrat und starben innerhalb weniger Minuten. Als Knockdown-Zellen wurden fiir drei
Tage mit 1.000 ng/ml Tetracyclin induzierte BF SMB AQP1-3-Knockdown-Zellen und als Kontrollzellen
eine entsprechende Kultur von nicht elektroporierten BF SMB-Zellen verwendet. Fir zwei Stunden
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wurden alle 30 Minuten ein Aliquot an Zellsuspension entnommen, mittels Perchlorsaure gefallt und
das gebildete Pyruvat enzymatisch bestimmt.

—— BF SMB Kontrollzellen mit 10 mM Glucose
4.0 - —@— BF SMB AQP1-3 Zellen +Tet mit 10 mM Glucose

3,5—.
3,0—.
2,54
2,0—.

1,5 1
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0,0 4

T T
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o
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Abbildung 27 Pyruvat-Produktion in Minimal-Medium mit Glucose

Unter dem Mikroskop betrachtet sind sowohl die induzierten Knockdown-Zellen als auch die
Kontrollzellen im ,TDB ohne Glucose’-Minimalmedium mit 10 mM Glucose als alleinigem Energie-
Substrat normal aktiv und in ihrer Beweglichkeit/Aktivitat nicht oder nur sehr schwer von Zellen in
konventionellem BF-Kulturmedium zu unterscheiden. Die Knockdown- und Kontrollzellen zeigen eine
konstante Verstoffwechselung der Glucose zu Pyruvat Gber die gesamten 120 Minuten (3,24 + 0,35
mM Pyruvat versus 3,45 + 0,38 mM Pyruvat).
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Abbildung 28 Pyruvat-Produktion in Minimal-Medium mit Glycerin

Zellen die nur Glycerin (10 mM) als Energietrdger im ,TDB ohne Glucose’-Minimalmedium zum
Verstoffwechseln  zugefiihrt bekamen, zeigten schon unter dem Mikroskop deutliche
Einschrankungen. Innerhalb der ersten halben Stunde begannen die mit Glycerin gefiitterten
Knockdown- und Kontroll-Trypanosomen deutlich inaktiver zu werden. Dieser Level an Aktivitat
beziehungsweise Beweglichkeit verringerte sich dann fiir die Restzeit des zweistlindigen Versuchs nur
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noch geringfligig. Die Menge an gebildetem Pyruvat in beiden Zelllinien unterschied sich fast nicht
(1,74 £0,25 mM Pyruvat versus 2,17 + 0,54 mM Pyruvat), wohingegen es signifikante Unterschiede
zur gebildeten Pyruvatmenge mit Glucose als Energie-Substrat gab. Hier noch einmal der direkte
Vergleich:

A B

—m— BF-SMB Kontroll-Zellen mit 10 mM Glucose —&— BF-SMB-AQP1-3 Zellen +Tet mit 10 mM Glucose
—@— BF-SMB Kontroll-Zellen mit 10 mM Glycerin —®— BF-SMB-AQP1-3 Zellen +Tet mit 10 mM Glycerin

Pyruvat [mM]
Pyruvat [mM]

T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 29 Pyruvat-Produktion in Minimal-Medium. A) BF SMB-Zellen B) BF SMB AQP1-3-Zellen

Die BF SMB-Kontrollzellen generierten 3,24 + 0,35 mM Pyruvat aus Glucose, aber nur 1,74 0,25 mM
Pyruvat aus Glycerin. Ganz dhnlich verhielten sich die BF SMB-Gesamt-AQP-Knockdown-Zellen die
3,45 + 0,38 mM Pyruvat im Glucose-Medium ausschieden, aber nur 2,17 + 0,54 mM Pyruvat wenn
einzig Glycerin verstoffwechselt wurden.

4.2.8 Arsen- und Antimon-Transport

Die trypanosomalen Aquaglyceroporine transportieren As(OH); und Sb(OH); [Uzcategui 2006]. Die
Erwartung ist, dass der Verlust beziehungsweise die sehr starke Reduzierung an Aquaglyceroporinen
zu einer erhohten Arsen- und Antimon-Toleranz fihren. Der groSte Effekt ist mit Gesamt-AQP-
Knockdown-Zellen zu erwarten. Verwendet wurden die BF-AQP-Gesamt-Knockdown-Trypanosomen,
die im Northern Blot den jeweils héchsten Knockdown fir alle drei AQP-mRNAs zeigten.

Fir induzierte BF-Gesamt-AQP-Knockdown-Zellen und die entsprechenden nicht elektroporierten
Kontrollzellen wurden sogenannte inhibitory concentration 50% (1Cso)-Untersuchungen durchgefiihrt.
Die ICs ist ein Mal? flir die Toxizitat eines Stoffes im gegeben Organismus. Es handelt sich dabei um
die Konzentration eines Stoffes, die eine Reduktion der Trypanosomen-Population um 50 % bewirkt.

Die Abbildungen 30 und 31 zeigten die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von dreiwertigem
Arsen und dreiwertigem Antimon in BF-Gesamt-AQP-Knockdown-Zellen und den entsprechenden
Kontrollzellen. Die Cytotoxizitatstests wurden unter den fiir BF-Trypanosomen typischen
Kulturbedingungen durchgefiihrt. Jeweils 2 x 10° Zellen/ml wurden fiir 24 h mit verschiedenen Arsen-
und Antimon-Konzentrationen (0, 1, 10, 100, 500, 1.000, 5.000 10.000 und 100.000 mM) inkubiert.
Die Gesamt-AQP-Knockdown-Zellen waren jeweils fiir drei Tag mit 1.000 ng/ml Tetracyclin induziert.
Die Saure Phosphatase-Cytotoxizitatstests ergaben folgende 1Cs,-Graphen:
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bei 50 nM beziehungsweise 54 nM.
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Die halbinhibitorische Konzentration der BF SMB und BF SMB AQP1-3-Trypanosomen fiir As3+ lagen
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Die halbinhibitorische Konzentration der BF SMB und BF SMB AQP1-3-Trypanosomen fiir Sb3+ lagen

Die Arsen-ICso-Werte fur BF SMB-Kontrollzellen (162 nM) und BF SMB AQP1-3-Zellen (193 nM) wie
auch die Antimon-ICsp-Werte fiir BF SMB-Kontrollzellen (50 nM) und BF SMB AQP1-3-Zellen (54 nM)

unterschieden sich nur minimal.
Zusammenfassung

Zelllinie
BF SMB
BF SMB AQP1-3
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Diskussion

5 Diskussion

Um die physiologischen Funktionen der trypanosomalen Aquaglyceroporine einschatzen zu konnen,
bendtigt man Informationen zu ihrem Expressionsmuster und ihrer Lokalisierung innerhalb der Zelle.

