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Zusammenfassung

Die Diffusion von Membranproteinen spielt bei einer Vielzahl von zellbiologischen Pro-
zessen eine zentrale Rolle. So hat die Beweglichkeit von Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-
(GPI-) verankerten Proteinen zum Beispiel eine tragende Funktion bei der Alzheimer
Krankheit, der Creutzfeldt-Jacob Krankheit und der Afrikanischen Schlafkrankheit. Der
Erreger der Afrikanischen Schlafkrankheit, Trypanosoma brucei spec., prasentiert auf
seiner Zelloberfliche einen dichten Mantel aus identischen GPI-verankerten Proteinen.
Diese sogenannten Variant Surface Glycoproteins (VSGs) stellen den zentralen Patho-
genititsfaktor der Trypanosomen im Blutstrom des Wirtes dar und ermdglichen dem
Parasiten die Antigene Variation. Wéhrend der Antigenen Variation wird der VSG-
Mantel durch einen immunologisch distinkten Mantel ersetzt. Hierfiir ist die Diffusion
der VSG essentiell.

In der vorliegenden Arbeit wird die Diffusion des VSG in lebenden Trypanosomen und
in artifiziellen Membranen systematisch untersucht. Auf diese Weise werden der Einfluss
der lateralen Proteindichte, der N-Glykosylierung und der Proteingréfie auf die Diffusion
der GPI-verankerten Proteine charakterisiert. Die Mobilitdt des VSG auf lebenden
Trypanosomen ist an der Grenze zu einem Diffusionsschwellenwert, dieser wird allerdings
nicht tiberschritten. Die Mobilitdt des VSG in der Nahe des Diffusionsschwellenwertes
wird durch die N-Glykosylierung der VSG ermoglicht. Aufserdem kann gezeigt werden,
dass die Grofe der Proteine einen entscheidenden Einfluss auf den Diffusionskoeffizienten
der GPI-verankerten Proteine ausiibt. Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit deutlich, dass der VSG-Mantel der Trypanosomen ein, an seine
Anforderungen, hoch-adaptiertes System darstellt. Wiirde entweder die laterale Dichte,
die N-Glykosylierung oder die Groke der Proteine beeintriachtigt werden, so wire die
Funktion der Antigenen Variation gestort und die Pathogenitéit des Parasiten gefdhrdet.
Da die lokale Verteilung von GPI-verankerten Proteinen in biologischen Membranen
ein wichtiges funktionelles Konzept darstellt, ist der Einfluss der untersuchten Faktoren
nicht nur fiir den VSG-Mantel relevant, sondern kann auch fiir das generelle Verstandnis

der Dynamik von Proteinen in zellularen Membranen dienen.



Summary

The lateral diffusion of membrane anchored proteins plays a crucial role in many
cell biological processes. The mobility of glycosylphosphatidylinositol- (GPI-) anchored
proteins holds a pivotal function in many diseases such as, Creutzfeld-Jacob, Alzheimer
and the African sleeping sickness. The cell surface of the pathogen causing African
sleeping sickness, Trypanosoma brucei sp., is covered by a dense layer of identical
GPI-anchored proteins. These variant surface glycoproteins (VSGs) are the major
pathogenicity factor of the parasites in the circulation of the host and permit
antigenic variation. During antigenic variation the VSG-coat has to be replaced by an

immunologically distinct coat. For this purpose, the diffusion of VSG is essential.

In the present study, the diffusion of VSG is analysed in living trypanosomes and
in artificial membranes. By this, the impact of the lateral protein density, the N-
glycosylation and the protein size on the lateral diffusion are studied systematically.
The diffusion of VSG in the surface coat of the trypanosome is at the edge of a
molecular crowding threshold. Importantly, this crowding threshold is not exceeded.
N-glycosylation enables the diffusion of the VSG at the edge of the crowding threshold.
Further, the diffusion coefficient of GPI-anchored proteins is strongly affected by the
size of the proteins. In conclusion, the present study shows, that the VSG-coat of the
trypanosomes is a system, which is highly adapted to its requirements. Any interference
with either, the lateral density, the N-glycosylation or the VSG-size would hamper the
pathogenicity of the parasite. The local distribution of GPI-anchored proteins is an
essential component of biological membranes, thus the results of the present work will
have an impact not only on the VSG-coat, but also give further understanding on the

dynamics of proteins in crowded spaces.
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1.1 Der Modellorganismus Trypanosoma brucei

