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1 Einleitung

1.1 Die Krankheit

(

Die Chagas-Krankheit wird von der WHO zu den 17 ,Neglected tropical diseases”
gezahlt. Diese, zu denen auch die durch T. brucei verursachte Schlafkrankheit gehort,
zeichnen sich dadurch aus, dass sie von Politik und Wissenschaft vernachlassigt wurden,
da vor allem die armsten Menschen der Welt von ihnen betroffen sind [24]. Die Chagas-
Krankheit ist in Sidamerika endemisch. Durch Bevolkerungsbewegungen gewinnt die
Erkrankung aber auch in anderen Teilen der Welt —vor allem in Europa und Nordamerika
— an Bedeutung [18]. Weltweit sind laut WHO etwa 6—7 Millionen Menschen mit dem
Erreger infiziert [61].

Erreger der Chagas-Krankheit ist der protozoische Parasit
Trypanosoma cruzi. Dieser wird in der Regel Gber den Kot
von Raubwanzen der Familie Triatominae (Abb. 1)

Ubertragen. Zudem sind aber auch andere

Ubertragungswege moéglich wie zum Beispiel (ber
. . . Abbildung 1: Raubwanze,

Bluttransfusionen, Organspende, diaplazentar in der aus [50]

Schwangerschaft oder selten durch orale Aufnahme des

Erregers [50].

Die akute Infektion mit T. cruzi verlauft haufig asymptomatisch oder mit unspezifischen

Symptomen wie zum Beispiel Fieber [38]. Erfolgt die Infektion

Uber Raubwanzen, kann sich an der Eintrittsstelle des Erregers

eine entzlindliche Lasion bilden — das Chagom. Ist das Augenlid

betroffen heillt diese auch Romafia-Zeichen (Abb. 2). )s
Abbildung 2: Romafia-
indeterminante Phase (ber. Nur durch eine spezifische zejchen iibernommen

aus [50]

-

Unbehandelt geht die Erkrankung nach der akuten Phase in die

antiparasitare Therapie kann eine Ausheilung erzielt werden.
In der indeterminanten Phase sind Parasiten zwar nachweisbar, die Patienten zeigen
jedoch keine Krankheitssymptome. Nur etwa 20-30 % entwickeln im Verlauf eine

chronische Chagas-Krankheit, die sich sowohl kardial als auch gastrointestinal



manifestieren kann (s. Abb. 3). Die chronische Chagas-Kardiomyopathie ist die hdufigste
chronische Manifestation der Chagas-Krankheit. Sie tritt bei etwa einem Drittel der
chronisch Infizierten auf und &uRert sich vor allem in Form von Herzinsuffizienz,

Arrhythmien, thrombembolischen Ereignissen und plotzlichem Herztod [40].

Abbildung 3: Verschiedene Ausprédgungen der Chagas-Krankheit: Megacolon,
Kardiomegalie, Aneurysma der Herzspitze, aus [50]

Der Mechanismus, durch den es letztendlich zu einer chronischen Herzerkrankung
kommt, ist noch nicht vollstindig geklart und schematisch in Abbildung 4
zusammengefasst. Man vermutet, dass eine Kombination aus Persistenz des Parasiten

im Gewebe, Endziindungsreaktion und autoimmunem Geschehen ursachlich ist [6].

Infektion mit T. cruzi

L .
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Abbildung 4: Die Pathogenese der chronischen Chagas-Kardiomyopathie, adaptiert aus [3]



Die Persistenz von T. cruzi nach der Infektion im Gewebe [6st eine kontinuierliche
Entziindungsreaktion aus, die sowohl myokardiales als auch neuronales Gewebe
schadigt [3]. Zudem kommt es im Rahmen einer molekularen Mimikry zwischen
Parasiten- und Wirtsantigenen zur Produktion von Autoantikérpern, die zur weiteren
Gewebsschadigung beitragen. Diese Mechanismen resultieren letztlich in kardialem
Funktionsverlust und kénnen zu Herzinsuffizienz und sogar zum plétzlichen Herztod

fahren.

1.2 Der Erreger

Trypanosoma cruzi gehort zu einer Gruppe einzelliger, geilleltragender Parasiten — den
Kinetoplastida. Diese zeichnen sich durch den Kinetoplasten aus — ein Mitochondrium,
das die Basis der Flagelle bildet. Weitere wichtige Vertreter dieser Gruppe sind
Trypanosoma brucei, der Erreger der Schlafkrankheit, und die Gruppe der Leishmanien,

die die Leishmaniose verursachen.

. . Triatomine Bug Stages Human Stages
W I e VI e I e a n d e re Triatomine bug takes a blood meal
(passes metatyel trpemartigetes in feces e Metacyclic trypomastigotes
. .. trypomastigotes enter bite wound or penetrate various cells at bite
P a ra s i te n d u r.c h I a u ft T. muwcosal membranes, such as the conjunctiva) wound site. Inside cells they
trangform into amastigotes,

cruzi einen komplexen

Metacyclic trypomastigotes

Lebenszyklus (s. Abb. o /
5) [14]. Dabei nimmt

o Amastigotes multiphy
Trypomastigotes by binary fission in cells
can infect other cells of infected tissues.

and transform into

intracellular amastigotes

in new infection sites.

Clinical manifestations can

result from this infective cycle.

Multiply in midgut

der Parasit im Verlauf

Triatomine bug takes

verschiedene Formen R, Q= bovdmeal

!Epurr_ustigmes \rypomastigotes ingested)
in midgut
an. Man unterscheidet \ K. @
i imastigot DC f;; TG
eine epimastigote, ' e (4] ranstom nto ypomastigots.

then burst out of the cell

A= Infective Stage and enter the bloodstream

eine  trypomastigote A - Diagnostc Stage

und eine amastigote Abbildung 5: Lebenszyklus von T. cruzi iibernommen aus [14]
Form. Raubwanzen, welche als Vektor dienen, nehmen durch das Saugen von Blut eines
infizierten Wirtes (z. B. eines Menschen) trypomastigote Formen auf. Im Darm der
Raubwanze entsteht daraus die epimastigote Form, welche sich dort zunachst durch
Teilung vermehrt. Im Anschluss erfolgt die Weiterentwicklung zur infektiosen

trypomastigoten Form, welche mit dem Kot ausgeschieden wird, den die Raubwanze

typischerweise wahrend einer Blutmahlzeit absetzt. Durch den Stich beim Blutsaugen



entsteht eine juckende Hautlasion, in die der Wirt den infektiosen Kot hineinreibt. Nach
Aufnahme in eine Wirtszelle entwickelt sich aus der trypomastigoten Form die
amastigote. Die amastigote Form vermehrt sich wiederum durch Zweiteilung. Nach
mehreren Teilungen transformiert diese in eine trypomastigote Form, die schlieflich aus
der Zelle freigesetzt wird und entweder andere Zellen infiziert oder in den Blutstrom

gelangt.

1.3 Therapie

Die Therapie der Chagas-Krankheit ist derzeit auf zwei Medikamente begrenzt —
Nifurtimox und Benznidazol. Nifurtimox (Lampit®, Bayer) ist ein Nitrofuranderivat, das
zu einem Stickstoffanionen-Radikal reduziert wird [22],[59]. Dieses wiederum reagiert
in Anwesenheit von Sauerstoff zu reaktiven Sauerstoffmetaboliten, die den Parasiten
durch oxidativen Stress schadigen. Benznidazol (Rochagan®, Roche), ein Nitroimidazol,
ist durch die Bindung an Makromolekiile wie z. B. die DNA der Trypanosomen
antiparasitar wirksam. Diese beiden Medikamente wurden vor mehr als 40 Jahren fir
die Behandlung der Infektion mit T. cruzi zugelassen.

In der akuten Phase der Chagas-Krankheit ist ihre Wirksamkeit relativ hoch [2]. In 60-85
% der Patienten kdnnen nach Behandlung keine Trypanosomen mehr nachgewiesen
werden. Auch bei kongenitalen Infektionen und nach Reaktivierung der Erkrankung bei
Immunsuppression zeigt die Behandlung mit Nifurtimox oder Benznidazol gute
Ergebnisse. In diesen Fillen besteht deshalb eine klare Indikation zur antiparasitaren
Behandlung. Kinder sollen unabhangig vom Krankheitsstadium antiparasitar behandelt
werden.

Um den Nutzen der medikamentdsen Behandlung der chronischen Chagas-Krankheit zu
evaluieren, wurde in der internationalen BENEFIT-Studie die Therapie mit Benznidazol
in einem doppelblinden Versuchsaufbau der Placebo-Behandlung gegeniibergestellt
[43]. Dabei stellte sich heraus, dass Benznidazol bei Patienten mit Chagas-
Kardiomyopathie ein Voranschreiten der Erkrankung nicht aufhalten kann [46]. Zudem
fihren Benznidazol und auch Nifurtimox zu teilweise sehr starken Nebenwirkungen.
Benznidazol, das als besser vertraglich gilt, fihrt bei etwa 30-50 % der Behandelten zu

Hautverdanderungen wie Dermatitis und Photosensibilisierung [1],[13]. Eine weitere



haufige Nebenwirkung ist eine Neuropathie, die ebenfalls bei 30 % der Patienten
auftritt. Nifurtimox verursacht in 50-75 % der Falle gastrointestinale Nebenwirkungen
wie Ubelkeit und Erbrechen mit Gewichtsverlust bis hin zur Anorexie. Auch psychische

und neurologische Veranderungen werden in circa 50 % der Patienten beobachtet.

1.4 Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein gasformiges Radikal mit einem Stickstoff- und einem
Sauerstoffatom. Abbildung 6 zeigt die Strukturformel. Das Radikal weist eine fir
Radikale bemerkenswert lange Halbwertszeit von 5 Sekunden auf und ist daher in
zahlreiche physiologische Vorgange involviert.

/N:O>

Abbildung 6: Strukturformel
Stickstoffmonoxid

Im Jahr 1992 wurde es aufgrund der Vielfalt seiner Funktionen zum Molekil des Jahres
ernannt [19]. Abhdngig von der Konzentration hat Stickstoffmonoxid unterschiedliche
Wirkungen.

Liegt es in hohen Konzentrationen (> 1 uM) vor, reagiert NO mit Sauerstoff oder
Superoxid (Oz°) und bildet reaktive Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen wie
beispielsweise Peroxynitrit (ONOO") [52].

Diese wiederum konnen kovalent an Makromolekiile wie DNA, Lipide oder Proteine
binden und somit in zelluldre Prozesse pathogener Organismen eingreifen und diesen
schaden. Dadurch ist NO ein wichtiger Bestandteil der angeborenen Immunitat.

In niedrigen, picomolaren Konzentrationen agiert NO als ,,second messenger” und ist an
zahlreichen physiologischen Prozessen beteiligt. NO wird intrazellular durch NO-

Synthasen gebildet.

1.5 NO-Synthasen

1.5.1 Induzierbare NOS

Die induzierbare NO-Synthase (iNOS oder NOS2) findet sich in vielen Immunzellen wie
dendritischen Zellen, natirlichen Killerzellen, Mastzellen oder Phagozyten wie
Makrophagen, Monozyten, Mikroglia, Neutrophilen, Eosinophilen und Kupfferzellen.

Aber auch viele andere nicht primar als Immunzellen bezeichnete Zellen wie unter



anderem Epithelzellen, Endothelzellen oder Fibroblasten kdnnen iNOS exprimieren [4].
Im Rahmen einer Infektion wird die iNOS durch Interferon gamma (Inf-y) alleine oder in
Kombination mit bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS), Tumornekrosefaktor alpha (TNF-
a) und zahlreichen weiteren Chemokinen und Zytokinen induziert [42]. Um sich selbst
vor der schadlichen Wirkung des Stickstoffmonoxids zu schiitzen, kann der
Wirtsorganismus die Funktion der iNOS jedoch auch hemmen. Dabei spielen unter
anderem die Signalmolekiile Interleukin-4 (ll-4), Interleukin-10 (II-10) und Transforming

Growth Factor beta (TGF-B) eine entscheidende Rolle [48].

L-Arginin
~00C
H
/k/\/N* .+ NH,
*HN
2 NADPH+H*
00 BH,
NADP*
H,0 “00C
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N3 +_oNH,
*HN
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0=0 &’
% NADP*

L-Citrullin

Abbildung 7: NOS-Reaktion, adaptiert aus [35]

Unter Umwandlung des Substrats L-Arginin mit den Kosubstraten Sauerstoff und NADPH
bildet die iNOS schlieBlich Stickstoffmonoxid und L-Citrullin (Abb. 7) [5]. Dieser Prozess
erfolgt unabhingig von der Ca?'-Konzentration, benétigt aber zahlreiche andere
Kofaktoren (FAD, FMN, Tetrahydrobiopterin).