Eigene Northern Blot-Analysen zeigten, dass die drei Aquaglyceroporin-Transkripte in allen
Lebensphasen der Trypanosomen transkribiert werden, dabei aber sehr unterschiedlich reguliert
sind. Trypanosomen betreiben nur in wenigen Ausnahmefaillen Gen-Regulation auf dem Level der
Transkriptions-Initiation und zeigen stattdessen eine starke posttranskriptionelle Regulation [Kabani
et al. 2009]. Zwei umfangreiche Studien in Trypanosoma brucei brucei und Trypanosoma brucei
gambiense nutzten Microarray-Analysen (Hybridisierung) beziehungsweise Digital Gene Expression
Profiling (Sequenzierung), um die mRNA-Level in BF- und PC-Trypanosomen genauer zu bestimmen
[Jensen et al. 2009; Veitch et al. 2010].

Die Expressions-Muster flir die drei TbAQPs nach Jensen et al. basierten auf Microarray-Daten, die
relative und nicht direkt quantitative Expressions-Daten lieferten. Da nicht ausgeschlossen werden
konnte, dass die eingesetzten Sonden gegen die trypanosomalen Aquaglyceroporine unterschiedlich
gut ihre komplementéren Sequenzen erkennen (Fehlerquellen sind nicht spezifische Hybridsierung,
Cross-Hybridisierung und nicht lineare und sattigbare Hybridisierungs-Kinetiken), konnten die
Expressions-Levels der drei TbAQPs nicht miteinander verglichen werden. Allerdings konnten die
mRNA-Daten der procyclischen und Blutform-Trypanosomen fiir die einzelnen Aquaglyceroporine
einander gegenlbergestellt werden.

Dabei stellte sich heraus, dass die AQP1-Transkriptmenge in Blutformzellen nur etwa die Halfte der
Menge in procyclischen Trypanosomen ausmachte. Die AQP2-mRNA-Menge in BF- und PC-Zellen war
gleich groR und die AQP3-Transkriptmenge in Blutformen war mehr als viermal so groR wie in
procyclischen Zellen.

Diese Ergebnisse zur Genexpressions-Regulation fir die Aquaglyceroporine in Trypanosoma brucei
brucei wurden von Veitch et al. in Trypanosoma brucei gambiense bestatigt. Dazu wurde die
SuperSAGE-Methode, eine weiter entwickelte Version der Seriellen Analyse der Genexpression
(SAGE), zur qualitativen und quantitativen Analyse von exprimierten Genen eingesetzt [Matsumura
et al. 2003]. Bei dieser Methode wird mRNA in cDNA umgeschrieben, wobei wie bei der Seriellen
Analyse der Genexpression von jedem Transkript enzymatisch ein Sequenzabschnitt, auch Tag
genannt, herausgeschnitten und sequenziert wird. Diese Tag-basierte Analyse der Genexpression
mittels neuer Hochdurchsatz-Sequenziermethoden wird auch als Digital Gene Expression Profiling
(DGE) bezeichnet. Digital Gene Expression Profiling weist nicht die Beschrankungen der Microarrays
auf und ermoglich es auch extrem seltene Transkripte genau zu quantifizieren.

Digital Gene Expression Profiling erlaubte es, die Transkript-Mengen der verschiedenen
Aquaglyceroporine auch direkt miteinander zu vergleichen. Normiert auf 100.000 Transkripte
insgesamt, war TbAQP1 mit 21 Tags in Blutformzellen und 47 Tags in procyclischen Zellen die
pradominante Aquaglyceroporin-mRNA. In Blutform-Trypanosomen machten AQP2-Transkripte nur
0,19 % und AQP3-Transkripte nur 1,34 % der AQP1-mRNA-Menge aus. Procyclische Zellen wiesen
AQP2- und AQP3-Transkriptmengen auf, die 0,22 % und 0,30 % der entsprechenden AQP1-
Transkriptmenge entsprachen.
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5.1 Lokalisierung der Aquaglyceroporine

Die drei Aquaglyceroporine in Trypanosoma brucei sind sich in ihrer Aminosduresequenz einander so
dhnlich, dass zur Immunisierung nicht ganze Proteine, sondern kurze synthetische Peptide eingesetzt
werden mussten. Die gewonnenen Antikorper waren spezifisch fir kurze Sequenzabschnitte, die
jeweils nur in einem Aquaglyceroporin vorkam. Immunfluoreszenz-Aufnahmen mit diesen AQP-
Antikorpern waren aussagekraftig. Die spezifische Detektion der drei Aquaglyceroporine in
unterschiedlichen trypanosomalen Membran-Fraktionen im Western Blot war, auch mit den mittels
Affinitdtschromatographie aufgereinigten Antikérpern, nicht erfolgreich.

Frihere Immunfluoreszenz-Untersuchungen mit den nicht aufgereinigten AQP-Antikérpern zeigten
folgende, in BF- und PC-Trypanosomen identische, Lokalisierungen fiir die drei Aquaglyceroporine
[Uzcategui 2006]: TbAQP1 war nur in der Flagellummembran zu finden, wohingegen TbAQP2 in der
Plasmamembran und in intrazelluldren Organellen und TbAQP3 in der Plasmamembran verortet
wurden.

AQP1

Die aktuellen Immunfluoreszenz-Bilder in BF 221-Trypanosomen bestatigen die klare und eindeutige
Lokalisierung von TbAQP1 in der Flagellummembran. Leishmania major besitzt finf MIPs, wobei das
Aquaglyceroporin LmAQP1 in Promastigot-Formen im Flagellum lokalisiert ist [Figarella et al. 2007].
Noch ist kein Signalpeptid fiir die Lokalisation in der Flagellummembran bekannt, aber in Leishmania
mexicana und Leishmania enriettii, Kinetoplastiden mit drei beziehungsweise zwei Glucose-
Transportern, hat jeweils nur das in der Flagellummembran lokalisierte Protein einen relativ langen
N-Terminus [Burchmore et al. 2003; Nasser et al. 2004]. Auch TbAQP1 weist diesen relativ langen
charakteristischen Amino-Terminus auf. Daten zu den LelSO1 und LelSO2 Glucose-Transportern
deuten nicht auf die Existenz einer einfachen linearen Zielsequenz hin. Wahrscheinlich ist die
Raumstruktur des Amino-Endes fiir die Lokalisierung ausschlaggebend [Nasser et al. 2004]. Es stellt
sich die Frage, welche Funktion ein in der Flagellummembran lokalisierter Glucosetransporter oder
Glycerinkanal erfillt. Die Aufnahme von Glucose und Glycerin zur Verstoffwechselung ist tGber die
Plasmamembran sicher effektiver. Moglicherweise dienen diese Proteine als Sensoren [McCarter
2001; Burchmore et al. 2003; Thar et al. 2003]. Es gibt Uberlegungen, dass Aquaporine als
Osmosensoren wirken konnen [Hill et al. 2004].