brucei

Trypanosomen sind eine Gattung einzelliger, eukaryotischer Organismen des Taxon der
Euglenozoa. Die geifseltragenden Parasiten sind in der afrikanischen Sub-Sahara Region
Ausloser verschiedener Krankheiten bei Mensch und Tier. So wird die Afrikanische
Schlafkrankheit, bei Tieren auch Nagana genannt, durch die Unterarten T. congolense,
T. vivar und T. brucei brucei ausgelost. Die Humane Afrikanische Schlafkrankheit
(HAT) wird durch die beiden Unterarten 7. brucei gambiense und T. brucei rhodesiense
vermittelt [1]. Die Erstbeschreibung von Nagana fithrt bis in das zweite Jahrtausend
vor Christus in das antike Agypten zuriick. In dem veterindrmedizinischen Papyrus von
Kahun wird eine Viehkrankheit beschrieben, deren Symptome der Nagana Krankheit
gleichen [2]. Eine der ersten Uberlieferungen der HAT ist in den Aufzeichnungen
des arabischen Geographen Abu Abdallah Yaqut (1179 - 1229) zu finden. Dieser
beschrieb wéahrend einer Expedition in Afrika, dass die Einwohner eines gesamten
Dorfes, und sogar deren Hunde, nur noch schliefen und aus Haut und Knochen
besténden [1, 3]. Die Beschreibungen der HAT in der Moderne gehen mit dem
Beginn des Sklavenhandels wiahrend des 18. Jahrhunderts einher. 1734 publiziert der
britische Schiffsarzt John Aktivs (1685 - 1757) die erste genaue Beschreibung der
spaten neurologischen Symptome der HAT (Stérung des Schlafzyklus bis hin zum
Koma). Erst rund 70 Jahre spéter, 1803, werden die frithen Krankheitssymptome,
geschwollene Lymphknoten entlang des Nackens, durch den britischen Physiker Thomas
Winterbottom (1766 - 1859) beschrieben [1]. 1852 berichtet der schottische Missionar
und Entdecker David Livingston (1813 - 1875) von der mdoglichen Ubertragung der
Trypanosomiasis durch den Biss der Tsetse Fliege (Glossina spec.). Ungefédhr 50 Jahre
spiter, 1895, gelang es dem schottischen Pathologen und Mikrobiologen Sir David
Bruce, Trypanosomen in dem Blut der an Nagana erkrankten Rinder nachzuweisen
und somit den Erreger der Trypanosomiasis zu identifizieren [4]. Daher gebiihrt Sir
David Bruce die Ehre Namensgeber der Art Trypanosoma brucei spec. zu sein.
Kurze Zeit spater, 1901, gelang es dem britischen Kolonialarzt Robert Michael Forde
(1861-1948) Trypanosomen in menschlichem Blut nachzuweisen. 1909 ist es dem
deutschen Militdrarzt Friedrich Karl Kleine (1869-1951) moglich zu zeigen, dass

Trypanosomen eine zyklische Ubertragung iiber die Tsetse-Fliege vollfithren. Kurz darauf
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publiziert Sir David Bruce den Lebenszyklus der Trypansosomen in ihrem Insekten-
Wirt [5]. Bis in das Jahr 1910 werden die tierpathogenen Trypanosomen Arten 7. vivaz,
T. congolense und die humanpathogenen Arten 7. brucei rhodesiense und T. brucei

gambiense beschrieben [1].

Tsetse Fliege

m ,w

Falle pro Jahr
= Keine Falle
= <100 Félle
= 100-1000 Falle
= >1000 Félle

Abbildung 1.1: Verbreitung und Lebenszyklus von Trypanosoma brucei sp.. Links:
Verbreitung der humanpathogenen Arten T. b. gambiense und T. b. rhodesiense. Rechts:
Lebenszyklus humanpathogener Trypanosomen in Mensch und Tsetse-Fliege. Abbildungen
abgedndert aus Brun et al. 2010, [6].

In den folgenden 100 Jahren wurden verschiedene Aspekte der Parasiten, wie die
Verbreitung, deren Lebenszyklus und die generelle Zellbiologie intensiv erforscht. An
Trypanosomen wurden elementare zellbiologische Aspekte, wie die polycistronische
Transkription |7], das Transspleiffen [8], das RNA-Editieren [9-11], die GPI-verankerten
Proteine [12-14] und die Antigene Variation [15-17] (siche folgendes Kapitel) entdeckt
und beschrieben. Trotz intensiver Erforschung existiert keine wirksame Prophylaxe
gegen die Trypanosomiasis. Alle vier zur Zeit zugelassenen Préparate weissen eine hohe
Zytotoxizitat auf. Daher gilt die friihzeitige Diagnose der Infektion als eine der zentralen
Strategien der Bekdmpfung der Krankheit. Die serologische Diagnose galt bislang als
besonders schwierig, da kein wirksamer Nachweis der Unterarten zur Verfiigung steht.
Ende 2012 konnte die Forschergruppe um Professor Goéringer an der Technischen
Universitit Darmstadt einen vielversprechenden Biosensor présentieren. Mit Hilfe dieses

Sensors soll es moglich sein Infektionen frithzeitig und effizient zu erkennen [18].
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1.1.1 Das Variant Surface Glycoprotein und die Antigene

Variation

1910 beschrieben Ross und Thompson eine akkurate Methode fiir die Bestimmung der
Anzahl von Trypansomen in dem Blut infizierter Patienten. Sie konnten hiermit den
periodischen Verlauf der Parasitdmie eines mit 7. b. gambiense infizierten Patienten
nachweisen [19]. Ohne es zu wissen, haben die Autoren hiermit die Auswirkungen des

zentralen Pathogenitéatsfaktor der Trypanosomen beschrieben.
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Abbildung 1.2: Grundlagen der Pathogenitit von Trypanosomen. Links: Periodischer
Verlauf der Infektion durch T. b. gambiense, aus Ross und Thomson 1910 [19]. Rechts: Erster
bildgebender Nachweis des VSG-Mantels von Vickerman et al. 1969 [16].