1.5.2 Konstitutiv exprimierte NOS

Neben der induzierbaren gibt es noch zwei weitere konstitutiv exprimierte NO-
Synthasen, die neuronale und die endotheliale NO-Synthase. Diese bilden auf dhnliche
Weise wie die iNOS, aber abhdngig von Ca?* und Calmodulin, geringere Konzentrationen

an Stickstoffmonoxid (< 1 uM) [52]. In geringen Konzentrationen fungiert NO cGMP-



abhangig oder -unabhangig als Signalmolekil. Bei der c¢cGMP-abhangigen
Signaltransduktion aktiviert NO die zytosolische Guanylatcyclase (sGC), die GTP in
cyclisches GMP umwandelt. Dieses aktiviert wiederum die Proteinkinase G (PKG). Die
cGMP-unabhangigen Effekte von NO werden durch Proteinmodifikation mittels S-
Nitrosylierung bewirkt [58].

Im zentralen und peripheren Nervensystem lokalisiert beeinflusst die neuronale NO-
Synthase (nNOS oder NOS1) unter anderem die neuronale Plastizitat, die Regulation der
Durchblutung, die Ubertragung von Schmerzsignalen und die Freisetzung von
Neurotransmittern [44]. Anders als ihr Name suggeriert hat die nNOS aber auch in
Kardiomyozyten, im Skelettmuskel, in der glatten Muskulatur der GefdaBwand, in
Epithelzellen der Lunge, des Uterus und des Gastrointestinaltrakts, in den Inselzellen des
Pankreas und in der Macula densa der Niere Funktionen inne [25],[26].

Die endotheliale NOS (eNOS oder NOS3) ist vor allem in Endothelzellen, aber auch in
Kardiomyozyten, Thrombozyten, Neuronen, in der Plazenta und in Zellen der
Nierentubuli lokalisiert. Endothelial gebildetes NO diffundiert durch die Zellmembran
glatter Muskelzellen und fihrt dort cGMP-abhangig zur Relaxation glatter Muskelzellen
der Gefdallwand und damit zur Dilatation von BlutgefaRRen [9]. Ebenfalls Giber die Bildung

von cGMP kann NO aulRerdem die Thrombozytenaggregation hemmen.

1.6 Stickstoffmonoxid im Myokard

Alle drei NOS-lIsoformen kommen auch im Herzen vor. Die neuronale und die
endotheliale NO-Synthase sind in den Kardiomyozyten konstitutiv exprimiert. Wahrend
sich die nNOS im sarkoplasmatischen Retikulum, in der Plasmamembran und in den
Mitochondrien der Herzmuskelzellen befindet, ist die eNOS assoziiert mit Caveolin-3 im
Bereich der Caveolae lokalisiert. In den Kardiomyozyten gebildetes NO moduliert die
elektromechanische Kopplung und wirkt auf das Myokard negativ inotrop. Das von der
nNOS gebildete NO greift zudem in die mitochondriale Atmungskette ein und
beeinflusst die Aktivitdt der kardialen Xanthinoxidoreduktase (XOR) und damit die
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies im Myokard [62]. Wahrend nNOS und eNOS
physiologischerweise in gesunden Herzen exprimiert werden, wird iNOS im Rahmen von

Entziindungsreaktionen induziert. In diesem Fall entstehen hohe Konzentrationen an



NO und Peroxynitrit, welche durch Oxidation zelluldre Schaden verursachen kénnen

[63].

1.7 Stickstoffmonoxid und T. cruzi

Stickstoffmonoxid dient der Abwehr von Infektionserregern, darunter Viren, Pilze,
Bakterien und Protozoen [54]. Bei einer Infektion mit T. cruzi spielt NO eine zentrale
Rolle. Makrophagen sind in der Lage, getriggert zum Beispiel durch INF-y oder TNF-a,
Stickstoffmonoxid zu bilden, wodurch die Proliferation von T. cruzi gehemmt wird [28].
Aber nicht nur in Makrophagen, sondern auch in infizierten Kardiomyozyten wird iNOS-
abhangig trypanozides NO produziert [39]. Dementsprechend zeigen Mause, die
aufgrund eines defizienten IFN-y-Rezeptors oder wegen eines iNOS-Knockouts unfahig
sind NO zu bilden, eine erhthte Suszeptibilitat gegeniber einer Infektion mit T. cruzi
[32]. Stickstoffmonoxid ist dabei durch verschiedene Mechanismen zytotoxisch
wirksam. Zum einen greift es direkt in den Stoffwechsel des Parasiten ein, indem es
Cruzipain, eine fiir den Parasiten lebenswichtige Proteinase, inaktiviert. Zum anderen
wirkt es iber die Bildung von Peroxynitrit dosisabhangig trypanozid [54]. Jedoch ist die
Rolle von NO und den verschiedenen NO-Synthasen in der Chagas-Kardiomyopathie
noch nicht abschlieBend geklart. In der Literatur findet man daher diesbezliglich auch
widersprichliche Aussagen. Chandrasekar et al. analysierten die Regulierung der NO-
Synthasen im Rattenmyokard nach Infektion mit T. cruzi. Zu Beginn zeigten sich eNOS
und iNOS, spater nur noch iNOS hochreguliert. nNOS konnte hingegen nicht gefunden
werden [15]. Im Gegensatz dazu schreiben Cummings et al. der iNOS keine Bedeutung
fur die Kontrolle der T. cruzi-Infektion zu [20]. Diese Erkenntnisse stlitzen sie auf die
Untersuchung von infizierten Mausen mit iNOS-Knockout. Durand et al. beschéftigten
sich zudem mit nNOS- und eNOS-KO-Mausen. Dort war die Mortalitat in der Gruppe der
infizierten NNOS-KO-Mause am hochsten, was wiederum die Bedeutung der nNOS

propagiert [23].

1.8 Vorarbeiten der Arbeitsgruppe

Um die Bedeutung der neuronalen NOS im Myokard weiter zu erforschen, wurde in der

Arbeitsgruppe ein Mausmodell mit myokardialer nNOS-Uberexpression etabliert. Mit



Hilfe dieses Mausmodells konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression der nNOS
zu einer verminderten myokardialen Kontraktilitat fihrt [10]. In weiteren
Untersuchungen wurde die Expression der nNOS in Mitochondrien und ihr Einfluss auf
die Atmungskette und den damit assoziierten myokardialen Sauerstoffverbrauch
bestatigt. Zudem konnte der nNOS eine protektive Wirkung bei kardialen
Ischamieschaden zugeschrieben werden [11].

Insbesondere interessierte auch die Rolle der nNOS in der Chagas-Kardiomyopathie.
Daher wurde ein Teil der nNOS-Uberexpressionsmiause mit T. cruzi infiziert. Im
Anschluss wurde die Herzinsuffizienz mittels MRT evaluiert. In der nNOS-
Uberexpressions-Gruppe konnte gegeniiber der Kontrollgruppe eine signifikant bessere
Ejektionsfraktion nach Infektion gemessen werden. Zudem fiel die Parasitamie in dieser
Gruppe signifikant geringer aus. In den histologischen Untersuchungen zeigte sich eine
ebenfalls signifikant verminderte Zahl an Trypanosomen/Zelle im Myokard in der nNOS-
Uberexpressionsgruppe. Diese Ergebnisse suggerieren einen positiven Effekt der nNOS

auf die Chagas-Kardiomyopathie.

1.9 Zielsetzung der Arbeit

Das Stickstoffmonoxid, das wahrend einer Infektion mit T. cruzi vom Wirt endogen
produziert wird, scheint den Verlauf der Chagas-Krankheit, insbesondere der Chagas-
Kardiomyopathie, glinstig zu beeinflussen.

Schon vor 20 Jahren wurde eine schadliche Wirkung von exogen zugefiihrtem NO auf
Trypanosomen belegt. In vitro ist der NO-Donator S-Nitroso-N-acetylpenicillamin (SNAP)
in der Lage das Wachstum von T. cruzi zu hemmen [7],[60]. Diese Erkenntnisse und der
Bedarf an neuen Medikamenten gegen die Chagas-Krankheit treiben die Forschung an
NO-freisetzenden Substanzen voran [53]. Eine brasilianische Arbeitsgruppe entwickelte
einen NO-Donator, der sowohl in vitro als auch im Mausmodell vielversprechende
Ergebnisse zeigte [29]. Bevor diese neuen Prdparate als Medikamente zugelassen

werden kdnnen, sind noch viele Untersuchungen und Studien notwendig [41].



In anderen Bereichen finden NO-Donatoren jedoch schon lange Zeit therapeutische

Anwendung. Pentaerythrityltetranitrat (PETN) wurde
bereits im Jahr 1959 fir die Behandlung der Koronaren
Herzerkrankung zugelassen [34]. Dementsprechend
konnten bereits langjahrige Erfahrungen mit diesem
Medikament gesammelt werden. Zudem st das
Nebenwirkungsprofil glinstig. Als haufigste Nebenwirkung
sind Kopfschmerzen beschrieben, gelegentlich kann es zu
orthostatischer Hypotension, Reflextachykardie oder Flush
kommen, nur selten zeigen sich allergische Hautreaktionen

oder gastrointestinale Beschwerden [27].

o
. o
O///N\O/EF\O PN

N+
N

Abbildung 8: Strukturformel
Pentaerythrityltetranitrat

Ziel meiner Arbeit ist es, die Wirkung von PETN im Rahmen der Chagas-Krankheit anhand

von mit T. cruzi infizierten Mausen zu untersuchen. Zudem sollen Kardiomyozyten mit

T. cruzi infiziert werden. Anhand der Zellkulturversuche soll die Wirkung des iNOS-

Induktors LPS und der NOS-Inhibitoren L-NAME und SMLT untersucht werden.
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2 Material

2.1 Gerate

2.1.1 S3-Labor (Zentrum fiir Infektionsforschung Wiirzburg)

Tabelle 1: Gerditeliste S3-Labor

Gerat

Inverses Mikroskop
Lichtmikroskop
Inkubator
Sterilbank

Tischzentrifuge

Gerdtebezeichnung
Labovert

Lux 3

Heraeus BB 6220
Safe 2020

Heraeus Pico 21

Firma

Leitz

Leitz

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

2.1.2 Labor ZEMM (Zentrum fiir Experimentelle Molekulare Medizin)

Tabelle 2: Gerdteliste Labor ZEMM

Gerat

ELISA-Reader
ELISA-Reader
Entwicklermaschine
Fluoreszenzmikroskop
Heizblock

Inkubator

Inkubator

Lichtmikroskop

Spektrophotometer

Power Supply
Real-Time PCR System
Scanner
Thermocycler
Vakuumpumpe
Zentrifuge

Zentrifuge

Zentrifuge

Geratebezeichnung
Tecan Spectra
Dynex MRX tc
Ecomax

Biozera BZ-8000K
ThermoStat plus
Function line
Steri-Cult 200
Labovert
Axioskop 2 plus
NanoDrop 2000

P25, PP4000

iCycler iQ

Expression 1600
TPersonal Thermal Cycler
LAB Laboport

2K15, Sigma 2-15
Biofuge pico

GPKR Centrifuge
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Firma

Tecan

Dynex

Protec medical systems
Keyence

Eppendorf

Heraeus

Forma Scientific

Leitz

Zeiss

Thermo Scientific

Biometra
BioRad
Epson
Biometra
KNF
Sigma
Heraeus

Beckman



2.2 Verbrauchsmaterialien Labor ZEMM

2.2.1 Allgemeines Verbrauchsmaterial

Allgemeine Verbrauchsmaterialien wie z. B. Plastikréhrchen oder Pipettenspitzen
wurden Uber die Universitatsklinik Wirzburg (Medizinische Fakultat, Zentrallager), die
Firma A. Hartenstein Gesellschaft fiir Labor- und Medizintechnik mbH (Wirzburg,
Deutschland) oder die Firma Weckert Labor-, Rontgen- und Medizintechnik (Kitzingen,
Deutschland) bezogen.

2.2.2 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, Uber die Apotheke des
Universitatsklinikums Wirzburg oder tber die Firmen Merck (Darmstadt, Deutschland),
Roth (Karlsruhe, Deutschland), Sigma (Minchen, Deutschland) und A. Hartenstein

Gesellschaft fiir Labor- und Medizintechnik mbH (Wirzburg, Deutschland) bezogen.

2.3 Puffer, Lésungen und Medien

2.3.1 Farbel6ésungen

Tabelle 3: Giemsa
Produkt Verdiinnung

Giemsa-Stamml6sung (Roth) 1:20

Tabelle 4: Himatoxylin

Inhaltsstoffe Menge ing
Hamatoxylin (Roth) 3,0
Natriumiodat 0,5
Aluminiumkaliumsulfat 125
Chloralhydrat 125
Zitronensaure 2,5

Alle Komponenten in 2500 ml destilliertem Wasser l6sen.