AQP2

Nachdem der aufgereinigte Antikérper gegen TbAQP2 bei Immunflureszenz-Aufnahmen in BF 221-
Zellen keine verwertbaren Bilder lieferte, wurde die Verortung anhand von AQP2-Uberexpressions-
Trypanosomen durchgefiihrt. Die Erfolgsrate fiir das stabile Einbringen neuer DNA-Abschnitte ins
Trypanosomen-Genom von BF- und PC-Zellen unterscheidet sich stark, wobei PC-Formen leichter zu
transformieren sind [Clayton et al. 2005]. Procyclische Trypanosomen sind aufgrund der Tatsache,
dass sie sowohl per Glycolyse als auch durch oxidative Phosphorylierung Energie gewinnen kénnen,
metabolisch stabiler und insgesamt robuster. Sie kéonnen daher typischerweise ein gréBeres
Spektrum an phanotypischer Verdanderung liberleben. Aus diesem Grund wurden PC 29-13-Zellen mit
einem zuvor hergestellten induzierbaren Uberexpressions-Plasmidkonstrukt transformiert. Die AQP2-
Uberexpressionszellen waren leaky, was den Trypanosomen aber nicht zum offensichtlich Nachteil
gereichte. Unter Induzierungsbedingungen verdoppelten sich die Uberexpressionszellen alle 12,3 +

2,1 Stunden, was einem normalen Wert fiir procyclische Trypanosomen entspricht.
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Die induzierten Uberexpressionszellen zeigten auf Immunfluoreszenz-Aufnahmen eine
Membranlokalisierung innerhalb der Zelle. Die zuvor berichtete TbAQP2-Lokalisierung in der
Plasmamembran [Uzcategui 2006] konnte auf den neuen Aufnahmen und bei einer Kontroll-
Auswertung auf den alten Aufnahmen nicht bestétigt werden.

In Trypanosoma cruzi ist eines von vier Aquaporinen in Acidocalcisomen lokalisiert und spielt bei der
Osmoregulation eine wichtige Rolle [Rohloff et al. 2008]. Es ist denkbar, dass Glycerin Uber
Aquaglyceroporin (TbAQP2) an den Ort der Lipidsynthese, das glatte endoplasmatische Retikulum,
gebracht wird, um die Phospholipide-Synthese zu gestatten. Eine weitere theoretische Uberlegung
ist, dass ein Aquaglyceroporin (TbAQP2) in der Glycosomenmembran lokalisiert seien kénnte. Die
Zelle muss die Moglichkeit besitzen, Glycerin je nach Stoffwechsellage, aus den Glycosomen heraus-
oder in die Glycosomen hineinzuschleusen.

Eine erfolgreiche intrazellulare Lokalisierung durch Doppelfarbung mit Antikbpern gegen TbAQP2
und Pyrophosphatase TbVP1, einem Marker der Acidocalcisomen in Trypanosoma brucei [Lemercier
et al. 2002], gegen TbAQP2 und Rab-Protein TbRAB2, einem Marker des Endoplasmatischen
Retikulums in Trypanosoma brucei [Field et al. 1999] oder gegen TbAQP2 und Fructose-1,6-
bisphosphat-Aldolase TbALD, einem Marker der Glycosomen in Trypanosoma brucei, steht noch aus.
Hauptgrund ist der vorhandene AQP2-Antikorper, der die Bestimmung des exakten intrazellularen
Membranlocus bisher nicht zuliel3.

AQP3

Die Immunfluoreszenz-Aufnahmen in BF 221 fir TbAQP3 mit dem affinitatsgereinigten AQP3-
Antikorper zeigten eine klare Lokalisierung in der Plasmamembran. TbAQP3 ermdglicht den
Austausch zwischen dem Cytosol und der Aulenwelt. Die Anwesenheit von TbAQP3 in der
Plasmamembran wurde auch von Bridges et al. bei ihrer Analyse des Plasmamembran-Subproteoms
von Blutform-Trypanosomen gefunden [Bridges et al. 2008]. Im Widerspruch zu den hier
prasentierten Daten wurde in der Studie aber auch TbAQP2 in der Plasmamembran-Fraktion
gefunden. Sowohl im Fall von TbAQP2 als auch im Fall von TbAQP3 basierte die Identifikation der
Aquaglyceroporine nach Bridges et al. auf der massenspektroskopischen Detektion von jeweils nur
einem Peptid. Dies und der hohe Anteil an Nicht-Plasmamembran-Proteinen in der untersuchten
isolierten Plasmamembran-Fraktion begriindet die Moglichkeit, dass auch TbAQP2 eine
Kontamination in der untersuchten Plasmamembran-Fraktion war. Dazu ist anzumerken, dass in der
Studie 133 von 837 identifizierten Proteinen durch eine Kombination von Schliisselwort-Suchen und
dem Finden von GeneDB-Zitatstellen als nicht Membran-lokalisierte Proteine identifiziert und daher
als Kontamination aus dem Datensatz entfernt wurden.

5.2 AQP-RNAi-Trypanosomen

Nach Auswahl der a-Tubulin-Knockdown-Sequenz, der drei AQP-Knockdown-Sequenzen und der
AQP-Gesamt-Knockdown-Sequenz wurden diese in Knockdown-Vektoren kloniert, linearisiert und in
procyclische und Blutform-Trypanosomen transfiziert. Zur Bestimmung der Knockdown-Rate in den
gewonnenen Transformanden wurden jeweils Northern Blot-Analysen durchgefiihrt. Die Effektivitat
der RNA Interferenz variierte auch zwischen einzelnen Klonen eines Knockdowns, wahrscheinlich da
es mehrere mogliche Integrationsstellen gibt. Es existieren verschiedene rRNA spacer-Regionen auf
mehreren unterschiedlichen Chromosomen. Aus jeweils mehreren Klonen eines AQP-Knockdown-
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Typs wurde derjenige mit der hochsten Reduktion an AQP-Transkript ausgewahlt und zur
Phanotypisierung eingesetzt.

Beim Anfertigen der Northern Blots zeigte sich, dass bei allen Knockdown-Zielllinien die
Transkriptions-Regulation des RNA-Interferenz-Fragments trotz Tetracyclin-Repressors leaky war. Die
AQP-mRNA-Levels der verschiedenen uninduzierten Knockdown-Klone waren im Extremfall um 94 %,
ansonsten zwischen 17 % und 65 % gegeniber den nicht elektroporierten Kontrollzellen reduziert. Da
sich aber keiner der Knockdowns als todlich erwies, stellte dies fur die weiteren Untersuchungen kein
Problem dar.