60 Jahre spater konnten Vickerman et al. mit Hilfe von Antikorperseren aus infizierten
Kaninchen eine Antigenschicht auf der Zelloberflache der Blutstrom-Trypanosomen
(BSF-Trypanosomen) nachweisen. Zuvor konnte gezeigt werden, dass diese Antigen-
schicht durch eine immunologisch distinkte Antigenschicht ausgetauscht werden kann
[12]. Die Autoren postulierten, dass der Hauptbestandteil der Kaninchen-Antikorper an
jene spezifischen Antigene gebunden werden. Es war den Autoren auferdem mdglich
nachzuweisen, dass diese Antigene an der dufteren Seite der Zellmembran lokalisiert
sind (sieche Abbildung [16, 20]. In den folgenden Dekaden wurde das variant
specific surface antigen, wie es zu Beginn genannt wurde, intensiv erforscht. Neben
anderen, war es aber vor allem George Cross, der in detaillierten Arbeiten das Variant
Surface Glycoprotein (VSG) charakterisierte [12,21-24]. Auffret et al. zeigten, dass VSG-
Monomere ein Molekulargewicht zwischen 50 und 60kDa besitzen und Homo-Dimere

ausbilden [25]. Ferguson et al. konnten 1985 nachweisen, dass jedes VSG-Monomer
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durch einen Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-Anker (GPI-Anker) an der Plasmamembran
angeheftet wird [14]. Trypanosomen sind in der Lage auf ein reichhaltiges Repertoire
VSG-kodierender Gene zuriickzugreifen. Das Genom enthélt ungefahr 1000 verschiedene
VSG-Gene. Der grofite Teil dieser Gene kodiert allerdings nicht fiir vollstdndige VSG-
Proteine und dient wahrscheinlich der Generierung sogenannter Mosaik-VSG [17]. Der
aktive Ort der VSG-Expression (engl.: ezpression site, ES) liegt in den Telomer-Regionen
der Chromosomen. Zu jedem Zeitpunkt ist hier immer nur eine ES und das damit
assoziierte VSG-Gen aktiv. Die verschiedenen Typen der VSG konnen unter anderem
anhand der Verteilung der Cysteinbriicken in den Carboxyl- und Aminoterminalen

Doménen (C- bzw N-terminal) klassifiziert werden [26].

Kinetoplast Flagellare Zellkern  VSG-Mantel Flagellum
Tasche

VSG-Mantel

L

10 pm

N-terminale

Domane
Gelenk-Region

-

C-terminale
Domane
GPI-Anker

Abbildung 1.3: Vereinfachter Aufbau eines Blutstromform-Trypanosoms und des VSG-
Mantels.

Die C- und die N-terminale Doméne der VSG sind durch eine flexible Region verbunden.
In dieser sogenannten Gelenk-Region (von engl.: hinge region) kénnen bestimmte VSG
durch die Protease Trypsin gespalten werden [27-29|. Alle VSG der BSF-Trypanosomen
sind durch die kovalente Bindung verschiedener Zuckermolekiile modifiziert [30]. Diese
N-Glykosylierung stellt die héufigste posttranslationale Modifikation in eukaryotischen
Zellen dar |31]. Ungefihr 5*10° identische VSG-Dimere bilden auf der Zelloberfliche
der BSF-Trypanosomen eine homogene und zugleich erstaunlich dicht gepackte Pro-
teinschicht mit einer Hohe von 12-15nm [12,16]. Der VSG-Mantel bedeckt ca 90 %
der gesamtem Zelloberfliche der Parasiten, maskiert alle weiteren Bestandteile der
Zelloberflache und verhindert somit das Durchdringen von Proteinen in der Grofe von
Antikoérpern oder den lytischen Komponenten des Wirtsimmunsystems [32, 33|. Somit

sind die BSF-Trypanosomen in der Lage die invarianten Komponenten der Zelloberfliche
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vor dem Immunsystem des Wirtes abzuschirmen. Daher kann das Immunsystem nahezu
ausschliesslich Antikorper gegen die auf der Zelloberflache préasentierten VSG generieren.
Hingegen sind die Parasiten sind in der Lage die Expression des aktiven VSG zu
inaktivieren und stattdessen ein immunologisch distinktes VSG herzustellen. Dieser
Vorgang erméglicht es den Parasiten das Immunsystem wie folgt zu iiberlisten [17,34,35].
Waihrend das Immunsystem in der akuten Phase der Parasitdmie durch die Produktion
von Antikérpern und der damit verbundenen Lyse der Parasiten beschéftigt ist, tauscht
ein kleiner Anteil der gesamten Population der Parasiten durch einen stochastischen

Prozess das aktive VSG gegen ein immunologisch distinktes aus [36].

A

Zeit

Parasitamie

Abbildung 1.4: Illustration der Antigenen Variation. Zu jeder neuen Welle der Parasitdmie
wird ein immunologisch distinktes VSG préasentiert.

Zu diesem Zeitpunkt wird die Anzahl der Parasiten in der Blutbahn deutlich reduziert,
dies fiihrt zu einem Riickgang der Parasitdmie. Alle Parasiten, welche das alte VSG
prasentieren, werden zu diesem Zeitpunkt durch das Immunsystem abgetotet. Zuriick
bleiben jene Parasiten die das neue VSG auf der Zelloberfliche présentieren. Dieses
kann zunéchst von dem Immunsystem des Wirtes nicht mehr erkannt werden. Auf diese
Weise beginnt nach einer mehrtégigen augenscheinlichen Ruhephase der Parasitdmie ein
neuer Schub. Dieser Vorgang wird als Antigene Variation bezeichnet und erkldrt so den,

von Ross und Thomson 1910 beschriebenen, periodischen Verlauf der Trypanosomiasis.
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1.1.2 Hydrodynamisches Sortieren von