Tabelle 5: Eosin
Inhaltsstoff Menge ing

Eosin (Merck) 1

In 100 ml destilliertem Wasser I6sen.
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Cardiomyocyte cross sectional area

Tabelle 6: 4 % PFA (Paraformaldehyd)

Inhaltsstoffe (MW [g/mol]) Menge ing
PFA [30,03] 4,0
PBS Ad 100 ml

Tabelle 7: Permeabilisierungsliésung Nonidet 2 %

Inhaltsstoffe Volumen in ml
Nonidet p40 1,0
PBS Ad 50 ml

Tabelle 8: DAPI

Inhaltsstoffe Volumen in ml
DAPI (Roth) (10 mg/ml) 0,1 ml
PBS Ad 50 ml

- Red Alexa Fluor 594 conjugate Wheat Agglutinin 1 pg/ul (Invitrogen™)

2.3.2 Zellkultur

Tabelle 9: Mattei-Medium fiir T. cruzi

Inhaltsstoffe Massein g
NacCl 4,0

KCl 0,4
NazHPO4 8,0
Glucose 2,0
Tryptose 10,0

Liver infusion broth (Difco) 2,0

Gemal eines Protokolls des Schweizerischen Tropen- und Public Health-Instituts in Basel
wurden fiir die Herstellung des Mediums alle Komponenten in 1 | Wasser geldst. Nach
der Einstellung des pH-Wertes auf pH = 7,2 wurde die Losung mit einem 0,2 um Bottle
Top Filter steril filtriert. Das noch inkomplette Medium wurde in 50 ml Tubes zu Aliquots
von 45 ml portioniert und bei -20 °C aufbewahrt.

Fiir die Fertigstellung wurde das Medium kurz vor Gebrauch aufgetaut und mit 5 ml
inaktiviertem Fetalen Kalberserum (inaktiviert fiir 30 Minuten im Wasserbad bei 60 °C)

und 50 pl Hamin-Stocklosung versetzt.
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Tabelle 10: Medium fiir Fibroblastenkultur

Inhaltsstoffe Volumen in ml
Medium-199 (Gibco) 500

FCS (Invitrogen) 50,0

Penicillin + Streptomycin (10000 U/ml + 250 5,0

mg/ml)

Fungizone (250 pg/ml) 5,0

Tabelle 11: Medium fiir neonatale Rattenkardiomyozyten

Inhaltsstoffe Menge/Volumen
MEM HBS with NEAA (Amimed) 12,5¢
L-Glutamin 292 mg
Na-Bicarbonat 350 mg
Streptomycin (50 mg/ml) 1ml

Penicillin G (50000 U/ml) 1ml

Vitamin B12 (2 mg/ml) 1ml
Bromdesoxyuridin (6,14 mg/ml) 5 ml

FCS (Invitrogen) 50 mi

dH20 Ad1l

Tabelle 12: PBS fiir Zellkultur

Inhaltsstoffe (MW [g/mol]) Menge in g
Nacl [58,44] 40,0

KCl [74,56] 1,0
NazHPO4*2H:0 [177,99] 7,2

KH2PO4 [136,09] 1,02

Zutaten in 5 Liter destilliertem Wasser auflésen und auf pH = 7,4 einstellen.

Tabelle 13: SMLT-Stammlésung

Inhaltsstoffe (MW [g/mol]) Menge
SMLT [265,33] 10 mg
dH:0 Ad1ml

Tabelle 14: L-NAME-Stammlésung

Inhaltsstoffe (MW [g/mol]) Menge
L-NAME [269,69] 1mg
dH:0 Ad 1ml
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Tabelle 15: LPS-Stammldsung
Inhaltsstoffe

LPS
dH20

2.3.3 Western Blot

Tabelle 16: MHC-Puffer
Inhaltsstoffe

NaCl
NaH:PO4s*H20
Na;HPO4
MgCI*6H20
NasP,07

EDTA

NaFI

Natriumorthovanadat

In 200 ml destilliertem Wasser auflosen

Tabelle 17: 1,5 M Tris-Puffer pH 8,8

Inhaltsstoffe (MW [g/mol])
Tris [121,14]
dH20

Tabelle 18: 1,0 M Tris-Puffer pH 6,8

Inhaltsstoffe (MW [g/mol])
Tris [121,14]
dH:0

Tabelle 19: 10 % SDS pH 8,0
Inhaltsstoffe (MW [g/mol])
SDS [288,38]
dH:0

Menge
1mg
Ad 1ml

Mengeing
3,5

2,76

1,42

0,04

0,54

0,74

0,168
0,037

Menge
18,17 g
Ad 100 ml

Menge
12,1g
Ad 100 ml

Menge

100 g
Ad 100 ml
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Tabelle 20: Trenngel

Inhaltsstoffe 10 %
1,5 M Tris pH 8,8 5,0 ml
10 % SDS 0,2 ml
Acrylamid/Bis (30 % Stock) 6,67 ml
10 % APS 0,1 ml
TEMED 0,01 ml
dH20 8,02 ml

Tabelle 21: Sammelgel
Inhaltsstoffe

1,0 M Tris pH 6,8
10 % SDS
Acrylamid/Bis (30 % Stock)
10 % APS
TEMED
dH20
Tabelle 22: 5 x PBS
Inhaltsstoffe (MW [g/mol])
NaCl [58,44]
NaH2P04*H20 [137,99]
NazHPO4 [141,96]
dH:0
Tabelle 23: 5 x Elektrophorese-Puffer pH 8,3
Inhaltsstoffe (MW [g/mol])
Tris [121,14]
Glycin [75,07]
SDS
dH20
Tabelle 24: Transfer-Puffer pH 8,3
Inhaltsstoffe
5 x Elektrophorese-Puffer pH 8,3
Methanol 100%ig
dH20

Menge in ml
2,5

0,1

1,7 ml

0,05 ml

0,01 ml

5,64 ml

Menge
20,0¢g
11,73 g
41,17 g
Ad 5,01

Menge
75,08
360,0 g
25,0g
Ad5,01

Menge
200 ml
200 ml
Ad 10|
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0,1 ml
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Tabelle 25: Waschlésung

Inhaltsstoffe
5xPBSpH 7,4
Tween20 100%ig
dH20

Tabelle 26: Blocklésung
Inhaltsstoffe
5xPBSpH7,4
Magermilchpulver

dH20

2.3.4 Polymerase-Kettenreaktion

Tabelle 27: 50 x TAE-Puffer

Inhaltsstoffe (MW [g/mol])

Tris [121,14]
CH3COOH [60,05]
Na;EDTA (0,5 M)
dH20

2.4 Antikorper

2.4.1 Primarantikérper

Tabelle 28: Primdrantikérper

Primarantikorper

NOS2 Antibody (M-19),

rabbit polyclonal IgG
Purified Mouse Anti-
nNOS

Purified Mouse Anti-
eNOS

Anti-Atrial Natriuretic
Peptide Antibody
alpha 1 cardiac muscle
Actin, purified mouse

antibody

Firma

Santa Cruz
Biotechnology, Inc.
BD Transduction
Laboratories™

BD Transduction
Laboratories™

Merck Millipore

Acris Antibodies GmbH

Menge
200,0 ml
0,5 ml
Ad1,0]|

Menge
20 ml

58

Ad 100 ml

Menge
42 g
55,1 ml
100 ml
Ad1l

Katalog Nr.

sc-650

610309

610297

AB5490

BM5079
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1:1000

1:250

1:250

1:3000



2.4.2 Sekundarantikérper

Tabelle 29: Sekunddrantikérper
Sekundarantikorper Firma

ECL Mouse IgG, HRP-
linked whole Ab (from
sheep)

ECL Rabbit IgG, HRP-
linked F(ab'), fragment
(from donkey)

2.5 Kommerzielle Kits

Tabelle 30: Kommerzielle Kits
Produkt

DNeasy Blood & Tissue Kit
All Prep DNA/RNA Mini Kit
Nitric Oxide Assay Kit

GE Healthcare Life

GE Healthcare Life

Katalog Nr.

NA931V

Sciences

NA9340V

Sciences

Firma
Quiagen
Quiagen

QuantiChrom
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Verdiinnung
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Katalog Nr.
69504
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3 Methoden

3.1 Parasiten

Fir alle Versuche wurde Trypanosoma cruzi vom Stamm Y genutzt. Die Parasiten wurden
uns von dem Schweizerischen Tropen- und Public Health-Institut in Basel tberlassen.
Fir die Arbeit mit dem humanpathogenen Parasiten, der eine erhdhte Schutzstufe
erfordert, wurde das S3-Labor des Zentrums fir Infektionsforschung Wirzburg zur

Verfligung gestellt.

3.1.1 Kultur

T. cruzi Y wurde in 25 mm? Zellkulturflaschen mit luftdurchlissigem Schraubverschluss
in einem Inkubator mit 5 % CO»-Gehalt bei einer Temperatur von 37 °C kultiviert.
Regelmalig wurden die Kulturen mit Hilfe eines inversen Mikroskops bezlglich der
Parasitendichte beurteilt. Sobald die Dichte der Parasiten so hoch war, dass in allen
Mikroskopierebenen Parasiten zu sehen waren, wurden diese zumeist im Verhaltnis 1:7
in frisches Medium Uberfihrt.

Des Weiteren wurden, um die Kultur zu erneuern, von Zeit zu Zeit neue Stabilate, die in
flissigem Stickstoff aufbewahrt wurden, aufgetaut. Dafir wurde in Zellkulturflaschen
Medium, versetzt mit Penicillin G und Streptomycin, vorgelegt und die bei 37 °C im
Wasserbad aufgetauten Stabilate hinzugefiigt. Um die Konzentration an toxischem
DMSO (Dimethylsulfoxid) zu reduzieren, wurde die neu aufgetaute Kultur am
darauffolgenden Tag im Verhaltnis 1:7 in frisches Medium Gberfihrt.

3.1.2 Infektion von Fibroblasten

In Kulturmedium wachst T. cruzi in der epimastigoten Form. Um aus der epimastigoten
Form die fiir Sdugetiere infektidse, trypomastigote Form zu erhalten, wurden
Fibroblasten infiziert. Die Fibroblasten wurden als Nebenprodukt bei der Isolation von
Kardiomyozyten aus neonatalen Ratten gewonnen. Sie wurden in Medium bei 37 °Cund
5 % CO> kultiviert. Kurz vor Infektion wurden die Fibroblasten trypsinisiert und gezahlt.
In jede 25 mm? Zellkulturflasche wurden 2,2 x 10° Fibroblasten ausgesit. Die Infektion
erfolgte durch Zugabe der zehnfachen Anzahl an epimastigoten Trypanosomen. In den

Fibroblasten wandeln sich die Trypanosomen in ihre amastigoten Formen um und
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vermehren sich durch Zellteilung. Die amastigoten Formen transformieren schlieRlich zu
den trypomastigoten Parasiten, die durch Lyse des Fibroblasten freigesetzt werden.
3.1.3 Giemsa-Farbung

Um die trypomastigote Form von der

Kinetoplast
epimastigoten unterscheiden zu ko&nnen,  epimastigote Form @L\—\«

. . . . Flagelle
wurden die Trypanosomen mit Giemsa-Losung

gefarbt. Dafir wurden 10 ul Uberstand von  inpomastigote Form

den infizierten Fibroblasten abgenommen, auf

einen Objekttrager pipettiert und amastigote Form

luftgetrocknet. Danach wurden die Praparate

1
Nucleus

10 Minuten in Methanol fixiert. Anschliefend , ,

Abbildung 9: Schematische Darstellung der
wurden die Objekttrager mit der morphologischen Stadien von T. cruzi
Praparateseite nach unten in die Giemsa-Farbeldésung getaucht. Nach 30 Minuten
wurden die Objekttrager mit Wasser abgespiilt und luftgetrocknet.

Das Praparat wurde im Lichtmikroskop betrachtet. Die Giemsa-Losung farbt vor allem
den Zellkern und den Kinetoplasten der Parasiten an. Anhand der Lokalisation des

Kinetoplasten, an dem die GeilRel inseriert, kdnnen trypomastigote und epimastigote

Form unterschieden werden (s. Abb. 9).

» -
\ | \.'.’ ¢
o 'y

Abbildung 10: links — epimastigote T. cruzi, mittig: amastigote T. cruzi, rechts: trypomastigote T. cruzi

3.1.4 Vorbereitung der Parasiten fiir die Infektion
Sobald im mit Giemsa gefarbten Praparat trypomastigote Parasiten detektiert worden
waren, wurde die Infektion der Mause vorbereitet. Hierflir wurden zunachst die

Uberstinde der infizierten Fibroblastenkultur bei 1000 rpm fiir 10 Min. zentrifugiert. Die
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Parasiten wurden mit Hilfe einer Neubauerkammer am Lichtmikroskop gezahlt. Anhand

der ermittelten Parasitenkonzentration wurde das zu injizierende Volumen berechnet.