Die zu Beginn des Tetracyclin-induzierten Knockdowns in den Trypanosomen vorhandene
Aquaglyceroporin-Protein-Menge reduziert sich ohne Neusynthese und ohne Degradierung durch
subsequente Zellteilungen innerhalb von drei Tagen Induktion rechnerisch auf nur noch 0,2 % (BF)
beziehungsweise 1 % (PC) der urspriinglichen AQP-Proteinmenge. Die Erkennung und Degradation
der mRNA ist ein knock-down und kein knock-out Verfahren. Es verbleibt also immer ein Rest mRNA.
Bei einem guten Knockdown ist die entsprechende mRNA-Menge soweit reduziert, dass nur geringe
Mengen an neuem AQP-Protein in der Zelle hergestellt werden. Die Erfahrungen zeigen, dass viele
Trypanosomen-Proteine, im Vergleich mit dem Level, der benétigt wird, um den Wildtyp-Phédnotyp
aufrecht zu erhalten, in 5- bis 10-fachem Uberschuss vorliegen [Krieger et al. 2000; Helfert et al.
2001]. Es wird also hiufig eine mindestens 80 %ige Reduktion an Protein fiir eine Anderung des
Phanotyps benotigt.

Um herauszufinden welche Defizite ein Aquaglyceroporin-Knockdown aufweist, wurden die RNAi-
Klone unter anderem einem hypoosmolaren Schock unterzogen. Anstatt den normalen 280 bis 300
mosm waren die Trypanosomen nun einer extrazellularen Osmolaritat von 150 mosm ausgesetzt.
Dieser Osmolaritdtsunterschied fiihrte zu einem schnellen und massiven Wassereinstrom (ber die
Aquaglyceroporine. Die Trypanosomen reagierten auf diesen Wassereinstrom mit dem Prozess der
regulatorischen Volumenabnahme (regulatory volume decrease). Sie scheiden Osmolyte aus,
woraufhin es, entsprechend dem osmolytischen Gefélle, zum Wassertransport aus der Zelle kommt.

Wenn Leishmanien einem hypoosmolaren Stress ausgesetzt wurden, stieg das Zellvolumen in der
ersten Minute um vierzig Prozent an und sie leiten einen regulatory volume decrease mit der
schnellen Freisetzung von Ninhydrin-positiven Substanzen ein [Darling et al. 1990]. AufRerdem
kommt es zu einer schnellen Freisetzung von Natrium, Kalium und Chlorid aus dem Cytosol der Zellen
[LeFurgey et al. 2001]. In Trypanosoma cruzi kam es beim hypoosmolaren Schock zur Freisetzung von
Aminosauren und Kalium. Hier war die Freisetzung der Aminosduren nach zwei Minuten beendet
[Rohloff et al. 2003]. Diese Freisetzung ist zustandig fir 57 % des regulatory volume decrease. Es
kommt auBerdem zu einem Anschwellen der Acidocalcisomen und zur Freisetzung von Wasser
mittels Aquaporin aus dem kontraktilen Vakuolenkomplex. Dieser WasserausstoRR ist flir die
restlichen 43 % des regulatory volume decrease zustandig [Rohloff et al. 2004].

In Trypanosoma brucei kam es beim hypoosmolaren Schock innerhalb der ersten drei Minuten zum
aktiven Austransport von Aminosauren, vor allem Alanin, nicht aber Natrium oder Kalium [Lehnert
2007].

Wie zuvor erwdhnt, waren die vorhandenen AQP-Antikorper nicht in der Lage, TbAQPs im Western
Blot zu detektieren. Somit konnte der Knockdown-Verlauf nicht im Immunblot protokolliert werden.
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5.2.1 AQP1

Der Knockdown von TbAQP1 war sowohl in Blutformen als auch in procyclischen Trypanosomen sehr
hoch. Bei der Dokumentation des mRNA-Knockdown-Verlaufs der PC 1313-514 AQP1 Zellen konnten
mRNA-Reduktionen zwischen 99 % und 93 % gemessen werden und die BF AQP1-Kockdown-
Trypansosomen zeigten eine Reduktion der AQP1-mRNA um 83 %. Die Generationszeiten von 12,4 +
2,98 h und 8,0 £ 1,0 h unterschieden sich nicht signifikant von denen der entsprechenden
Kontrollzellen mit 11,04+3,1 hund 7,8 + 1,3 h.

Beim hypoosmolaren Schock-Experiment korrespondierte ein Abnehmen der Absorption mit einer
Zunahme des Zellvolumens. Der AQP1-mRNA-Knockdown wirkte sich in den PC- und BF-Zellen sehr
unterschiedlich aus.

In PC 1313-514 AQP1-Trypanosomen war die Schwellzeit, die Zeit bis zur maximalen Schwellung der
Trypanosomen, mit 61,3 £ 5,0 Sekunden, im Vergleich zu den Kontrollzellen, mehr als doppelt so
lang. Diese Kontrollzellen hatten eine Schwellzeit von 30,4 + 5,0 Sekunden. Dieser Wert erklart sich
durch die Tatsache, dass AQP1 in der Flagellummembran lokalisiert und mengenmalig das
dominierende Aquaglyceroporin mit 99,5 % der gesamten Aquaglyceroporin-mRNA ist [Veitch et al.
2010].

In BF SMB AQP1-Zellen kam es nur zu einer Verlangerung der Schwellzeit von 18,4 + 5,2 sek auf 26,0
1 2,0 sek. Blutform-Trypanosomen besitzen nur etwa die Halfte der AQP1-mRNAs, verglichen mit PC-
Zellen. Dies miisste den Wassereinstrom eigentlich hinauszégern, aber von groRerem Effekt sind hier
hochstwahrscheinlich die in der Plasmamembran sitzenden AQP3-Kanile, fiir die in Blutformen eine
mehr als vierfache grofRere Transkriptmenge als in procyclischen Trypanosomen gefunden wurde
[Veitch et al. 2010]. Die Wasserleitfahigkeit von AQP1 und AQP3 ist fast identisch [Uzcategui 2006],
aber Wasser kann lber die Plasmamembran viel effektiver in die Zelle transportiert werden als tber
die Flagellummembran.

5.2.2 AQP2

Die Northern Blot-Analyse zeigte, dass sowohl der procyclische als auch der Blutform-mRNA-
Knockdown von TbAQP2 nur eine Reduzierung auf 61 % beziehungsweise 64 % erreichte. Da gezeigt
werden konnte, dass AQP2-Knockdownfragment in den induzierten Zellen hergestellt wurde, stellte
sich die Frage warum keine gréRere mRNA-Reduktion erreicht wurde.

Eine Erklarungsmoglichkeit ist, dass dieser spezielle Klon eine schwache Knockdown-Rate aufwies,
potentiell aber auch Klone erzeugbar sind, die hohere Knockdown-Raten besitzen. Eine andere,
bessere Erklarung liegt in der niedrigen Expressionsrate von TbAQP2 begriindet. Nur circa eines von
je 300.000 Transkripten in BF- und PC-Trypanosomen ist eine TbAQP2-mRNA [Veitch et al. 2010].