VSG-Antikorperkomplexen

Neben der bemerkenswerten Féhigkeit der Antigenen Variation besitzen die BSF-
Trypanosomen einen weiteren erstaunlichen Mechanismus um der Erkennung durch
das Wirtsimmunsystem zu entfliechen. Webster et al. konnten 1990 zeigen, dass VSG-
Antikorperkomplexe nach ihrer Entstehung auf der Zelloberfliche innerhalb von wenigen
Minuten entfernt und in endozytotischen Kompartimenten angereichert werden [37].
Das Entfernen der VSG-Antikérperkomplexe (oder auch engl.: antibody clearance)
ermoglicht es dem Parasiten, bei geringem AntikOrpertiter im Blut, der Erkennung
und nachfolgenden Lyse durch das Komplementsystem des Wirtes auszuweichen. Der
genaue Mechanismus der antibody clearance konnte 2007 von Engstler et al. aufgeklart
werden [38]. Nach der Bindung der Antikérper an die VSG auf der Zelloberfliache
werden diese Komplexe durch die hydrodynamische Kraft, welche entgegengesetzt
der Schwimmrichtung auf die Komplexe wirkt, an den posterioren Pol der Zelle
transportiert. An dem posterioren Ende der Zelle befindet sich die sogenannte flagellare
Tasche. Die flagellare Tasche ist ein hochspezialisierter Bereich der Trypanosomenzelle.
Ausschliefslich an diesem Ort findet die Endo- und Exozytose des Organismus statt. Die

VSG-Antikérperkomplexe werden an der flagellaren Tasche endozytiert und stehen somit

nicht langer als Ziel fiir das Immunsystem zu Verfiigung.

Abbildung 1.5: Ilustration der antibody clearance. Die VSG-Antikérperkomplexe werden
durch den hydrodynamischen Widerstand an den posterioren Pol der Zelle gezogen, werden dort
endozytiert und somit von der Zelloberflache entfernt. Abbildung aus Engstler et al. 2007, [38].



1 Finleitung

1.2 Zellulare Membranen und Membranproteine

Die Entstehung des heutigen Verstiandnisses von zelluliren Membranen fiihrt bis in
das zweite Jahrtausend vor Christus zuriick. Es wird berichtet, dass babylonische
Weissager Olspreitungen verwendet haben, um Aussagen iiber zukiinftige Geschehen zu
treffen [39]. Diese Spreitungen beinhalten einen der fundamentalen Vorginge, die fiir die
Entstehung von Membranen und somit aller Lebewesen notwendig ist. Lipide sind polare
Verbindungen, welche aus einer hydrophilen Kopfgruppe bestehen an welche eine stark
hydrophobe Schwanzregion aus langkettigen Kohlenwasserstoffen verkniipft ist. Diese
Verbindung einer stark hydrophilen und einer stark hydrophoben Region fiihrt dazu,
dass Lipide in wassrigen Losungsmitteln stark bis génzlich unloslich sind. Bereits bei
niedrigen Lipid-Konzentrationen bilden sich sogenannte Mizellen aus. Hier orientieren
sich die hydrophilen Regionen zu den angrenzenden Wassermolekiilen aus und bilden
eine einschichtige Kugel. Die hydrophoben Lipid-Regionen werden so der Interaktion mit
dem wéssrigen Milieu entzogen. Hierdurch ist die Ausbildung von Mizellen energetisch
besonders giinstig.

Benjamin Franklin beschéftigte sich bereits 1770 mit den Eigenschaften von Lipiden in
Verbindung mit Wasser. Er fand heraus, dass die Wellenausbreitung in einem englischen
Gartenteich, welcher mit einer Olschicht bedeckt war, deutlich reduziert wurde. Im
spaten 19. Jahrhundert arbeitete, neben anderen, Lord Rayleigh an der Ausbildung
von Lipid-Einzelschichten auf Oberflichen wéssriger Losungen. Lord Rayleigh bekam
von Agnes Pockels per Brief die Mitteilung, sie habe einen Apparat entwickelt mit
deren Hilfe es moglich sei Lipidschichten auf Wasseroberflichen zu untersuchen. 1917
publizierte Irving Langmuir eine verbesserte Version von Agnes Pockels Apparat, welcher
seitdem als Langmuir-Waage bezeichnet wird [39]|. Die Langmuir-Waage besteht aus
einem mit Wasser gefiillten Becken. Direkt oberhalb der Wasseroberflache befinden sich
entweder eine oder zwei bewegliche Barrieren. Die Barrieren sind in direktem Kontakt
mit der Wasseroberfliche. Mit Hilfe eines Tensiometers kann die Oberflichenspannung
des Wassers bestimmt werden. Mit diesem System ist es moglich, Lipide aus organischen
Losungsmitteln auf die Wasseroberflache aufzubringen und bei verschiedenen, durch die
Barrieren eingestellten, Fléachen die resultierende Oberflichenspannung zu bestimmen.
Somit war es Irving Langmuir moglich die Orientierung und Dicke einer Lipid-

Einzelschicht auf der Wasseroberfliche erstmals zu bestimmen [40]. 1925 gelang es

10
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Gorter und Grendel mit der Entwicklung einer Methode zur Extraktion von Lipiden
aus Erythrozyten und der Bestimmung der Oberfliche der Erythrozyten die folgende

Schlussfolgerung zu treffen.