3.2 Versuchsaufbau

Als Versuchstiere dienten Mause der Linie Balb/c, welche von Janvier Labs bezogen
wurden. Diese wurden im Tierstall des Rudolf-Virchow-Zentrums in licht- und
klimakontrollierter Umgebung gehalten.

Um die Wirkung von exogen zugefiihrtem Stickstoffmonoxid auf die Infektion mit T. cruzi
zu beurteilen, wurden die Mause mit dem NO-Donator PETN behandelt. Diese schon
lange bekannte Substanz, die zur Behandlung der Koronaren Herzerkrankung eingesetzt
wird, wurde den Mausen mit dem Futter verabreicht. Die tagliche Dosis von 300 mg/kg
Koérpergewicht verursacht bei Mausen keine relevanten Nebenwirkungen [47]. Fiir den
Versuch wurden 6 mit PETN behandelte und 6 unbehandelte Kontrollmause infiziert.
3.2.1 Infektion der Mause

Unmittelbar vor der Infektion wurden die Mduse mit Isofluran narkotisiert. Die Infektion
erfolgte durch intraperitoneale Injektion von 1 x 10° trypomastigoten Parasiten des
Stammes Y (s. 3.1.4).

3.2.2 Blutentnahme und Bestimmung der Parasitamie

10, 20 und 35 Tage nach Infektion wurde den Mausen Blut abgenommen, um die
Parasitamie zu beurteilen. Am Tag 85 nach Infektion erfolgte die Organentnahme. Den
Mausen wurde unter Isoflurannarkose ein kleines Stiickchen der Schwanzspitze
abgeknipst. Die aus dem Schwanz gewonnenen Blutstropfen wurden mit einer Kapillare
aufgesaugt und schlielilich in ein mit EDTA beschichtetes Eppendorfréhrchen Gberfihrt.
Mit dieser Methode konnten etwa 50 pul Blut pro Maus gewonnen werden.

3.2.3 DNA-Extraktion aus Mausblut

Das gewonnene Blut wurde mit PBS zu einem Volumen von 200 pl aufgefillt. Aus den
Proben wurde anschlieRend die DNA mit dem DNeasy Blood and Tissue Kit nach
Protokoll des Herstellers extrahiert.

Die DNA-Konzentrationen wurden mit Hilfe des NanoDrop® 2000 bestimmt.
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3.2.4 PCR zur Bestimmung der Parasitamie

Um mogliche Unterschiede beziglich der Parasitimie zwischen den mit PETN
behandelten und den unbehandelten Mé&usen zu detektieren, wurde eine PCR
durchgeflihrt. Die Primersequenzen fir die Amplifikation der T. cruzi-DNA waren 5'-
GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT-3’ und 5'-AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA-3’. Als
Positivkontrolle diente aus T. cruzi-Lysat gewonnene DNA.

Die DNA-Proben wurden hierfir durch Verdiinnung mit Wasser auf die gleiche DNA-
Konzentration von 5 ng/ul normalisiert. Des Weiteren wurde ein Mastermix hergestellt

(s. Tabelle 31).

Tabelle 31: Reaktionsmix PCR T. cruzi

Inhaltsstoffe Volumen in pl
5‘ Primer 5

3’ Primer 5

dNTP 5
TagPolymerase (Genaxxon, 250 U/ul) 0,5

10 x PCR Buffer E (Genaxxon) 5

H20 27,5

Pro Probe wurden 48 pul Mastermix in PCR-Tubes vorgelegt. Dann wurden 2 ul DNA
hinzugefiigt, um schliefllich ein Volumen von 50 pl zu erhalten. 30 Zyklen (96 °C fiir 30
Sek., 60 °C fir 30 Sek. und 72 °C fur 45 Sek.) wurden fiir die DNA-Amplifikation
verwendet.

3.2.5 Gelelektrophorese

Fur die Gelelektrophorese wurde zunachst ein 1,5%iges Agarosegel hergestellt. Hierfir
wurden 1,5 g Agarose in 100 ml TAE-Puffer aufgekocht. Nach Zugabe von 7,5 pl
Ethidiumbromid (2 mg/ml) wurde das Gel in eine Form mit Taschenformer gegossen.
Sobald dieses fest geworden war, konnten die mit 6 x Loading Dye (Thermo Fisher
Scientific) versetzten Proben in die Taschen des Gels pipettiert werden. Die Auftrennung
der Proben erfolgte bei 10 Volt/cm. Im Anschluss wurde das Gel unter UV-Licht

betrachtet und fotografiert.

22



3.2.6 Organentnahme

Zur Organentnahme wurden die Mause durch intraperitoneale Injektion von 2,2,2-
Tribromoethanol (Handelsname Avertin®) betdubt. Die betdubte Maus wurde auf einer
Feinwaage gewogen. Im Anschluss wurde der Thorax eroffnet und das Herz entfernt.
Dieses wurde kurz in Natriumchlorid-Losung gesplilt und gewogen. Mit einer Spritze
wurde samtliches Blut aus dem Thoraxraum aufgesaugt und in ein mit EDTA
beschichtetes Eppendorfrohrchen tiberfiihrt. Des Weiteren wurden Lunge, Milz, Nieren,
Skelettmuskel (M. gastrocnemius) und ein Stiick des Colon entnommen, in Tissue-Tek®
eingebettet und auf Trockeneis gefroren. AulRerdem wurde die Lange der Tibia
gemessen. Im Anschluss wurde das Herz weiterverarbeitet. Die Vorhofe wurden
abgetrennt und das restliche Herz quer in vier Teile geschnitten. Der Teil fur die
Histologie wurde in Tissue-Tek® eingebettet und wie die anderen Organe auf Trockeneis
gegeben. Die anderen Teile, die fir Protein- und Nukleinsaurenextraktion vorgesehen
waren, wurden auf der Feinwaage gewogen und schlieBlich in einem fest
verschlossenen Eppendorfrohrchen in fliissigen Stickstoff gegeben. Das Stlickchen, das
fur die Nukleinsaurenextraktion bestimmt war, wurde zudem vor dem Einfrieren noch
in RNAlater®, welches die RNA im Gewebe fiir einen spateren Gebrauch stabilisiert,
getaucht.

Das vierte Gewebestiickchen wurde fiir die Bestimmung der NO-Konzentration im
Herzgewebe genutzt. Hierflir wurde es zunadchst gewogen und mit dem 20-fachen an
PBS in ein Glasrohrchen Gberfihrt. In diesem wurde das Gewebestiickchen genauso wie
bei der Proteinextraktion homogenisiert.

3.2.7 NO-Messung im Herzgewebe

Die Messung der Stickstoffmonoxidkonzentration im Herzgewebe erfolgte direkt im
Anschluss an die Organentnahme. Es wurde das Nitric Oxide Assay Kit von
QuantiChrom™ verwendet und nach Anleitung des Herstellers vorgegangen. Zur
Deproteinisierung wurden die Proben sowie auch die nach Protokoll angemischten
Standards mit Zinksulfat und NaOH versetzt und anschlieRend zentrifugiert. 100 ul der
Uberstdnde wurden nachfolgend mit 200 pl des frisch angemischten Working Reagent

versetzt und bei 60 °C fur 10 Minuten inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die
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Proben auf eine 96-well Platte tiberfluihrt und die optische Dichte bei 540 nm gemessen.
Fir die Messung wurde der Dynex MRX TC Plate Reader verwendet.

Mit den gemessenen Werten der Standards wurde eine Standardkurve gebildet. Daraus
lieRen sich schlieBlich die NO-Konzentrationen der Proben berechnen. Die Steigung der

Standardkurve wurde durch lineare Regression ermittelt.

OD (Probe) — OD (Blank)
Steigung der Standardkurve

Nitric Oxide =

3.2.8 DNA-/RNA-Extraktion

Mit Hilfe des ,,All Prep DNA/RNA Mini Kits“ kann sowohl DNA als auch RNA aus einer
Gewebeprobe gewonnen werden. Das Herzgewebe wurde zundchst homogenisiert und
nach Protokoll des Herstellers zur DNA-/RNA-Extraktion weiter verarbeitet.

Die DNA- und RNA-Konzentrationen wurden mit Hilfe des NanoDrop® 2000 analog zur
Messung der Proteinkonzentration bestimmt.

3.2.9 Ermittlung der Parasitenlast im Gewebe durch Real-Time PCR

Um die Parasitenlast im Herzgewebe zu ermitteln, wurde mit der aus dem Herzgewebe
extrahierten DNA eine Real-Time PCR durchgefiihrt.

Die Primersequenzen flur die Amplifikation der T. cruzi-DNA war F: 5'
GGCTGCAGAGGTCAGGTGTT-3* R: 5-“GCATATCGGCAAACCAGCA-3". Als Positivkontrolle
diente aus T. cruzi-Lysaten gewonnene DNA. Mit dieser DNA wurde eine
Verdiinnungsreihe (1 bis 1:10000) hergestellt. Die DNA-Proben wurden zunachst auf die
gleiche DNA-Konzentration von 11 ng/ul gebracht und vorgelegt. Aus den weiteren

Bestandteilen wurde ein Mastermix vorbereitet.

Tabelle 32: Reaktionsmix SYBR Green Real-Time PCR T. cruzi

Inhaltsstoffe Menge
DNA-Probe (11 ng/pl) 4 ul
Forward-Primer 0,1 ul
Reverse-Primer 0,1ul

SYBR Green Fluor gPCR Mastermix (Quiagen®) 12,5 ul
RT PCR grade water Ad 25 pul

Zunéachst wurde 10 Minuten bei 95 °C inkubiert und im Anschluss 40 PCR-Zyklen (95 °C
fiir 15 Sek., 58 °C fiir 1 Min., 72 °C fir 1 Min.) durchgefihrt.

24



Als Referenzgen fiir die Normalisierung wurde Beta-Aktin verwendet.

Tabelle 33: Reaktionsmix SYBR Green Real-Time PCR Beta-Aktin
Inhaltsstoffe Menge

DNA-Probe (11 ng/pl) 4 ul
RT2 gPCR Primer Assay for Mouse Actb, Quiagen, 1 pl
Katalog Nr. PPM02945B

SYBR Green Fluor gPCR Mastermix (Quiagen®) 12,5 ul

RT PCR grade water Ad 25 pl

Zunachst wurde 10 Minuten bei 95 °C inkubiert und im Anschluss 40 PCR-Zyklen (95 °C
fr 15 Sek., 60 °C fir 1 Min.) durchgefiihrt.

Wahrend der Amplifikation werden in jedem Zyklus Fluoreszenzsignale gemessen. Als
ysthreshold cycle” (Ct-Wert) wird dabei der Zyklus bezeichnet, ab dem das
Fluoreszenzsignal das Hintergrundrauschen Ubersteigt. Je mehr DNA in einer Probe
enthalten ist, desto friiher zeigt sich ein Fluoreszenzsignal, desto niedriger ist also der
Ct-Wert. Mittels der delta-delta-Ct Methode kann die in der Probe enthaltene Parasiten-
DNA relativ quantifiziert werden. Um den delta-Ct-Wert zu erhalten, werden Ct-Werte
des Referenzgens von denen des Zielgens subtrahiert. Den delta-delta-Ct-Wert erhalt
man durch die Subtraktion des delta-Ct-Wertes der Kontrollgruppe von dem der
behandelten Gruppe. Aus diesem Wert ladsst sich wiederum die n-fache Expression
(behandelte Gruppe zu Kontrollgruppe) bestimmen [33].

ACt = Ct Zielgen — Ct Referenzgen

AACt = ACt Behandlung — ACt Kontrolle

Ratio = 2-2ACt

3.2.10 Gewebeschnitte

Die in Tissue-Tek® eingebetteten Herzen wurden am Kryotom in 10 um dicke Schnitte
geschnitten und auf Objekttrager aufgebracht.

3.2.10.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Um das Myokard bezliglich Parasitendichte und entziindlicher Infiltrate begutachten zu
kénnen, wurden die Schnitte mit Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbt. Bei der HE-Farbung
wird das Praparat in zwei Farbevorgangen mit zwei unterschiedlichen Farbstoffen

angefarbt. Hamatoxylin ist ein kationischer Farbstoff und farbt negativ geladene
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Strukturen (z. B. Zellkern) an. Eosin hingegen ist negativ geladen und farbt kationische
Komponenten wie das Zytoplasma.

Die Schnitte wurden zundachst 3 Minuten in Aceton fixiert und anschlieBend in PBS
gewaschen. Nach kurzem Spilen mit destilliertem Wasser wurden die Schnitte in
Hamatoxylin-Farbeldsung gegeben. Nach einer Farbedauer von 8 Minuten wurden die
Schnitte aus der Hamatoxylin-Losung herausgenommen und wieder mit destilliertem
Wasser gespult. Im Anschluss daran wurden diese in flieBendem Leitungswasser
gewassert. Durch diesen Vorgang entwickelt das Hamatoxylin seine blaue Farbe. Nach
anschlieendem Spiilen in destilliertem Wasser erfolgte die Farbung in der Eosin-Losung
far 12 Minuten.