Es gibt Hinweise, dass das Argonaut-Protein, die RNase H Endonukleaseaktivitat des RNA inducing
silencing complex, Polyribosom-assoziiert ist. Das trypanosomale AGO1 sedimentiert mit
Polyribosomen, was an einer Arginin/Glycin-reichen Doméne am Amino-Terminus des Proteins liegt.
Wird die Arginin/Glycin-reiche Domane verkleinert, so reduziert dies die Assoziation von TbAGO1 mit
Polyribosomen und die RNAi-induzierte Zerstorung von mRNA dramatisch [Shi et al. 2009]. Boten-
RNAs, die nicht aktiv translatiert werden, sind somit wahrscheinlich weniger zugdnglich fir die RNAI-
Maschinerie. Ein gewisser niedriger Basislevel an Transkript ist diesem RNAi-Mechanismus somit
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nicht zuganglich. Ein Beispiel sind die AQP2-mRNAs im Kern. Die Gene fiir AQP2 und AQP3 liegen
direkt nebeneinander auf Chromosom 10 und befinden sich héchstwahrscheinlich auf derselben
polycistronischen Transkriptionseinheit. Da die AQP3-mRNA-Menge in BF-Zellen mehr als vierfach so
grol3 ist wie in PC-Zellen zeigt dies, dass die AQP2-Transkript-Menge posttranskriptional herunter
reguliert wird. Somit kann das nur schwach exprimierte AQP2-Transkript im Knockdown-Klon
prozentual nicht so stark reduziert werden.

Die induzierten PC 1313-514 AQP2-Zellen verdoppelten sich mit 12,8 £ 3,7 h nicht signifikant
langsamer als die procyclischen Kontrollzellen mit 11,0 3,1 h. Wenn diese Knockdown-Zellen einem
hypoosmolaren Schock ausgesetzt wurden, so gab es mit 36,0 + 2,0 sek versus 30,4 + 5,0 sek fur die
PC-Kontrollzellen keine signifikante Anderung der Schwellzeit, das heiRt AQP2 ist nicht beteiligt am
Wassereintransport ins Cytosol. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der gefundenen intrazellularen
Membran-Lokalisation des Proteins.

Die PC-AQP2-Kockdown-Zellen zeigten also keinen auffalligen Phanotyp, wohingegen der bereits
zuvor erwihnte PC-AQP2-Uberexpressions-Klon, der sich induziert unter Nicht-Stress-Bedingungen
normal alle 12,3 = 2,1 Stunden verdoppelt, beim hypoosmolaren Schock einen interessanten
Phanotyp zeigt. Die Uberexpressionszellen sehr dhnlich wie die Kontrollzellen an und nach etwas
mehr als 20 Sekunden begann die Volumenreduktion. Die Kontrollzellen erreichten nach etwa
finfzehn Minuten wieder ihre urspringliche GréRe, wohingegen bei den AQP2-
Uberexpressionszellen die Volumenreduktion nach etwa 3,5 Minuten abbrach. Zu diesem Zeitpunkt
waren weit mehr als die Halfte aller Zellen bewegungslos und sie erholten sich auch nicht mehr.

Die induzierten BF-AQP2-Knockdown-Zellen waren, anders als die robusteren procyclischen Formen,
signifikant wachstumsinhibiert. Ihre Generationszeit betrug 13,2 + 1,7 h im Gegensatz zu 7,8 £+ 1,3 h
flir die BF-Kontrollzellen. Die Zeit der BF-AQP2-Knockdown-Trypanosomen bis zur maximalen
Schwellung in 150 mosm Medium war 18,0 Sekunden versus 18,4 + 5,2 Sekunden fir die BF-
Kontrollzellen. Der nicht existente Einfluss von AQP2 auf dem anfanglichen Wassereinstrom, war
aufgrund der nur intrazellularen AQP2-Membran-Lokalisierung zu erwarten. Das Abschwellen der
Trypanosomen funktionierte nicht normal. Nach etwa vier Minuten stagnierte die Absorption im
Hypoosmolaren-Schock-Experiment, ein Ergebnis, dass durch Mikroskop-Beobachtungen gedeckt
wurde, wo etwa die Halfte der induzierten BF-AQP2-Knockdown-Zellen nach zehn Minuten noch
sichtbar geschwollen war und die andere Hilfte leblos erschien.

AQP2 scheint eine wichtige Funktion beim Prozess der Osmoregulation zu spielen, da ein Zuwenig
(BF-AQ2-Knockdown) oder Zuviel (PC-AQP2-Uberexpression) an AQP2 unter hypoosmolaren
Stressbedingungen zum Tode der Trypanosomen fiihrt. Moglich ist eine Lokalisierung von TbAQP2 in
Acidocalcisomen, wo es, wie flr Trypanosoma cruzi beschrieben [Rohloff et al. 2008], eine wichtige
Rolle in der Osmoregulation spielen kann.

In Trypanosoma cruzi ist eines von vier Aquaporinen in den Acidocalcisomen lokalisiert. Kommt es
durch Wassereinstrom zur Zellschwellung, zum Beispiel im Falle eines hypoosmolaren Schocks, so
kommt es durch diesen Stimulus zu einem intrazelluldaren cAMP-Anstieg durch eine bislang noch
nicht identifizierte Adenylatcyclase. Der cAMP-Anstieg fihrt zur Fusion von Acidocalcisomen mit der
Kontraktilen Vakuole und damit einer Translokation der Aquaporine. Ein simultaner Anstieg an
Ammoniak und seine Abscheidung in Acidocalcisomen als Ammonium-lonen aktiviert die dortige
Polyphosphat-Spaltung zu anorganischen Phosphatresten. Der resultierende osmotische Gradient
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sequestriert durch das Aquaporin Wasser, welches anschlielend in die Flagellumtasche abgegeben
wird.

5.2.3 AQP3

Wenn man die Transkript-Menge fir induzierte AQP3-RNAi-Trypanosomen betrachtet, so sieht man,
dass der procyclische Knockdown keine mRNA-Reduktion erzeugte. Es wurde aber auch
nachgewiesen, dass das AQP3-Knockdown-Fragment in den induzierten Zellen transkribiert wurde.
Erklaren lasst sich dies, wie weiter oben schon fir die PC- und BF-AQP2-Knockdown-Klone
beschrieben, mit der auBerordentlich kleinen AQP3-mRNA Menge in procyclischen Trypanosomen
[Veitch et al. 2010]. Blutform-Trypanosomen haben eine mehr als vierfach héhere Menge an AQP3-
MRNA und der entsprechende induzierte BF-AQP3-RNAi-Klon zeigte dann auch eine Reduktion der
mRNA-Menge auf nur noch 16 %.

Es stellt sich die Frage, warum das Plasmamembran-Protein TbAQP3 in Blutform-Trypanosomen, im
Vergleich zu der procyclischen Form, so stark hochreguliert ist. Eine Erklarung ist, dass die Blutform-
Trypanosomen haufiger als Fliegenformen einer osmolytisch stark schwankenden Umgebung
ausgesetzt sind. Nur im Sduger gibt es die regelmaRige Nierenpassage, so dass TbAQP3 in der
Plasmamembran bei der Osmoregulation helfen kann.