“.. It is clear that all our results fit in well with the supposition that the
chromocytes are covered by a layer of fatty substances that is two molecules

thick. ...«

Mit dieser einfachen Aussage haben die Autoren eine der grundlegenden Entdeckungen
der Membranbiologie getroffen [41]. Die Ausbildung von Lipid-Doppelschichten ist eine
weitere energetisch begiinstigte Anordnung von Lipiden. Hierbei steht die hydrophobe
Region eines Lipides der eines Zweiten gegeniiber. Nach diesem Prinzip sind alle zellula-
ren Membranen aufgebaut. Membranen konnen somit eine innere von einer dufieren
wassrigen Phase abtrennen. Dieses fundamentale Konzept ermdglicht eine Vielzahl
fiir das Leben essentieller Prozesse. So kénnen zum Beispiel, durch in die Membran
eingelagerte Proteine lonengradienten aufgebaut werden, welche unter anderem an
Prozessen wie der Erregung von Aktionspotentialen und der Energiegewinnung beteiligt
sind.

Zehn Jahre nach der Entdeckung von Gorter und Grendel postulietren Danielli und
Davson ein Membranmodell, in welchem ein Lipidfilm zu beiden Seiten von einer
Proteinschicht bedeckt wird. Danielli und Davson gingen davon aus, dass die Proteine
auf beiden Seiten des Lipidfilmes absorbiert werden [42]. Frey und Edidin konnten 1970
die freie Beweglichkeit von Antigenen in Zellmembranen nachweisen. Hierzu wurden
humane und murine Kulturzellen mit Hilfe des Sendai-Virus fusioniert. Die Autoren
konnten somit die Verteilung der humanen und murinen Antigene auf der Zelloberfliche
iiber einen Zeitraum von 40 Minuten verfolgen. Direkt nach der Fusion war eine klare
heterogene Verteilung der verschiedenen Antigene auf der Fusionszelle sichtbar. Diese
heterogene Verteilung loste sich dann mit zunehmender Zeit auf. Nach 40 Minuten
konnten Frey und Edidin bis zu 90 % Vermischung der verschiedenen Antigene feststellen
[43].

“... Our observations and calculations, and the scattered examples from the
literature all call attention to the possibility that elements of many biological
membranes are not rigidly held in place, but are free to re-orient relative to

one another. ..
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Kurz darauf publizierten Singer und Nicholson das beriihmte Fluid-Mosaik Modell. Sie
postulieren ein Modell, in dem Proteine in die Membran eingelagert oder angeheftet sind.
Die Proteine sind in diesem Modell in lokalen Anhdufungen organisiert, welche an ein
Mosaik erinnern [44]|. Die heutige Sicht der Organisation von Proteinen in zelluldren
Membranen weist deutliche Unterschiede zu dem Fluid-Mosaik Modell auf. So wird
mittlerweile davon ausgegangen, dass der grofste Teil der Membranen mit Proteinen
bedeckt ist und die Proteine keine grofe laterale Bewegungsfreiheit aufweisen. So sind
zum Beispiel bis zu 75% der Membran von Chloroplasten oder Mitochondrien mit
Proteinen bedeckt [45].
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Abbildung 1.6: Zellulire Membranen. Links: Fluid-Mosaik Modell, Singer und Nicholson 1972,
[44]. Rechts: Aktuelles Modell zelluldarer Membranen, aus Engelman 2005 [46].

Zellulire Membranen werden heute nicht mehr als symmetrische Strukturen angese-
hen. Unter anderem werden die Auswirkungen von asymmetrischen Lipidverteilungen
zwischen den Lipidschichten diskutiert [47, 48]. Die asymmetrische Verteilung von
Proteinen ist vor allem bei der Frage der Interaktionsmoglichkeiten von intra- und
extrazelluldren Proteinen von Interesse. So konnen zum Beispiel extrazelluldre Proteine
oder kleine Molekiile iiber andere, die Membran durchspannende (Transmembran)
Proteine, mit intrazellularen Bestandteilen kommunizieren. Zum Beispiel beruht die

Signaltransduktion von G-Protein gekoppelten Rezeptoren auf diesem Prinzip [49].
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Membranproteine konnen {iiber verschiedene Mechanismen an oder in der Membran
verankert sein. Als Transmembranproteine (TM-Proteine) werden solche bezeichnet,
die mit einer oder mehreren hydrophoben Doménen in die Membran eingelagert sind
und die komplette Membran durchspannen. Diese Proteine konnen sowohl intra- als
auch extrazellulare Doménen besitzen, welche mit benachbarten Proteinen interagieren
kénnen. Die zweite Art stellen die peripheren Membranproteine dar. Diese besitzen
eine partiell hydrophobe Region, die mit einer einzelnen Lipidschicht der Membran
interagiert diese aber nicht vollstindig durchdringt. Somit sind die Proteine in der
Peripherie der Membran gebunden. Periphere Membranproteine konnen allerdings auch
als lipidverankerte Proteine vorliegen. Diese sind mit einer oder mehreren Fettséduren
modifiziert, die in die Membran eingelagert werden und somit das Protein an die
Membran binden. Zu dieser Gruppe gehoren auch die GPI-verankerten Proteine. Diese
Proteine sind an ihrem Carboxyl-Ende mit einem Phosphoethanolamin modifiziert,
an welches eine Kette von verschiedenen Zuckermolekiilen (Glykosylierungen) folgt.
An diese werden iber das Phosphatidylinositol die Phospholipide gekoppelt. Die
Phospholipide der VSG werden iiber zwei Myristinsduren in die Membran eingelagert.
Die Verkniipfung zwischen dem GPI-Anker und dem Protein kann durch die GPI-
spezifische Phospholipase-C (GPI-PLC) enzymatisch gespalten werden. Die GPI-PLC
spaltet spezifisch zwischen dem Phosphatidylinositol und den Phospholipiden und kann
somit die GPI-verankerten Proteine aus der Membran entfernen (siehe Abbildung [L.7).