Die vollstandig gefarbten Schnitte wurden schlieBlich mit destilliertem Wasser gespiilt
und darauf erst kurz in 100 % Alkohol und dann in ein Gemisch aus 50 % Alkohol und 50
% Xylol getaucht. Danach wurden sie erst fiir 10 Minuten in Xylol und fir weitere 10
Minuten in Rothistol gegeben. Als letzter Schritt erfolgte das Eindecken der Schnitte. Im

Anschluss wurden diese unter dem Lichtmikroskop betrachtet.

3.2.10.2 Bestimmung der KardiomyozytengréBe — Cardiomyocyte cross sectional area
Fiir die Bestimmung der KardiomyozytengroBe wurden Herzgewebeschnitte mit
Fluoreszenzfarbstoffen gefarbt. Fiir die Farbung der Zellmembran wurde der Farbstoff
Red Wheat Agglutinin, fur die Farbung des Zellkerns der Farbstoff DAPI genutzt. Red
Wheat Agglutinin ist ein Leptin, das an Sialinsdure und an N-Acetylglucosaminyl-Reste —
Bausteine der Zellmembran — bindet und diese somit relativ spezifisch anfarbt. DAPI
(4',6-Diamidin-2-phenylindol) bindet an der kleinen Furche der DNA-Helix. Durch seine
blaue Fluoreszenz macht der Farbstoff DNA spezifisch sichtbar.

Die Schnitte wurden zunachst mit 4 % PFA fir 17 Minuten fixiert. Nach der Fixation
wurden sie in PBS gewaschen. Anschliefend wurde fir 10 Minuten 2 % Nonidet P40 auf
die Schnitte gegeben, um die Zellmembranen zu permeabilisieren und sie damit
durchlassig fur die Farbstoffe zu machen. Darauf folgte die Inkubation mit dem
Farbstoffgemisch aus DAPI und Red Wheat Agglutinin fir eine halbe Stunde bei
Raumtemperatur und im Dunklen. Nach einem weiteren Waschvorgang mit PBS wurden

die Schnitte mit Fluoromount Mounting Medium eingedeckelt.
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Fir die Aufnahme der Bilder wurde das Fluoreszenzmikroskop genutzt. StandardmaRig
wurden die quer angeschnittenen Zellen des Ventrikelseptums fotografiert. Pro Herz

wurden 100 Zellen mit dem Programm Image J ausgemessen.
3.2.11 Western Blot Analysen

3.2.11.1 Proteinextraktion aus Herzgewebe

Das Herz wurde bereits unmittelbar nach der Organentnahme in vier Teile geteilt. Das
Stiickchen, das fur die Proteinextraktion vorgesehen war, wurde gewogen und in einem
Eppendorfréhrchen bei -80 °C gelagert.

Dividiert man das Gewicht des Gewebestlickchens durch 0,06, erhalt man die Menge an
MHC-Puffer, die fiir die Proteinextraktion bendtigt wird.

Das Eppendorfrohrchen mit dem Gewebestiickchen wurde zunachst kurz in flissigen
Stickstoff gegeben. Das gefrorene Gewebestilickchen und die ermittelte Menge MHC-
Puffer wurden dann in einem Glasrohrchen mit dem Homogenisator bei circa 1200
Umdrehungen pro Minute homogenisiert. Sobald das Gewebestiickchen vollkommen
homogenisiert war, wurde die Lésung wieder in ein Eppendorfrohrchen gegeben und
bei 1500 g und 4 °C fir 15 Minuten zentrifugiert. Der nach dem Zentrifugieren
entstandene Uberstand wurde in ein neues Eppendorfrohrchen iberfiihrt und die
Proteinkonzentration mittels NanoDrop® ermittelt.

3.2.11.2 Ermittlung der Proteinkonzentration mittels NanoDrop® 2000

Nach der Proteinextraktion wurde die Proteinkonzentration mit Hilfe des NanoDrop®
2000 ermittelt. Dies ist ein Spektrophotometer, das in sehr geringen Probenvolumina
(0,5-2 ul) DNA-, RNA- und Proteinkonzentrationen messen kann.

Hier wurden nun zundchst 2 upl MHC-Puffer als Referenz auf den Probenhalter
aufgebracht. Daraufhin wurden jeweils 2 ul Probe auf den Probenhalter pipettiert, die
Absorption gemessen und die Proteinkonzentration ermittelt. 1 Absorptionseinheit bei
280 nm entspricht dabei einer Proteinkonzentration von 1 mg/ml.

3.2.11.3 Bestimmung der Proteinexpression mittels Western Blot

Um die Expression der verschiedenen NO-Synthasen im Herzgewebe unter PETN-
Einfluss und Infektion mit T. cruzi zu bestimmen, wurden Western Blot Analysen mit

verschiedenen Antikérpern durchgefiihrt. Bezliglich der NOS-Expression wurden
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Herzgewebe unbehandelter nicht infizierter (WT), unbehandelter infizierter (7. cruzi)
und behandelter infizierter (PETN + T. cruzi) Versuchsmause verglichen.

Zunachst wurden hierfiir die Proben, bei denen bereits die Proteinkonzentration
bestimmt worden war, auf identische Proteinkonzentrationen eingestellt. Danach
wurden diese mit 3 x Blue Loading Buffer versetzt und fiir 5 Minuten bei 95 °C im
Heizblock denaturiert. Im Anschluss wurden die Proben mit jeweils 20-50 pug
Gesamtprotein auf 10-15%iges Acrylamidgel aufgetragen und mit einer anliegenden
Spannung von 90 Volt in Einzelproteine aufgetrennt. Danach wurden die Proteine auf
eine Nitrozellulosemembran lberfihrt. Der elektrophoretische Transfer erfolgte tUber
Nacht bei 100 mA. Im Anschluss daran wurde die Membran fir mindestens zwei
Stunden mit Blocklésung, die unspezifische Antikérperbindungen verhindern soll, bei
Raumtemperatur auf einem Schittler inkubiert. Der Primarantikorper, der an das
gesuchte Protein binden soll, wurde iber Nacht bei 4 °C auf die Membran gegeben. Am
darauffolgenden Tag wurde die Membran griindlich (mindestens 3 x 5 Minuten) in
PBS/Tween gewaschen, bevor sie mit dem entsprechenden Sekundarantikérper
inkubiert wurde. Die Inkubation mit dem Sekundéarantikorper erfolge fir mindestens
eine Stunde bei Raumtemperatur. Nachfolgend wurde die Membran wieder griindlich
gewaschen und schlieBlich fir eine Minute in ECL (GE Healthcare) gegeben. Um ein
Signal zu erhalten, wurde zunéchst flir 2 Minuten ein Film aufgelegt und im Anschluss
entwickelt. Die so erhaltenen Banden wurden eingescannt und mit dem Programm Scan

Pack auf die Ladekontrolle normiert und ausgewertet.

3.3 Zellkultur — Neonatale Rattenkardiomyozyten

In diesem Versuchsteil sollte zum einen die Wirkung von endogen produziertem NO auf
die Infektion der Kardiomyozyten mit T. cruzi (T) beurteilt werden. Hierflir wurden die
Kardiomyozyten mit Lipopolysaccharid (LPS; in den Abbildungen L), das die Expression
der iNOS und damit die NO-Produktion induziert, behandelt. Zudem wurden zwei
verschiedene NOS-Inhibitoren, NG-Nitro-L-arginine Methyl Ester (L-NAME; in den
Abbildungen N) und S-Methyl-L-thiocitrullin (SMLT; in den Abbildungen S), getestet.
Zum anderen wurde den Kardiomyozyten Glyceroltrinitrat (Nitrolingual), ein NO-

Donator, hinzugefiigt, um die Wirkung von exogenem NO zu untersuchen.

28



Die Kardiomyozyten wurden in der Arbeitsgruppe nach dem modifizierten Protokoll von
Simpson und Savion aus neonatalen Ratten isoliert und uns zur Verfligung gestellt [30,
51, 55]. Sie wurden entweder auf Chamber slides (2 x 10° Kardiomyozyten pro well) oder
6-well Platten (1,5 x 10° Kardiomyozyten pro well) ausgesat und in MEM mit 5 % FCS im
Brutschrank bei 37 °C und 1 % CO; kultiviert. Drei Tage nach Praparation wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und das Medium gewechselt. Anschliefend erfolgte die
Infektion der Zellen mit T. cruzi im Verhaltnis Parasiten:Kardiomyozyten = 10:1. Um die
iNOS und damit die endogene NO-Produktion der Kardiomyozyten zu induzieren,
wurden pro ml Medium 5 pg LPS hinzugefiigt. Auerdem wurde um die Wirkung der
NOS-Inhibitoren L-NAME und SMLT zu testen jeweils 5 pug L-NAME bzw. 300 nmol SMLT
zur Nahrlosung hinzugegeben. Der Effekt von exogen zugefiihrtem NO auf die Infektion
mit T. cruzi wurde durch die tagliche Zugabe zweier verschiedener Konzentrationen
(NO1: 0,05 mM, NO10: 0,5 mM) Glyceroltrinitrat (Nitrolingual) zum Medium untersucht.
Die Parasiten im Uberstand der Kardiomyozyten wurden tiglich gez3hlt. Drei Tage nach
Infektion wurde der Versuch beendet. Im Uberstand wurde mittels des Nitric Oxide
Assay Kit von QuantiChrom™ (s. NO-Messung) die Konzentration von Stickstoffmonoxid
gemessen. Die Zellen auf den Chamber slides wurden mit 4 % PFA fixiert und analog zu
3.1.3 mit Giemsa gefarbt. Die Kardiomyozyten auf den 6-well Platten wurden am dritten
Tag nach Infektion abgeerntet und die Proteine extrahiert (s. Proteinextraktion aus
Zellkultur), mit denen schlielRlich Western Blot Analysen (s. 3.2.11.3) durchgefiihrt
wurden.

3.3.1 Ermittlung der Parasitenzahl im Uberstand

Um die Trypanosomen besser zihlen zu kénnen, wurde zunichst der Uberstand im
Verhdltnis 1:100 mit 1 x PBS verdiinnt. AnschlieBend wurden die Parasiten mit Hilfe
einer Neubauerkammer gezahlt. Die absolute Zahl der Parasiten pro well ergab sich aus
der Zahl der in der Neubauerkammer gezdhlten T. cruzi multipliziert mit dem Faktor 2,5,
dem Verdlinnungsfaktor und dem Volumen des Mediums.

3.3.2 Ermittlung der Parasitenlast im Kardiomyozyt

Die Kardiomyozyten wurden mit Giemsa gefarbt, im Lichtmikroskop betrachtet und

fotografiert. Pro Gruppe wurden jeweils 100 Zellkerne und die Trypanosomen in den
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dazugehorigen Zellen gezahlt. Im Anschluss wurde das Verhdltnis der Anzahl der
Trypanosomen pro Zellkern berechnet.

3.3.3 Ermittlung der Parasitenlast mittels Real-Time PCR

Analog zu 3.2.8 wurde aus den neonatalen Rattenkardiomyozyten DNA extrahiert. Im
Anschluss wurde analog zu 3.2.9 eine Real-Time PCR zur Ermittlung der Parasitenlast

durchgefihrt. Hier wurden jeweils 10 ng als Template eingesetzt.

Tabelle 34: Reaktionsmix PCR T. cruzi

Inhaltsstoffe Menge
DNA-Probe 10 ng
Forward-Primer 0,1 pl
Reverse-Primer 0,1 ul

SYBR Green Fluor qPCR Mastermix (Quiagen®) 12,5 ul

RT PCR grade water ad 25 pl

Tabelle 35: Reaktionsmix SYBR Green Real-Time PCR Beta-Aktin
Inhaltsstoffe Menge

DNA-Probe 10 ng
RT? qPCR Primer Assay for Mouse Actb, Quiagen, 1 pl
Katalog Nr. PPM02945B

SYBR Green Fluor gPCR Mastermix (Quiagen®) 12,5 ul

RT PCR grade water ad 25 ul

3.3.4 Western Blot Analysen

3.3.4.1 Proteinextraktion aus Zellkultur

Zundchst wurde das gesamte Medium von den Zellen entfernt. Um die Zellen zu
trocknen, wurden sie etwa fliinf Minuten stehen gelassen. Danach wurden 150 pl MHC-
Puffer auf die Zellen pipettiert. Im Anschluss wurden diese mit einem Zellschaber aus
der Zellkulturschale gel6st und in ein Eppendorfrohrchen Gberfihrt. Diese wiederum
wurden, um die Proteine aus den Zellen zu I6sen, fiir 15 Minuten in einem Ultraschallbad
homogenisiert.