Eine wachstumsinhibierende Wirkung konnte unter den verwendeten Nicht-Stress-Bedingungen in
den induzierten  PC-AQP3-Knockdown-Trypanosomen nicht festgestellt werden. Die
Generationszeiten von 13,3 + 3,1 h unterschied sich nicht signifikant von der entsprechender
Kontrollzellen mit 11,0 #3,1 h. Wenn diese Knockdown-Zellen einem hypoosmolaren Schock
ausgesetzt wurden, so gab es in den PC-Knockdown-Trypanosomen mit 30,7 + 4,2 sek versus 30,4 +
5,0 sek fiir die PC-Kontrollzellen keine signifikante Anderung der Schwellzeit. Da es keine AQP3-
mRNA-Reduktion gab, waren die Schwellzeit und auch die Generationszeit gleich mit der der PC-
Kontrollzellen.

Induzierte BF-AQP3-Knockdown-Trypanosomen zeigten ebenfalls keine wachstumsinhibierende
Wirkung. Die Generationszeit 7,9 £ 1,5 h unterschied sich nicht signifikant von der entsprechender
Kontrollzellen mit 7,8 £ 1,3 h. Anders sah es aber bei Stress-Bedingungen aus. Beim hypoosmolaren
Schock nahm die Schwellzeit der BF-Knockdown-Zellen, mit 34,0 + 2,0 sek versus 18,4 + 5,2 sek fir
die BF-Kontrollzellen, zu. Die héhere Expressionsrate von AQP3 in Blutformen fiihrte zu einer 86
%igen Erniedrigung des mRNA-Levels und somit einer deutlich verminderten Wasseraufnahme tber
die Plasmamembran, was sich in der Schwellzeit widerspiegelt.

5.2.4 AQP1-3

Die mRNA-Knockdown-Analysen zeigten sowohl fir die PC- als auch die BF-Zellen sehr erfolgreiche
Simultan-Knockdowns aller drei AQP-mRNAs. In den PC 1313-514-Gesamt-Knockdown-
Trypanosomen konnte eine Reduktion der AQP1-, AQP2- und AQP3-mRNA auf 3 %, 39 % und 36 %
erreicht werden. Eine dhnliche Reduktion der AQP1-, AQP2- und AQP3-mRNA konnte in den BF SMB-
Gesamt-Knockdown-Zellen mit Restwerten von 1 %, 27 % und 6 % dokumentiert werden.

AQP1-mRNA ist durch die PC- und BF-Knockdown-Klone zu liber 97 % herunter reguliert und AQP2-
MRNA ist in beiden Formen aufgrund seiner geringen Ausgangsmenge nur zu etwa 60 bis 70 %
reduziert. AQP3-mRNA ist in der procyclischen Form, wie TbAQP2-mRNA, aufgrund der geringen
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Ausgangsmenge nur zu 64 % reduziert. In den entsprechenden Blutformzellen konnte eine 94 %ige
Reduktion der AQP3-mRNA-Menge, die unter normalen Umstdnden in BF-Zellen mehr als vierfach
starker exprimiert ist als in PC-Zellen, verzeichnet werden.

Eine wachstumsinhibierende Wirkung konnte in den induzierten PC- und BF-Gesamt-Knockdown-
Zellen nicht festgestellt werden. Die Generationszeiten von 13,4 + 1,0 h und 7,9 = 1,3 h
unterschieden sich nicht signifikant von denen der entsprechenden Kontrollzellen mit 11,0 £3,1 h
und 7,8 £ 1,3 h.

Beim hypoosmolaren Schock zeigten PC- und BF-Knockdownzellen eine verlangerte Schwellzeiten,
aber eine normale Volumenreduktion. Die 2,4 fache Schwellzeit im Vergleich zu den Kontrollzellen
(30,4 £ 5,0 sek) konnte in den induzierten PC 1313-514 AQP1 Trypanosomen (72,7 + 7,0 sek)
gemessen werden. Die Schwellzeit-Zunahme fiir den Gesamt-AQP-Knockdown unterscheidet sich
nicht signifikant von den aufsummierten Schwellzeit-Zunahmen der Einzel-AQP-Knockdowns. Ebenso
kam es zu einer Verdoppelung der Schwellzeit in den induzierten BF SMB AQP1-Knockdown-Zellen.
Diese wiesen eine Schwellzeit von 36,7 + 2,3 sek im Vergleich zu den 18,4 + 5,2 sek der BF-
Kontrollzellen auf. Auch hier setzt sich die Schwellzeit-Zunahme fiir den Gesamt-AQP-Knockdown aus
den aufsummierten Schwellzeit-Zunahmen der Einzel-AQP-Knockdowns zusammen.

Es existiert allerdings ein Widerspruch zu den BF-AQP2-Einzel-Knockdown-Ergebnissen. Induzierte
BF-AQP1-3-Zellen, im Gegensatz zu BF-AQP2-Einzel-Knockdown-Zellen, wiesen eine normale
Generationszeit auf und lberlebten den Abschwellvorgang beim hypoosmolaren Schock. Jedoch
kénnte gerade im gleichzeitigen Knockdown von AQP1 und AQP3, das heift dem Ausbleiben des
initialen Stimulus fiir den osmoregulatorischen Effekt von AQP2, der Grund fiir den Unterschied
liegen. Das schnelle Anschwellen der Trypanosomen ist der Initialstimulus [Rohloff et al. 2008] und
TbAQP1 und TbAQP3 sind hierfiir alleinverantwortlich. Hypotone Bedingungen kénnen einen
intrazellularen Ca®*-Anstieg induzieren, der wiederum zur Aktivierung des regulatory volume
decrease fiihrt [Galizia et al. 2008]. Der Anstieg der cytosolischen Calcium-Konzentration geschieht
zum Beispiel mittels eines mechanosensitiven lonenkanals [Martinac 2004; Hua et al. 2010].

Da beide Gesamt-AQP-Knockdown-Zelllinien in allen Belangen héhere Knockdown-Raten aufwiesen
als die Einzel-Knockdowns und die Dreifach-Knockdowns potentiell mehr Defizite als die Einzel-
Knockdowns aufweisen sollten, wurde die weitere Phanotypisierung fokussiert mit der fiir den
Menschen wichtigen BF-Gesamt-AQP-Knockdown-Zelllinien durchgefiihrt. Dieser Klon zeigte den
insgesamt starksten RNA Interferenz-Effekt.

Glycerin-Uberlebenstest

Aquaglyceroporine transportieren neben Wasser auch Glycerin. Blutform-Trypanosomen kénnen nur
mit Glycerin als einzigem Energiesubstrat (iberleben [Haanstra et al. 2008]. Wenn sie sich von
Glucose ernahren, so verstoffwechseln sie alle drei bis vier Stunden eine Glucose-Menge, die ihrem
eigenen Korpergewicht entspricht [Duszenko 1998]. Wenn sie nun nur Glycerin zum Uberleben
haben, missen sie molar betrachtet doppelt so viel Glycerin wie Glucose aufnehmen, um auf die
gleiche Menge an ATP zu gelangen.