GPI-verankerte Proteine kommen in allen eukaryotischen Zellen vor. Defekte an GPI-
verankerten Proteinen sind mit schwerwiegenden Erkrankungen verbunden. Das wohl
berithmteste Beispiel sind die GPI-verankerten Prionen-Proteine. Diese kénnen unter
bestimmten Voraussetzungen in eine proteaseresistente Form {ibergehen und bei Rindern
die Bowvine spongiforme enzephalopatie oder bei Menschen hochstwahrscheinlich die
Creutzfeldt-Jakob Krankheit auslosen [50,51]. Der Ubergang in die proteaseresistente
Form der Prionen fithrt vor allem im Gehirn zu starker Aggregation der Prionen
und 16st so die schwerwiegenden Symptome aus. Ein weiteres Beispiel, welches die
Aggregation von Membranproteinen mit zelluldren Defekten assoziiert, ist die Alzheimer-
Krankheit. Kiirzlich konnte nachgewiesen werden, dass die Aggregation bestimmter
Amyloid-Spaltprodukte an GM1 Gangliosiode zu deren reduzierten Beweglichkeit fiihrt
[52]. GM1 und GM2 Ganglioside stehen in engem Zusammenhang mit neuroprotektiven

Eigenschaften von Nervenzellen.
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GPl-verankertes Protein

N-Terminus

Transmembranproteine Periphere Proteine Protein

C-Terminus

Zucker-Riickgrat GPI-Anker

GPI-PLC
Fettsaure(n)
4

Abbildung 1.7: Typen der Membranverankerung. Links: Tranmembranproteine mit einer
oder mehreren Transmembrandoménen. Mitte: Losliches Protein, assoziiert an Transmembran-
protein. Rechts: Periphere Proteine. Entweder partiell in die Membran eingelagert, oder iiber
GPI-Anker an die Membran gebunden.

Diese Beispiele zeigen deutlich, dass die freie Beweglichkeit von Proteinen in zelluldren

Membranen eine essentielle Eigenschaft darstellt. Daher wird in dem folgenden Kapitel,

der Bewegung zugrundeliegende physikalische Prozess, die Diffusion behandelt.
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1.2.1 Brownsche Molekularbewegung in Membranen

Diffusion beruht auf der Brownschen Molekularbewegung und ist die ungerichte-
te, temperaturabhéngige Bewegung von Teilchen in Fliissigkeiten oder Gasen. Jedes
Teilchen besitzt einen, der Zusammensetzung und der Umgebung entsprechenden,
Diffusionskoeffizienten. Die erste Beschreibung von Diffusion ist auf den niederléndischen
Arzt und Botaniker Jan Igenhousz im Jahr 1785 zuriickzufiihren. Igenhousz beschrieb
die stochastische Bewegung von Kohlenstaub auf Alkohol, welche er durch ein Mikroskop
beobachten konnte. 1827 studiert der schottische Botaniker Robert Brown die Bewegung
von Pollen in Wassertropfen. Urspriinglich war Brown auf der Suche nach der im 19.
Jahrhundert intensiv gesuchten Lebenskraft. In empirischen Experimenten konnte aber
die Molekularbewegung von eindeutig unbelebten Staubpartikeln nachgewiesen werden.
Grundlegende Arbeiten von Thomas Graham und spéter von Adolf Fick fiihrten zu dem
basalen Verstindnis, dass die Diffusion von Teilchen temperatur- und konzentrations-
abhéngig ist und den gleichen Regeln folgt, wie die Ausbreitung von Wéarme. 1905
veroffentlichte Albert Einstein seine Arbeit in der er den theoretischen Zusammenhang
zwischen dem Diffusionskoeffizienten eines Partikels, dessen Radius, der Temperatur
des Systems und der Viskositdt der Fliissigkeit, in welcher die Bewegung des Partikels
stattfindet, beschreiben konnte [53]. Die Viskositét ist ein Mass fiir die Z&higkeit einer
Fliissigkeit. Mit Hilfe der Viskositét kann die Reibung bestimmt werden, welche von der

Fliissigkeit auf ein Objekt eines bestimmten Volumens iibertragen werden kann (siehe

Gleichung .

Fiir die theoretische Beschreibung der Diffusion eines Partikels in einem dreidimen-
sionalen System werden unter anderem die Navier-Stokes Gleichungen verwendet. Die
Navier-Stokes Gleichungen sind ein Gleichungssystem aus nichtlinearen partiellen Dif-
ferentialgleichungen. Da es fiir diese Gleichungen keine direkte Losung gibt, miissen fiir
die Anwendung der Gleichungen bestimmte Randbedingungen definiert werden. Werden
diese Randbedingungen fiir die Diffusion in einem zweidimensionalen System festgelegt,
so fiihrt dies zu dem sogenannten Stokes-Paradox und zu einer Nichtanwendbarkeit
des Gleichungssystems [54]. 1975 konnten Philip Saffman und Max Delbriick dieses
Problem unter Verwendung des folgenden Modells umgehen. Die Autoren betrachten
eine Membran der Dicke h und der Viskositdt p, welche zu beiden Seiten von einem

unendlichen Fluid der Viskositat p° umgeben wird. In dieser Membran diffundiert ein
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zylindrisches Objekt der Hohe A mit dem Radius «. Dieses Modell findet Anwendung
wenn f > p ist.

water, u'

Abbildung 1.8: Das Saffman-Delbriick Model, 1975. Ein zylindrisches Objekt ist in einer
Lipidschicht hoher Viskositét eingebettet, diese wird zu beiden Seiten von Wasser umgeben [55].