3.3.4.2 Bestimmung der Proteinexpression mittels Western Blot

Um die Expression der induzierbaren NO-Synthase unter Behandlung mit LPS zu
beurteilen, wurden mit den aus der Zellkultur extrahierten Proteinen analog zu 3.2.11

Western Blot Analysen durchgefiihrt.
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3.3.5 NO-Messung
Der Frage, ob die vermehrte iNOS-Expression auch zu einer erhéhten NO-Produktion
fliihre, wurde mit einer NO-Messung nachgegangen. Die NO-Messung erfolgte analog zu

3.2.7. Hier wurden jedoch direkt die Uberstinde der Zellen verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Tierversuch

12 Balb/c-M&use wurden mit jeweils 10° Parasiten infiziert. 6 der Tiere wurden
zusatzlich mit PETN behandelt. An Tag 10, 20, 35 und 85 nach Infektion wurde die
Parasitenlast im Blut mittels PCR kontrolliert.

Eine der nicht mit PETN behandelten Kontrollmduse verstarb aus unklarer Ursache. Alle
anderen Mause Uberlebten die Infektion mit T. cruzi bis zum Versuchsende an Tag 85
nach Infektion. In keiner der Blutproben konnten durch PCR Parasiten nachgewiesen

werden.

4.1.1 NO-Messung

Im Herzgewebe beider Versuchstiergruppen wurden die Konzentrationen von
Stickstoffmonoxid (NO) gemessen. In der PETN-Gruppe zeigte sich eine
durchschnittliche NO-Konzentration von 121,1 pumol/l wahrend in der unbehandelten
Kontrollgruppe der Spiegel bei 51,7 umol/I lag (Abb. 11). In der mit PETN behandelten
Gruppe ist die NO-Konzentration also tendenziell hdher als in der unbehandelten. Eine
statistische Signifikanz ergab sich jedoch aufgrund der sehr kleinen GruppengréRen

nicht.
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Abbildung 11: NO-Konzentration im Myokard. In den mit PETN behandelten Mdusen (n = 5) ist NO héher
als in den unbehandelten (n = 4). Die Sdulen geben den Mittelwert + SEM an.

4.1.2 Parasitenlast im Herzgewebe
Zusatzlich stellte sich die Frage, ob die Behandlung mit PETN eine Auswirkung auf die

Parasitenlast im Herzgewebe hat. In der hierzu durchgefiihrten lichtmikroskopischen
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Untersuchung zeigten sich im Gewebe weder Hinweise auf Parasiten noch auf
entziindliche Infiltrate.

Auch die mit DNA aus Herzmuskelgewebe durchgefiihrte Real-Time PCR, mit der auch
geringe Mengen an Trypanosomen-DNA detektiert werden koénnen, ergab keinen
Nachweis von T. cruzi-DNA. Die Ct-Werte der Proben befanden sich alle im Bereich des

Ct-Werts der Negativkontrolle.
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Abbildung 12: Real-Time PCR zur Detektion von T. cruzi-DNA — Zykluszahlen. Verdiinnungsreihe der
Positivkontrolle (1 bis 1:10000), Negativkontrolle (blank), DNA aus Herzen nicht infizierter Wildtypmduse
(griin, WT), behandelter infizierter Mduse (rot, PETN + T. cruzi) und unbehandelter infizierter Mduse (blau,
T. cruzi)

4.1.3 Beurteilung der Herzen

Im Rahmen der Infektion mit T. cruzi kann es zu einer Hypertrophie des Herzens
kommen. Um Auswirkungen von PETN auf die HerzgrofRe der infizierten Méause zu
beurteilen, wurden Quotienten aus Herzgewicht und Kérpergewicht berechnet und die

durchschnittliche GroRRe eines Kardiomyozyten bestimmt.
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4.1.3.1 Herzgewicht/Mausgewicht
Ein erhohter Quotient konnte einen Hinweis auf eine Herzhypertrophie geben. Hier
konnte jedoch kein Unterschied im Herzgewicht/Mausgewicht-Quotienten beobachtet

werden.
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0,00%
PETN + T. cruzi T. cruzi

Abbildung 13: Quotient aus Herzgewicht und Kérpergewicht. Es sind keine Unterschiede zwischen
behandelter Gruppe und Kontrollgruppe zu sehen. Die Sdulen geben den Mittelwert + SEM der
Herzgewicht/Mausgewicht-Quotienten, die fiir jede Maus berechnet wurden, an.

4.1.3.2 Kardiomyozytengrofle
Auch die VergroRBerung der einzelnen Herzzellen kann auf eine Hypertrophie des
gesamten Herzens hinweisen. Die Kardiomyozyten der behandelten Mause erscheinen

geringflgig kleiner als die der unbehandelten.
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Abbildung 14: Durchschnittliche Kardiomyozytengréfie. Die durchschnittliche Fldche eines

Kardiomyozyten der behandelten Gruppe (PETN + T. cruzi) ist etwas kleiner als die der unbehandelten (T.
cruzi). Die Séulen geben den Mittelwert + SEM von jeweils 100 gemessen Zellen pro Maus an.
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4.1.4 Expression der NO-Synthasen im Herzgewebe

Mit Hilfe von Western Blot Analysen wurde die Expression der NOS-Isoformen im
Herzgewebe untersucht.

4.1.4.1 iNOS-Expression

Bezlglich der mittels Western Blot untersuchten iNOS-Expression zeigte sich in der
densitometrischen Expressionsanalyse beider Gruppen im Vergleich zur Ladekontrolle
Aktin kein Unterschied.

Uber die iNOS-Bande der Wildtypmaus (WT) l3sst sich hier keine Aussage treffen, da die

iNOS-Positivkontrolle (iINOS+) diese liberschattet.

iNOS
. = m@meem e o= T
ca. 130 kD . ” .
ca.40 kD

- ! J e Ceed

PETN + T. cruzi T. cruzi WT iNOS +

iNOS/Aktin [relative Einheiten]

PETN + T. cruzi T. cruzi

Abbildung 15: iNOS-Expression. Western Blot Analyse der iNOS-Expression und densitometrische Analyse
der iNOS-Expression in der behandelten (PETN + T. cruzi, n = 6) im Vergleich zur unbehandelten Gruppe (T.
cruzi, n = 5). Die Sdulen geben den Mittelwert + SEM der densitometrischen Analysen der jeweiligen
Gruppe an.

4.1.4.2 nNOS-Expression

Eine Expression der neuronalen NO-Synthase (nNOS) konnte weder im Herzgewebe der
behandelten Mause noch der Kontrollmduse nachgewiesen werden. Die Funktion des
nNOS-Antikorpers war zuvor in den Experimenten zum Mausmodell mit nNOS-

Uberexpression getestet worden.
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Abbildung 16: nNOS-Expression. Die Expression der nNOS konnte mittels Western Blot Analyse nicht
nachgewiesen werden.

4.1.4.3 eNOS-Expression

Die beiden Gruppen unterscheiden sich nicht im Hinblick auf die Expression der
endothelialen NO-Synthase (eNOS). In der nicht-infizierten Wildtypmaus scheint die
eNOS geringer exprimiert zu sein. Da hier allerdings nur eine Probe betrachtet wurde,

lasst sich darlber keine fundierte Aussage treffen.
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Abbildung 17: eNOS-Expression. Western Blot Analyse der eNOS-Expression und densitometrische Analyse
der eNOS-Expression in der behandelten (PETN + T. cruzi, n = 6) im Vergleich zur unbehandelten Gruppe
(T. cruzi). Die Séulen geben den Mittelwert + SEM der densitometrischen Analysen der jeweiligen Gruppe
an.
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4.2 Zellkulturversuche

Um die Rolle von NO und der induzierbaren NO-Synthase weiter zu untersuchen,
wurden Kardiomyozyten mit T. cruzi infiziert und mit verschiedenen Substanzen
behandelt.

4.2.1 Expression der iNOS in infizierten vs. nicht-infizierten Kardiomyozyten

Um einen moglichen Effekt der Infektion mit T. cruzi auf die Expression der iNOS zu
detektieren, wurden Western Blot Analysen mit aus Kardiomyozyten isolierten
Proteinen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich die iNOS in den infizierten Kardiomyozyten
starker exprimiert als in nicht-infizierten. Normalisiert auf die Aktin-Expression zeigt sich

ein Anstieg der iNOS-Expression auf das 12,7-Fache.

iNOS/Aktin [relative Einheiten]
o
£
o

nicht-infiziert infiziert

Abbildung 18: iNOS-Expression. Western Blot und densitometrische Analyse der iNOS-Expression in mit
T. cruzi infizierten und nicht-infizierten Kardiomyozyten.

4.2.2 NO-Produktion in infizierten vs. nicht-infizierten Kardiomyozyten

Daraufhin interessierte, ob sich die erhéhte iINOS-Expression in der NO-Konzentration
im Zellkulturiberstand bemerkbar macht. In der durchgefiihrten NO-Messung zeigten
sich mit 2,84 uM im Zellkulturiberstand der nicht-infizierten und 3,04 uM in der

infizierten Gruppe jedoch annahernd gleiche NO-Konzentrationen.
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Abbildung 19: NO-Konzentration im Zellkulturiiberstand. NO-Konzentration im Uberstand nicht-
infizierter und infizierter Kardiomyozyten.

4.2.3 Einfluss von LPS auf die iNOS-Expression

In der Literatur ist die Induktion von iNOS durch LPS beschrieben [56]. Um einen
Vergleichswert zur iNOS-Induktion durch Infektion mit T. cruzi zu erhalten, wurden
Kardiomyozyten mit LPS und dem NOS-Inhibitor L-NAME behandelt und im Anschluss

die iINOS-Expression mittels Western Blot Analysen untersucht.
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Abbildung 20: iNOS-Expression. Western Blot und densitometrische Analyse der iNOS-Expression unter
Behandlung mit LPS (L) und L-NAME (N). OOO: unbehandelt, OLO: Behandlung mit LPS, OON: Behandlung
mit L-NAME, OLN: Behandlung mit LPS und L-NAME.
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Unter Behandlung mit LPS (OLO) kam es zu einer ausgepragten iNOS-Induktion mit
einem Anstieg der iNOS-Expression auf das 45-fache im Vergleich zur unbehandelten
Gruppe (000). Die weitere Zugabe von L-NAME (OLN) verringerte die iNOS-Induktion

wiederum um etwa ein Funftel.

4.2.4 NO-Produktion unter Behandlung mit LPS
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Abbildung 21: NO-Konzentration im Uberstand. NO-Konzentration unter Behandlung mit LPS und L-
NAME. O0O0: unbehandelt, OLO: Behandlung mit LPS, OON: Behandlung mit L- NAME, OLN: Behandlung
mit LPS und L-NAME

Von den mit LPS behandelten Kardiomyozyten wird deutlich mehr NO freigesetzt als in
unbehandelten. In der mit L-NAME und LPS (OLN) behandelten Gruppe wurden
annahernd gleiche Werte gemessen wie in der nur mit LPS behandelten (OLO). Die
Verringerung der iNOS-Induktion durch L-NAME spiegelt sich somit nicht in der NO-

Produktion wider.
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4.2.5 Expression der iNOS in mit LPS behandelten, infizierten Kardiomyozyten

Die Behandlung infizierter Kardiomyozyten mit L-NAME (TON) und SMLT (TOS) fihrt zu
einer Reduktion der durch die Infektion mit T. cruzi induzierten iNOS-Expression. Die
gleichzeitig durch Behandlung mit LPS und Infektion mit T. cruzi induzierte iNOS-
Expression (TLO) wird durch Zugabe von L-NAME (TLN) oder SMLT (TLS) nicht reduziert,
sondern bleibt im Falle von SMLT gleich. Durch Zugabe von L-NAME scheint sie sogar

gesteigert zu werden.
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Abbildung 22: iNOS-Expression. Western Blot und densitometrische Analyse der iNOS-Expression in
infizierten Kardiomyozyten unter Behandlung mit LPS (L) und NOS-Inhibitoren L-NAME (N) und SMLT (S)
TOO: Infektion mit T. cruzi ohne Behandlung, TLO: T. cruzi + Behandlung mit LPS, TON: T. cruzi +
Behandlung mit L-NAME, TOS: T. cruzi + Behandlung mit SMLT, TLN: T. cruzi + Behandlung mit LPS und L-
NAME, TLS: T. cruzi + Behandlung mit LPS und SMLT.

iNOS/Aktin [relative Elnheiten]
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4.2.6 NO-Produktion in infizierten, mit LPS behandelten Kardiomyozyten
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Abbildung 23: NO-Konzentration im Uberstand. TOO: Infektion mit T. cruzi ohne Behandlung, TLO: T. cruzi
+ Behandlung mit LPS, TON: T. cruzi + Behandlung mit L-NAME, TOS: T. cruzi + Behandlung mit SMLT, TLN:
T. cruzi + Behandlung mit LPS und L-NAME, TLS: T. cruzi + Behandlung mit LPS und SMLT.