Die Versuche zeigten, dass induzierte BF-Gesamt-AQP-Knockdown-Zellen, verglichen mit BF-
Kontrollzellen, mit Glycerin als einzigem Energiesubstrat im Medium ohne Einschrankungen
Uberleben koénnen. Die Pyruvat-Produktion, fir die induzierten Knockdown-Zellen und die
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Kontrollzellen, war beim Uberleben nur mit Glycerin, aber signifikant geringer als nur mit Glucose,
was auf eine Ineffizienz der BF SMB-Zellen bei der Glycerin-Verstoffwechselung deutet.

Die induzierten BF-Gesamt-Knockdown-Zellen konnten trotz der sehr guten AQP-Knockdowns
Glycerin ins Cytosol und von dort in die Glycosomen transportieren. Die AQP-Transkripte waren fir
AQP1 um 99 %, fir AQP2 um 73 % beziehungsweise fiir AQP3 um 94 %% reduziert, was einem
vollstdndigen Knockdown gleichkommt. Aus diesem Grunde musste es einen weiteren
Transportmechanismus fir Glycerin in Trypanosoma brucei geben, welcher die fehlende
Transportkapazitat der Aquaglyceroporine komplett ausgleichen konnte.

Der in den induzierten BF-Gesamt-AQP-Knockdown-Zellen fehlende Glycerintransport durch AQP1 in
der Flagellummembran und AQP3 in der Plasmamembran wurde von dem von Wille et al.
beschriebenen spezifischen Glycerintransporter ausgeglichen. Kinetische Betrachtungen von
Glycerin-Transport in Blutform-Trypanosomen zeigten zwei Transportmechanismen auf, einen
spezifischen Glycerin-Transporter, der nach dem Prinzip der erleichterten Diffusion arbeitete und der
bei niedrigen Glycerin-Konzentrationen vorherrscht und einen Glycerinkanal, der auf einfacher
Diffusion beruht und bei hohen Glycerin-Konzentrationen vorherrscht. Die Glycerinaufnahme mittels
einfacher Diffusion geschieht liber die Aquaglyceroporine. Vom spezifischen Glycerin-Transporter ist
bekannt, dass er eine Michaelis-Konstante von 0,17 mM aufweist. [Wille et al. 1998].

Der lange Zeit in der Literatur ,verdachtigte” Kandidat, das glycerol uptake protein [Bleve et al. 2005]
ist wirklich eine Membran-gebundene glycosylphosphatidylinositol remodelase [Jaquenoud et al.
2008] und fallt somit als Glycerintransporter aus.

Die Funktion des Glycerin-Transporters liegt, unter normalen Bedingungen, das heilft mit Glucose im
Medium und unter Berlicksichtigung der Stoffwechselsituation in Trypanosoma brucei, auf Seiten des
Glycerin-Austransports und nicht auf Seiten der Glycerin-Aufnahme. Durch Expression des
spezifischen Transporters wird selbst bei kleinen Substratkonzentrationen eine effektive Glycerin-
Ausscheidung gewadhrleistet. Da auch unter normalen Bedingungen fortlaufend geringe Mengen an
Glycerin gebildet werden [Eisenthal et al. 1985], ist der Transporter fir die Trypanosomen von
physiologischer Bedeutung.

Die Tatsache des funktionierenden massiven Glycerin-Transports ins Glycosom der induzierten BF-
Gesamt-AQP-Knockdown-Zellen ist ein sehr starkes Indiz, dass der spezifische Glycerintransporter
auch in der Glycosomenmembran vorhanden ist.

Arsen- und Antimon-Transport

Die drei trypanosomalen Aquaglyceroporine transportieren auch dreiwertiges Arsen und Antimon.
As(OH); und Sb(OH); werden in die Zellen aufgenommen und toten Blutform-Trypanosomen im
nanomolaren Konzentrationsbereich [Uzcategui 2006]. Die akut schadigende Wirkung in
Trypanosomen besteht in der Bindung der Thiolgruppen physiologisch wichtiger Substanzen.

Die ICso-Werte flir dreiwertiges Arsen in induzierten BF-Gesamt-AQP-Knockdown-Zellen und in BF
SMB-Kontrollzellen waren mit 193 und 162 nM nicht signifikant unterschiedlich. Dieselbe Aussage
trifft zu fir dreiwertiges Antimon in induzierten BF-Gesamt-AQP-Knockdown-Zellen und in BF SMB-
Kontrollzellen, wo die ICs;-Werte mit 54 und 50 nM noch ndher zusammen lagen. Die reduzierte
Arsen- und Antimon-Aufnahmemadglichkeit Uber die Aquaglyceroporine fiihrte zu nicht signifikant
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hoheren ICsp-Werten. Wahrscheinlich ist, dass die wenigen verbliebenen AQP1- und AQP3-Proteine
ausreichten, um Uber den 24-stiindigen Zeitraum des Versuchs dreiwertiges Arsen und Antimon in
ausreichender, letaler Menge aufzunehmen.

5.3 Resiimee und Ausblick

Im Hinblick auf ein zentrales Ziel dieser Arbeit kann festgehalten werden, dass es gelungen ist, eine
sowohl stabil vererbbare als auch induzierbare RNA Interferenz-Methode fiir procyclische
Trypanosomen und Blutform-Trypanosomen in unserem Labor zu etablieren.

Die RNAi-Methode wurde erfolgreich eingesetzt, um in beiden Trypanosomen-Formen sowohl jedes
Aquaglyceroporin individuell als auch alle drei Aquaglyceroporine gleichzeitig auszuschalten. Die
Aquaglyceroporine sind Membrankanale, deren Funktion in der Osmoregulation und im Ein- und Aus-
Transport von Glycerin liegt. Da sie zusatzlich die Fahigkeit haben toxische Verbindungen wie Arsen,
Antimon oder Dihydroxyaceton in die Zelle zu schleusen, besteht die Mdoglichkeit sie als Ziele fir die
Bekampfung der Schlafkrankheit weiter zu entwickeln.

Die erzielten AQP-Knockdown-Raten waren fir nahezu alle RNAi-Transformanden dazu geeignet,
Rickschliisse aus den resultierenden Phanotypen ziehen zu kénnen. Die Knockdown-Rate fiir die von
Beginn an nur sehr schwach exprimierten Aquaglyceroporine TbAQP2 (in BF und PC) und TbAQP3 (in
PC) in den entsprechenden RNAi-Klonen lag unter 75 %. In jedem Einzelfall ist fir die so gewonnenen
Ergebnisse zu priifen, ob die resultierende Abnahme an korrespondierendem Protein ausreichte,
valide Ergebnisse erhalten zu kdnnen. Generell gilt, dass die RNA Interferenz-Methode einfacher und
schneller ist als das Erzeugen von genetischen Null-Mutanten, auch Knockout-Trypanosomen
genannt. Absolute Gewissheit der vollstindigen Abwesenheit der Genfunktion kann nur die
komplette Entfernung der diploiden Kopien des ausgesuchten offenen Leserahmens garantieren.