Somit konnten Saffman und Delbriick erstmals ein Modell (SD-Modell) beschreiben,
mit welchem der Zusammenhang zwischen dem Radius und der Hohe der Membranein-
lagerung und der umgebenden Membran, sowie dem die Membran umgebenden Fluid

beschreiben werden konnte [55].
Basierend auf der Einstein-Relation,

_k’B*T

D
A

(1.1)

mit der Boltzmann Konstante kg, der absoluten Temperatur 7" und dem Stromungswi-
derstand A, postulieren Saffman und Delbriick den folgenden Zusammenhang. v steht
hier fiir die Eulersche Zahl.

D= hpT * (log’u—h - ) (1.2)

" dmwph o

Ein System in dem eine Membraneinlagerung diffundiert kann mit dem dimensionslosen

Parameter ¢ beschrieben werden. Fiir diesen gilt,

e:%* <%> (1.3)
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Das SD-Modell ist nur fiir ¢ < 0,1 giiltig. Das bedeutet, dass das SD-Modell nur fiir
kleine Membraneinlagerungen oder vergleichsweise hohe Membranviskositéten korrekte
Ergebnisse produziert. Hughes et al. beschreiben 1981 ein erweitertes Modell, welches
fir e < 1 giiltig ist [56]. Diese beiden Modelle basieren auf der Annahme, dass sich die
Membranen frei in einem Fluid geringer Viskositdt befinden. Merkel et al. beschreiben
1989 ein Modell in welchem die Koppelung der Membran mit einem darunterliegenden
Substrat berticksichtigt wird [57]. Dieses Modell stellt den Fall einer zellularen Membran
am besten dar, da die Plasmamembran in den meisten Fallen intrazellular an das

Zytoskelett assoziiert vorliegt.

1.2.2 Diffusion von Transmembran- und GPIl-verankerten

Proteinen

In den letzten drei Dekaden wurde eine Vielzahl von Fragestellungen zu der Diffusion
von Transmembranproteinen (TM-Proteinen) bearbeitet. So wurde unter anderem der
Einfluss des Durchmessers von TM-Proteinen auf ihre Diffusion untersucht [58]. An dem
band III Protein der Erythrozyten wurden verschiedene Fragestellungen bearbeitet, zum
Beispiel wurden der Einfluss von verschiedenen Komponenten des Zytoskeletts [59],
der Effekt der Lipidzusammensetzung der Membran [60, 61] oder die Auswirkungen
von Proteinaggregation [62] auf die Diffusion untersucht. Ein besonderes Augenmerk
galt dabei der Klarung der Frage, warum die Diffusionskoeffizienten von Proteinen,
welche in zelluldren Systemen bestimmt wurden, von denen aus artifiziellen Membranen
meist um mehr als zwei Grofenordnungen abweichen. Eine Erklarung hierfiir, ist das
Vorhandensein von mobilen und immobilen Hindernissen in der Plasmamembran von
lebenden Zellen. So kénnen immobile Hindernisse entstehen, wenn TM-Proteine mit
dem Zytoskelett interagieren [63], diese konnen dann einen Einfluss auf die Diffusion
anderer Proteine ausiiben. Aber auch mobile Strukturen koénnen die Diffusion von

Membranproteinen beeinflussen [64].

Barbour et al. haben den Einfluss der Proteinglykosylierung auf die Diffusion des
magjor histocompatibilty complex (MHC) Glykoproteins untersucht. Die Autoren konn-
ten zeigen, dass die Entfernung der Glykosylierung der MHC-Proteine in murinen

Fibroblasten zu einer Erhohung des Diffusionskoeffizienten fithrt. Allerdings konnte
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dieser Effekt in chinese hamster ovary (CHO) Zellen nicht reproduziert werden. Die
Autoren schlussfolgerten, dass sich die Zusammensetzung des Zytoskeletts in dem beiden
Zelllinien stark unterscheide und somit die Effekte der fehlenden Glykosylierung nur
in den murinen Fibroblasten messbar war [65]. Interessanterweise konnten Hgiberg-
Nielsen et al. fiir das stark glykosylierte, zytosolische Enzym Peniophora lycii Phytase
folgendes postulieren. Das Entfernen der Glykosylierungen fithre zu einer Reduzierung
repulsiver elektrostatischer Interaktionen. Diese repulsiven Interaktionen sollen als
Aggregationsschutz dienen und ermdglichen so die freie Beweglichkeit der Proteine
bei hohen Konzentrationen [66]. Ob dieser Effekt ebenso bei membranverankerten
Proteinen auftritt ist bislang nicht beschrieben. Ein auffilliger Unterschied zwischen den
Untersuchungen von Barbour et al. und Hgiberg-Nielsen et al. ist die Konzentration,
bzw der laterale Abstand der Proteine. Barbour et al. beschrieben die Erhéhung des
Diffusionskoeffizienten nach der Entfernung der Glykosylierung bei einer Anzahl von
circa 4000 Proteinen, welche auf der Zelloberfliche eines Fibroblasten verteilten waren.
Dies entspricht ungefidhr einem Molekiil pro Quadratmikrometer Zelloberfliche [67].
Der von Hgiberg-Nielsen beschriebene Effekt hingegen, zeigte sich bei sehr hohen
Proteinkonzentrationen von ungefdhr 100 mg / mL. Dies entspricht einem Proteinabstand

von nur wenigen Nanometern.