Im Uberstand der mit LPS behandelten infizierten Kardiomyozyten (TLO) wurden
deutlich hohere NO-Konzentrationen gemessen als in unbehandelten (TOO). Die
weitere Zugabe von L-NAME wirkte sich jedoch nicht auf die NO-Konzentration im
Uberstand aus (TLN). Die zusitzliche Behandlung mit SMLT hingegen, fiihrte zu einer
Verringerung der NO-Konzentration (TLS). Eine Behandlung infizierter Zellen nur mit L-

NAME (TON) oder SMLT (TOS) hatte hier keinen Einfluss auf die NO-Konzentration.
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4.2.7 Einfluss der LPS-Behandlung auf das InfektionsausmaR
4.2.7.1 Parasiten im Uberstand
Die niedrigste Parasitenzahl zeigte sich im Uberstand der nur mit LPS behandelten
Kardiomyozyten (TLO). Die Uberstidnde der unbehandelten und ausschlieRlich mit NOS-
Inhibitoren behandelten Kardiomyozyten enthielten groRere Anzahlen an
Trypanosomen, die sich untereinander nicht unterschieden (TOO, TON, TOS). Die
Parasitenzahlen im Uberstand der gleichzeitig mit LPS und L-NAME behandelten
Kardiomyozyten (TLN) waren hoher als in der nur mit LPS behandelten Gruppe, jedoch
niedriger als in der unbehandelten Gruppe. Die Zugabe von SMLT (TLS) zur LPS-
Behandlung fiihrte zu einem weiteren Anstieg der Parasitenzahl im Uberstand.
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Abbildung 24: Parasitenzahl im Uberstand der Kardiomyozyten. Die Séulen geben jeweils den Mittelwert
aus zwei Proben * den Standardfehler des Mittelwertes an.
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4.2.7.2 Parasiten pro Kardiomyozyt

Da die Anzahl der Trypanosomen im Uberstand das AusmaR der Infektion der
Kardiomyozyten nicht ausreichend genau widerspiegelt, wurden die Kardiomyozyten
angefarbt und mikroskopiert. Der Grof3teil der Kardiomyozyten enthielt keine oder
wenige Parasiten (rechts), nur einzelne zeigten sich komplett gefiillt mit amastigoten T.

cruzi (links).

Abbildung 25: Kardiomyozyten mit Giemsa geféirbt. links: gefiillt mit zahlreichen amastigoten T. cruzi,
rechts: keine Amastigoten

Das Zahlen der intrazelluldaren Trypanosomen pro Kardiomyozytennucleus erschien
daher nicht sinnvoll.

4.2.7.3 Relative Quantifizierung der Parasiten-DNA mittels Real-Time PCR

Zur zuverlassigeren Quantifizierung der Parasitenlast und zum objektiveren Vergleich

der Behandlungsgruppen wurde mit aus den kultivierten Zellen isolierter DNA eine Real-

Time PCR durchgefiihrt.
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Abbildung 26: Vergleich der T. cruzi-DNA-Menge der verschiedenen Behandlungsgruppen mit der
unbehandelten Kontrolle (TOO), die Sdulen geben die n-fache Expression von T. cruzi-DNA bezogen auf
die unbehandelte Kontrolle an.

T. cruziDNA
(n-faches der unbehandelten Kontrolle)
=
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In den unbehandelten Kardiomyozyten wurde die geringste Menge Trypanosomen-DNA
nachgewiesen. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe zeigen alle mit LPS
behandelten Gruppen eine 1,8-1,9-fache Konzentration an T. cruzi-DNA. In den mit
NOS-Inhibitoren behandelten Gruppen betragt die T. cruzi-DNA-Menge das 1,1-1,2-

fache der Kontrollgruppe.

4.2.7.4 ANP Western Blot

Das Atriale natriuretische Peptid (ANP) dient als prognostischer Marker bei
Herzinsuffizienz. Im Rahmen einer Herzinsuffizienz, insbesondere auch bei der Chagas-
Kardiomyopathie, ist das im Blut zirkulierende ANP erhoht [45]. Um herauszufinden, ob
die Infektion mit T. cruzi auch in einzelnen Kardiomyozyten Einfluss auf das ANP-Level
hat, wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt. Hier zeigten sich in den infizierten

Kardiomyozyten deutlich geringere ANP-Level als in den nicht-infizierten.
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Abbildung 27: ANP-Level. Western Blot und densitometrische Analysen in nicht-infizierten und infizierten
Kardiomyozyten
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4.2.8 Einfluss des NO-Donators auf das Infektionsausmafd
4.2.8.1 Parasiten im Uberstand

Unter Behandlung mit Glyceroltrinitrat ist die Anzahl der Parasiten im Uberstand

tendenziell etwas geringer als ohne Behandlung.
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Abbildung 28: Parasitenzahl im Uberstand der Kardiomyozyten. Die Séulen geben jeweils den Mittelwert
aus zwei Proben * den Standardfehler des Mittelwertes an. NO1: 0,05 mM Glyceroltrinitrat, NO2: 0,5 mM
Glyceroltrinitrat

4.2.8.2 Relative Quantifizierung der Parasiten-DNA mittels Real-Time PCR

Auch hier wurde zur besseren Quantifizierung der Parasitenlast eine Real-Time PCR mit
DNA aus Kardiomyozyten durchgefiihrt. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe
weisen die mit Glyceroltrinitrat behandelten Gruppen die 1,54-fache bzw. 1,46-fache

Menge an T. cruzi-DNA auf.
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Abbildung 29: Vergleich der T. cruzi-DNA Menge der verschiedenen Behandlungsgruppen mit der
unbehandelten Kontrolle. Die Siulen geben die n-fache Expression von T. cruzi-DNA bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle an.

45



4.2.8.3 Expression der iNOS unter Behandlung mit NO-Donator Glyceroltrinitrat
Auch hier kann in den infizierten Kardiomyozyten eine hohere iNOS-Expression
nachgewiesen werden als in den nicht-infizierten. Unter Behandlung mit
Glyceroltrinitrat zeigt sich in infizierten Kardiomyozyten eine etwas geringere iNOS-
Expression als in den unbehandelten, infizierten Kardiomyozyten.
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Abbildung 30: iNOS-Expression. Western Blot und densitometrische Analyse der iNOS-Expression in
infizierten Kardiomyozyten unter Behandlung mit Glyceroltrinitrat. NO1: 0,05 mM Glyceroltrinitrat, NO2:
0,5 mM Glyceroltrinitrat
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4.2.8.4 ANP Western Blot
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Abbildung 31: ANP-Level. Western Blot und densitometrische Analysen in nicht-infizierten und infizierten
Kardiomyozyten und unter Behandlung mit Glyceroltrinitrat.

Auch hier wurden die intrazellularen ANP-Level mittels Western Blot Analysen ermittelt.
Erneut ergab sich der Hinweis darauf, dass in den infizierten Kardiomyozyten weniger
ANP nachweisbar ist als in den nicht-infizierten. In infizierten Kardiomyozyten wurde
unter Behandlung mit Glyceroltrinitrat etwas mehr ANP gemessen als in unbehandelten,

infizierten Kardiomyozyten.
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5 Diskussion

Die Chagas-Krankheit hat auch tiber 100 Jahre nach ihrer Erstbeschreibung durch Carlos
Chagas noch nicht an Bedeutung verloren. Pecoul et al. schatzen, dass innerhalb der
nachsten 5 Jahre etwa 200.000 Menschen an den Komplikationen der Chagas-Krankheit
sterben werden [49]. Der Grofteil von ihnen stammt dabei aus der armsten
Bevolkerungsschicht Siidamerikas. Viele Autoren sehen darin den Grund dafiir, dass die
Chagas-Krankheit fiir die Pharmaindustrie von eher geringem Interesse ist [16].
Aufgrund des ungiinstigen Nebenwirkungsprofils der derzeit zugelassenen
Medikamente und deren mangelnder Wirksamkeit in der chronischen Phase der
Erkrankung ist die Forschung an neuen Medikamenten jedoch unbedingt notwendig.
Bereits therapeutisch genutzte NO-Donatoren kénnten sich als mégliche Medikamente

anbieten.

5.1 Tierversuch

In diesem Versuchsteil sollte die Auswirkung des NO-Donators PETN auf die Chagas-
Kardiomyopathie in Mausen untersucht werden. Dazu wurden 12 Balb/c-Mause mit T.
cruzi infiziert. 6 der Mause erhielten PETN mit dem Futter.

Eine erfolgreiche Infektion der Mause mit T. cruzi konnte jedoch nicht bestatigt werden.
Im Mausmyokard lielen sich weder durch Real-Time PCR noch lichtmikroskopisch
Parasiten nachweisen. Fir diese Beobachtung gibt es zwei mogliche Erklarungen:

Zum einen kénnten sich die Versuchstiere zum Zeitpunkt der Organentnahme an Tag 85
nach Infektion in der indeterminanten Phase der Krankheit befunden haben. In dieser
Phase lassen sich weder Parasiten noch Krankheitssymptome nachweisen. Viel mehr
noch sprechen die Ergebnisse jedoch fiir eine insuffiziente Infektion der Mause. Dies
wird durch die ebenfalls negativen Ergebnisse der PCR zur Bestimmung der Parasitamie
bekraftigt, die an den Tagen 10, 25 und 35 nach Infektion durchgefiihrt wurde. In diesem
Zeitraum der akuten Chagas-Krankheit ist normalerweise die héchste Parasitdmie zu
erwarten.

Als Grund fir das Ausbleiben einer Chronifizierung der Chagas-Krankheit in den
Versuchstieren kommt die mangelnde Infektiositdt des Parasiten in Frage. Durch die

Kultivierung in Medium kann T. cruzi an Infektiositat verlieren [8],[17],[37]. Um diese
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erneut zu steigern, waren aufwandige Passagen in immunsupprimierten Mausen

notwendig [36].

Parasitamie IgG T. cruzi
Inkubationszeit‘S. Tag 8 Wochenﬂ / 25+7 lahre nach Infektion
ca. 3Tage
Akute Chagas-Krankheit ‘ Chronische Chagas-Krankheit
unspezifische Indeterminante Kardiale/gastrointestinale
Krankheitssymptome Phase Manifestation

asymptomatisch
Abbildung 32: Natiirlicher Verlauf der Chagas-Krankheit beim Menschen, nach [57]

Da schon die Infektion der Mause zweifelhaft ist, kann hier Gber die Wirkung von PETN
im Rahmen einer experimentellen Chagas-Kardiomyopathie keine Aussage getroffen
werden. Es bleibt jedoch die Mdglichkeit, die PETN-Wirkung auf die Herzen der
Versuchstiere zu betrachten. Auf die GroRe der Mausherzen hat die Behandlung mit
PETN keine Auswirkungen, dies konnte durch das Bestimmen des Quotienten aus Herz-
und Mausgewicht gezeigt werden. Betrachtet man allerdings die GrofRe einzelner
Kardiomyozyten, ist ein geringer Unterschied festzustellen. Die Kardiomyozyten der
behandelten Mause sind kleiner als die der unbehandelten. Moéglicherweise wirkt die
Behandlung mit PETN einer Herzhypertrophie entgegen.

Die Verabreichung von PETN und die daraus resultierende Freisetzung von NO im
Myokard kénnten zudem Veranderungen in der Expression der einzelnen NO-Synthasen
hervorrufen. Die Expressionsanalysen der NO-Synthasen mittels Western Blot konnten
jedoch keine Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen detektieren. Die
Zufuhr von PETN scheint sich somit nicht auf die Expression von iNOS, eNOS und nNOS
auszuwirken.

PETN sollte jedoch weiter beforscht werden. Als schon lange bekannter NO-Donator
konnte dieses Pharmakon die Chagas-Erkrankung positiv beeinflussen. Jedoch miissten
am Versuchsaufbau einige Verbesserungen durchgefiihrt werden. Die Infektion der
Versuchstiere sollte mit trypomastigoten T. cruzi, die aus Frischblut infizierter Mause

isoliert wurden, erfolgen. Werden die Parasiten in Kultur gehalten, ist die Infektiositat
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in der Regel zu gering. Die Parasitamie sollte zudem engmaschiger kontrolliert werden.
Auch waren serologische Tests zum Nachweis der T. cruzi-Infektion sinnvoll. Der Versuch
musste noch deutlich mehr Versuchstiere umfassen. AuRerdem sollten die Mausherzen
zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion untersucht werden, um genauere

Informationen zu den einzelnen Erkrankungsphasen zu erhalten.

5.2 Zellkulturversuche

In diesem Versuchsteil wurde die Wirkung von NO auf die Infektion mit T. cruzi anhand

infizierter Kardiomyozyten genauer untersucht.