Das Ziel der Lokalisierung aller Aquaglyceroporine in Trypanosoma brucei wurde grotenteils erfillt.
TbAQP1 wurde in der Falgellummembran verortet und TbAQP3 konnte in der Plasmamembran
lokalisiert werden. Lediglich fir TbAQP2 konnte seine intrazelluldre Lokalisierung nicht auf
bestimmte Organellmembranen eingegrenzt werden, wobei es valide Hinweise auf ein Vorkommen
in Acidocalcisomen gibt. Die Resultate der Knockdown-Phanotypisierung, soweit Unterschiede zum
Wildtyp festzustellen waren, bestéatigten alle Lokalisierungen.

Die Fahigkeit der Blutform-Trypanosomen, bei sehr erfolgreichem Simultan-Knockdown der drei
Aquaglyceroporin, nur von Glycerin als Energiesubstrat (iberleben zu kénnen, validierte den von
Wille et al. 1998 beschriebenen spezifischen Glycerintransporter. Die Fahigkeit aller untersuchten
AQP-Knockdown-Klone ohne einzelne oder ohne alle Aquaglyceroporine in vitro Uberleben zu
kénnen zeigte die Robustheit der Trypanosomen auf und damit die groRen Schwierigkeiten beim
Auffinden geeigneter drug targets.

Der nachste wichtige Schritt ist die prazise intrazellulare Verortung von TbAQP2 mit Hilfe eines neuen
Antikorpers und mit geeigneten Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen. Dann muss abschlieSend
bewertet werden, ob die Aquaglyceroporine in Trypanosoma brucei noch ein lohnendes drug target
darstellen.
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6 Abstract

The protozoan parasite Trypanosoma brucei causes human sleeping sickness, Nagana in domestic
animals and depends on the tsetse fly for dissemination. In its complex life cycle two dividing stages
can be differentiated, the slender form in blood, lymphatic fluid, and brain of the mammalian host
and the procyclic form in the midgut of the fly vector.

For energy production bloodstream parasites rely on glucose, but alternatively they can also
metabolize glycerol. Glycolysis in trypanosomes differs markedly from other eukaryotic cells, because
the first seven reactions of the pathway are compartmentalized to a special organelle, called
glycosome. Bloodstream form trypanosomes, because of the absence of a lactate dehydrogenase,
use oxygen to maintain the NAD/NADH balance in the glycosome and throw out pyruvate. Under low
oxygen conditions, the parasite can utilize a glycosomal glycerol kinase to maintain NAD/NADH
homeostasis and produce glycerol as waste. The procyclic forms can feed on glucose too, but mainly
use proline as an energy source; they have a functional tricarboxylic acid cycle and oxidative
phosphorylation capabilities.

In its life cycle the trypanosome is also subjected to considerable variations of osmolarity. To cope
with water and glycerol transport across membranes, they have three aquaglyceroporins, which are
furthermore permeable for small uncharged solutes such as ammonia, arsenic or antimony.

Peptide-derived antibodies directed against each individual aquaglyceroporin were purified by
affinity chromatography utilizing the synthesized peptides. Immunofluorescence staining showed
AQP1 only in the flagellar membrane, whereas AQP3 was exclusively localized to the plasma
membrane. For determining the AQP2 localization an AQP2 overexpressing trypanosome cell line
was created to counter the low affinity of the Anti-AQP2 antibody. From the respective
immunofluorescence micrographs, only a non-specific intracellular membrane localization could be
concluded.

Besides that aquaglyceroporin-deficiant RNA interference cell lines were used to backup and
complement these results. A heritable and inducible RNAi vector was cloned for each individual
aquaglyceroporin knockdown and one for a simultaneous triple knockdown. The plasmids were used
to create corresponding procyclic and in bloodstream form knockdown cell lines. After verifying the
success of the knockdown clones via Northern blot, the cell lines were tested phenotype changes like
growth inhibition or their response to a hypo-osmotic shock.

The procyclic and bloodstream form AQP1 knockdown-rates were 99 % and 83 %, respectively. These
cells showed no growth inhibition. They were capable to recover from a hypo-osmotic shock of 150
mosm and displayed, in accordance with AQP1 expression levels and the AQP1 flagellar membrane
localization, a prolonged time to swell to the maximum size.

The procyclic form AQP3 knockdown transcribed AQP3 knockdown RNA but was not able to reduce
the already low AQP3 transcript level, so accordingly no phenotype changes could be found.
Bloodstream form trypanosomes have more than fourfold more AQP3 transcript than procyclic
forms; when the bloodstream form AQP3 knockdown was induced the AQP3 mRNA amount was
reduced to a sixth. The lack of AQP3 in the plasma membrane led to no growth inhibition and normal
recovery from hypo-osmotic stress conditions. It also led to a profoundly prolonged time for cell
swelling, as would be anticipated.
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Both the procyclic and bloodstream form AQP2 knockdowns exhibited only a mild reduction of AQP2
transcripts to about sixty percent of normal levels. The knockdown fly form grew normal and showed
no significant change in the hypo-osmotic stress test. The bloodstream form AQP2 knockdown
trypanosomes were more sensitive to intracellular organelles missing AQP2. They had a growth
defect and had severe problems in the hypo-osmotic stress test. These knockdown cells showed a
normal swelling time but during the volume recovery phase one half of the cells died and the others
took longer to recover fully. One possible explanation is the localization of AQP2 in acidocalcisomes
where they would be involved in the osmoregulation as shown for Trypanosoma cruzi by Rohloff et
al. 2004. Additionally, when AQP2 was overexpressed in procyclic form trypanosomes and exposed
to hypo-osmotic conditions, three quarters of the cells did not survive the volume recovery phase.

The procyclic and bloodstream form AQP1-3 knockdown cells exhibited mRNA reductions for AQP1,
AQP2 and AQP3 of 97, 61 and 67 percent and 99, 73 and 94 percent, respectively. These triple
knockdown cell lines, when exposed to hypo-osmotic conditions, showed a maximum swelling time
equal to the additive single knockdown maximum swelling times. The AQP1-3 knockdown
phenotypes were all consistent with the results obtained for the single knockdowns.

The bloodstream form AQP1-3 knockdown trypanosomes were also subjected to a glycerol survial
test. The induced knockdown cells were able, despite their lack of aquaglyceroporins 1 to 3, to
survive on a minimal medium only containing glycerol as an energy source. This finding confirmed
the existence of a specific glycerol transporter in the plasma membrane proposed by Wille et al. 1998
and it stands to reason that the same glycerol facilitator was present in the glycosomal membrane.
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