5.2.1 DieiNOS in infizierten vs. nicht-infizierten Kardiomyozyten

Zunachst sollte dabei die Rolle der induzierbaren NO-Synthase genauer betrachtet
werden. Wie bereits zu Beginn der Arbeit erwahnt, gibt es in der Literatur diesbeziiglich
widersprichliche Ansichten. In dieser Arbeit konnte (bereinstimmend mit
Chandrasekar et al. in infizierten Kardiomyozyten eine erhohte iNOS-Expression
nachgewiesen werden [15]. Die erhohte iNOS-Expression zeigte hier aber keine
Auswirkung auf die im Zellkulturiiberstand messbare NO-Konzentration. Sowohl in
infizierten als auch in nicht-infizierten Kardiomyozyten wurden vergleichbare NO-
Konzentrationen im Zellkulturiiberstand gemessen.

NO kann durch die Zellmembran diffundieren und so im Zellkulturiiberstand messbar
werden, aber auch in den NO-produzierenden Zellen seine antiparasitire Wirkung
entfalten. Werden beispielsweise Makrophagen von M. tuberculosis infiziert, wird die
Expression der iNOS induziert. iINOS ist dabei aber nicht homogen im Zytoplasma der
Zelle verteilt, sondern wird in der Nahe der die Bakterien enthaltenden Phagosomen
positioniert, was fir die bakterizide Wirkung von NO entscheidend ist [21].
Intrazellulare Konzentrationen von NO oder dessen Reaktionsprodukte konnten daher
noch mehr Aufschluss Uber die Bedeutung der iNOS-Induktion liefern.

5.2.2 Einfluss einer iNOS-Uberexpression auf die Infektion mit T. cruzi
Kardiomyozyten wurden mit Lipopolysaccharid, einem Bestandteil der &duReren
Membran gramnegativer Bakterien und starkem iNOS-Induktor, behandelt. Dadurch
wurden deutlich hohere Expressionslevel der iNOS erhalten. Der Quotient iNOS/Aktin

erreichte fast 1 bei infizierten Kardiomyozyten und utber 2,5 bei Behandlung der
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Kardiomyozyten mit LPS. Nun zeigten sich auch stark erhéhte NO-Konzentrationen unter
der Behandlung mit LPS im Zellkulturiberstand. Das von den Kardiomyozyten
produzierte NO zeigt gemald der Erwartungen auch Auswirkungen auf T. cruzi.

Im Uberstand der mit LPS behandelten Zellen wurden weniger Parasiten gezahlt. Dies
gibt einen Hinweis darauf, dass endogen produziertes NO in hohen Konzentrationen
einen schadlichen Effekt auf T. cruzi hat und die Infektiositat des Erregers verringern
kann. Jedoch spiegelt die Parasitenzahl im Uberstand nicht wider, ob und in welchem
Ausmal’ die Kardiomyozyten infiziert sind. Um dies zu beurteilen, muss die Anzahl der
amastigoten T. cruzi, die sich in den Kardiomyozyten befinden, gezahlt werden. Dies
gelingt durch die lichtmikroskopische Betrachtung mit Giemsa gefarbter Zellen. Der
Nachweis amastigoter T. cruzi in den gefarbten Kardiomyozyten bestatigte eine
gelungene Infektion. Jedoch waren auf den Chamber slides nur wenige mit
Trypanosomen gefillte Zellen zu finden. Es ist moglich, dass viele der infizierten Zellen
beim Waschen vor dem Farben verloren gingen, da diese infektionsbedingt keine
ausreichende Adhdsion erzeugen konnten. Die Werte, die fiir die Anzahl der
Trypanosomen pro Zellkern erhoben wurden, erscheinen daher nicht aussagekraftig.
Eine zuverlassigere Methode ware fir diese Fragestellung wiinschenswert. Hier wurde
eine Real-Time PCR mit der aus den Kardiomyozyten isolierten DNA gewahlt. Das
Ergebnis dieser Untersuchung erscheint jedoch zunachst widerspriichlich:

Wihrend unter Behandlung mit LPS eine verminderte Parasitenzahl im Uberstand zu
beobachten ist, ist die mittels PCR quantifizierte intrazellulare Parasitenlast im Vergleich
zu den anderen Gruppen erhoht. Die niedrigste Parasitenzahl findet sich in der
unbehandelten Kontrolle.

Wahrend extrazellulares NO den Erreger hemmt und damit zu einer Verringerung der
Infektiositat fuhrt, scheint es intrazellular auf die amastigoten Trypanosomen keine
schadlichen Auswirkungen zu haben.

5.2.3 Hemmung der NO-Produktion durch NOS-Inhibitoren

Zusatzlich zu LPS wurden die Kardiomyozyten mit zwei verschiedenen NOS-Inhibitoren
behandelt. L-NAME ist ein L-Arginin-Analogon, das bevorzugt konstitutive NOS-

Isoformen inhibiert. Die Selektivitat ist dabei jedoch nur gering. Im Gegensatz dazu ist
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SMLT ein L-Citrullin-Analogon und als ein potenter Inhibitor der nNOS beschrieben, der
die iINOS nur gering beeinflusst [31]. Letzteres konnte hier jedoch nicht bestatigt
werden. Wahrend die Zugabe von L-NAME die NO-Produktion durch iNOS nicht zu
beeinflussen scheint, zeigen sich unter Behandlung mit SMLT erniedrigte NO-

Konzentrationen.

5.2.4 Einfluss des NO-Donators Glyceroltrinitrat auf die Infektion mit T. cruzi

Flr Glyceroltrinitrat konnte kein starker schadlicher Effekt auf T. cruzi nachgewiesen
werden. Die Behandlung mit dem NO-Donator flihrte lediglich zu einer geringen, nicht-
signifikanten Reduktion der Trypanosomenzahl im Uberstand. Auch eine
Dosissteigerung um das 10-fache konnte nicht die erhoffte Wirkung erzielen.

Die Zufuhr von NO kénnte zudem einen Einfluss auf die Expression der iNOS haben.
Durch die Behandlung wurde jedoch keine relevante Verringerung des ohnehin schon

niedrigen iNOS-Expressionslevels bewirkt.

5.2.5 ANP als prognostischer Marker bei Infektion mit T. cruzi

ANP dient als prognostischer Marker bei Herzinsuffizienz und insbesondere auch bei
Chagas-Kardiomyopathie. Je schwerer die Ausprdagung der Kardiomyopathie, desto
mehr ANP zirkuliert im Blut des Patienten. Hier wurden die intrazellularen ANP-Level in
infizierten und nicht-infizierten Kardiomyozyten gemessen. Die niedrigeren ANP-Level
in infizierten Kardiomyozyten im Vergleich zu nicht-infizierten Kardiomyozyten legen die
Vermutung nahe, dass auch in Zellkultur infizierte Zellen vermehrt ANP ausschiitten. Das
ANP-Level scheint somit negativ mit dem Ausmal der T. cruzi-Infektion zu korrelieren

und kénnte als Messparameter fiir das Infektionsausmal’ genutzt werden.

5.3 Stickstoffmonoxid und die Chagas-Krankheit

Stickstoffmonoxid ist eine Verbindung mit vielfdltigen Eigenschaften. In hohen
Konzentrationen dient es der Abwehr von Infektionserregern. Hohe NO-
Konzentrationen werden durch die Infiltration infizierter Gewebe durch Makrophagen
bewirkt. In der akuten Phase der Chagas-Krankheit hat dies einen positiven Effekt auf
die Kontrolle des Parasiten. Dauert die iNOS-Uberexpression und die damit verbundene
Produktion hoher NO-Konzentrationen in infiziertem Gewebe jedoch bis in die

chronische Phase an, wirkt sich die schadliche Wirkung von NO auch negativ auf die
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Wirtszellen aus. Dies wurde bereits im Affenmodell bestatigt [12]. Daraus lief3e sich auch
schlussfolgern, dass auch eine Behandlung mit hochdosierten NO-Donatoren nur in der
akuten Chagas-Krankheit sinnvoll ware, um dort die Parasitenzahl zu verringern. In der
chronischen Phase der Chagas-Krankheit, in der sich oft nur noch eine geringe
Parasitenlast im Gewebe zeigt, wiirde wohl auch hier der schadliche Effekt auf die
Wirtszelle Gberwiegen. Carvalho et al. postulieren daher sogar einen positiven Effekt

von NOS-Inhibitoren in der chronischen Chagas-Kardiomyopathie [12].
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6 Zusammenfassung

Die Chagas-Krankheit ist in SGdamerika eine der haufigsten Ursachen fir die Entwicklung
einer Herzinsuffizienz. Durch Bevélkerungsbewegungen gewinnt die Erkrankung auch in
den USA und Europa immer mehr an Bedeutung. Auch Uber 100 Jahre nach ihrer
Erstbeschreibung durch Carlos Chagas ist die Chagas-Krankheit noch wenig beforscht.
Insbesondere im Hinblick auf die Therapie bedarf es neuer Erkenntnisse. Die derzeit fiir
die Therapie der Chagas-Krankheit verwendeten Medikamente, Benznidazol und
Nifurtimox, sind schon seit mehr als 40 Jahren zugelassen, haben zahlreiche
Nebenwirkungen und sind in der chronischen Krankheitsphase nur unzureichend
wirksam. Fir Stickstoffmonoxid und den therapeutischen Einsatz von NO-Donatoren
zeigten sich bereits in anderen Arbeitsgruppen vielversprechende Ergebnisse. Bis zur
Zulassung dieser Substanzen fiir die Therapie am Menschen ist es jedoch noch ein weiter
Weg.

In dieser Arbeit sollte daher mit Pentalong ein bereits fiir die Therapie der Koronaren
Herzkrankheit zugelassener NO-Donator im Hinblick auf die Chagas-Krankheit neu
beleuchtet werden. Es kam hier jedoch aufgrund mangelnder Infektiositat der
Trypanosomen in den Versuchstieren nicht zu einer sicheren Chronifizierung der
Chagas-Krankheit. Daher lassen sich iber den Einfluss von Pentalong auf die Chagas-
Krankheit keine Aussagen treffen. Dieser Ansatz sollte aber weiter verfolgt werden.
Dabei sollten Trypanosomen mit hoherer Infektiositdt eingesetzt werden, um
Mausmodelle fiir die chronifizierte Chagas-Krankheit zu erhalten.

Die Experimente mit Kardiomyozyten konnten zeigen, dass eine Infektion mit T. cruzi zur
Induktion der induzierbaren NO-Synthase flihrt. Diese Induktion jedoch bewirkt keine
hoheren extrazellularen NO-Konzentrationen. Ob anhand dessen jedoch auf die
intrazelluldaren NO-Level geschlussfolgert werden darf, bleibt unklar. Letztlich sollte dies
und die durch intrazellulires NO angestoRenen Prozesse Gegenstand weiterer
Untersuchungen sein. In infizierten Kardiomyozyten konnten deutlich niedrigere ANP-
Level gemessen werden als in nicht-infizierten Kardiomyozyten. Ob ANP nicht nur als
prognostischer Marker in der Chagas-Kardiomyopathie, sondern auch als Parameter fiir

das Infektionsausmalfd genutzt werden konnte, sollte weiter beforscht werden.
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Abbildung 26: Vergleich der T. cruzi-DNA-Menge der verschiedenen Behandlungsgruppen mit der
unbehandelten Kontrolle (TOO), die Saulen geben die n-fache Expression von T. cruzi-DNA bezogen auf
die unbehandelte KONTrol@ @n. ..ot s s e en e 43
Abbildung 27: ANP-Level. Western Blot und densitometrische Analysen in nicht-infizierten und infizierten
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Abbildung 28: Parasitenzahl im Uberstand der Kardiomyozyten. Die Siulen geben jeweils den Mittelwert
aus zwei Proben + den Standardfehler des Mittelwertes an. NO1: 0,05 mM Glyceroltrinitrat, NO2: 0,5 mM
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Abbildung 29: Vergleich der T. cruzi-DNA Menge der verschiedenen Behandlungsgruppen mit der
unbehandelten Kontrolle. Die Saulen geben die n-fache Expression von T. cruzi-DNA bezogen auf die
UNDENANEILE KONTIOIE @N ittt e e s e e et e e e saaeeeesraeeesnteeesnnsees 45
Abbildung 30: iNOS-Expression. Western Blot und densitometrische Analyse der iNOS-Expression in
infizierten Kardiomyozyten unter Behandlung mit Glyceroltrinitrat. NO1: 0,05 mM Glyceroltrinitrat, NO2:
(0N 0 0]\ €] LY o=] o] 14 4 114 - | SR 46

Abbildung 31: ANP-Level. Western Blot und densitometrische Analysen in nicht-infizierten und infizierten
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Abbildung 32: Natdirlicher Verlauf der Chagas-Krankheit beim Menschen, nach [57] ......cccccovveeeciieeannnee. 49
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