Die Diffusion von GPI-verankerten Proteinen wurde in den 90er Jahren neben anderem
von Forschern um Ken Jacobson untersucht. Fiir die Diffusion des GPI-verankerten Thy-
1 Proteins war es den Forschern moglich Diffusionskoeffizienten zu bestimmen, welche in
der Grofenordnung der Koeffizienten freier Lipide in zelluldren Membranen lagen [68].
Diese und #@hnliche Beobachtungen préigten die weitlaufige Meinung, dass die Diffusion
GPI-verankerter Proteine ausschliesslich durch die in die Membran eingelagerten Lipide
bestimmt wird [69]. Allerdings konnten Zhang et al. nachweisen, dass extrazellulére
Proteindoménen einen signifikanten Effekt auf die Diffusion GPI-verankerter Proteine
ausiiben. Mit Hilfe von chiméren Proteinen aus TM-Doménen und den extrazellularen
Doménen GPI-verankerter Proteine schlussfolgerten die Autoren, dass die Struktur
der extrazelluliren Doménen teilweise einen groferen Einfluss habe, als die Art der
Membranverankerung [70]. Letztendlich war es den Autoren allerdings nicht mdoglich,
die beobachteten Effekte frei von moglichen Interaktionen der Proteine mit der

extrazelluldren Matrix des Expressionsystems zu beschreiben.
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Umemura et al. untersuchten den Einfluss des Zytoskeletts auf die Diffusion von TM-
und GPI-verankerten Proteinen mit zeitlich hochaufgeldster Einzelmolekiil-Mikroskopie.
Die Autoren konnten nachweisen, dass sowohl die TM- als auch die GPI-verankerte
Variante des MHC-Proteins sogenannte hop diffusion vollziehen. Der Theorie der hop
diffusion unterliegt die Annahme, dass das Zytoskelett als gitterartige Struktur mit
der Plasmamembran interagiert. In den freien Bereichen diffundieren die Proteine mit
einer hohen Ausbreitungsrate. Gelangen die Proteine aber an eine Kontaktstelle der
Gitterstruktur, wird ihre freie Beweglichkeit behindert. Der Diffusionskoeffizient bleibt
solange beeinflusst bis die Proteine die Gitterstruktur iberwunden haben und wieder in
der Lage sind frei zu diffundieren. Dieser Wechsel des Diffusionskoeffizienten fiihrt zu

der augenscheinlichen sprunghaften Bewegung der Proteine [71].

Ungefahr 90 % der Zelloberfliche der BSF-Trypanosomen sind mit GPI-verankerten
VSG bedeckt. Biilow et al. gelang es nachzuweisen, dass trotz der hohen Proteindichte
circa 80% der VSG auf der Zelloberflache der Trypanosomen mobil sind. Die von
den Autoren ermittelten Diffusionskoeffizienten fiir die VSG auf der Zelloberfliche der
Trypanosomen lagen in der Grofenordnung der Koeffizienten von TM-Proteinen (=
0,01 um? /s). VSG, welche in CHO Zellen integriert wurden, wiesen einen vergleichbar ge-
ringen Diffusionskoeffizienten auf. Biilow et al. schlussfolgerten, dass die vergleichsweise
geringen Diffusionskoeffizienten der VSG nicht durch spezifische Interaktionen mit dem
Zytoskelett der Trypanosomen oder der extrazellulédren Matrix (bei Trypanosomen nicht
vorhanden) ausgelost werden |72|. Die direkte Interaktion der VSG mit dem Zytoskelett
schlossen die Autoren aus, da die Lipide des GPI-Ankers nur in eine Schicht der Membran

eingelagert werden.

Somit kann die Diffusion der GPI-verankerten VSG in lebendigen Zellen frei von
potentiellen Interaktionen mit der extrazellularen Matrix in einer nahezu homogenen
Proteinschicht untersucht werden. Der methodische Ansatz und die Zielsetzung der

vorliegenden Arbeit werden in den folgenden Abschnitten zusammengefasst.
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1.3 Zielsetzung, methodischer Ansatz und

Fragestellung.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es verschiedene Eigenschaften, welche einen Effekt auf
die Diffusion GPI-verankerter Proteine ausiiben, systematisch zu untersuchen. Hierzu
sollte eine vergleichende Studie der Diffusion des VSG in zwei Modellsystemen erfolgen.
Im folgenden werden die Vor- und Nachteile der beiden gewéahlten Modellsysteme, der

methodische Ansatz und die Fragestellungen erlautert.

(I) Der VSG-Mantel als biologisches Modellsystem: Durch die hohe Anzahl und
die Tatsache, dass in dem VSG-Mantel nahezu ausschliesslich identische Proteine
prasentiert werden, stellt die Zelloberfliche der BSF-Trypanosomen ein hervorragendes
biologischen Modellsystem dar um die Diffusion von GPI-verankerten Proteinen zu
studieren. Zusétzlich steht eine grofse Anzahl verschiedener natiirlich vorkommender
VSG zu Verfiigung. Biologische Modellsysteme haben den Vorteil, dass viele Faktoren
durch den Organismus selbststindig kontrolliert werden. So wird zum Beispiel die
Qualitatskontrolle der Proteine oder die Menge der auf der Zelloberfliche préasentierten
Molekiile intrinsisch gesteuert. Im Fall der Trypanosomen geschieht dies sogar auf
Einzelzellebene. Ein weiterer Vorteil des biologischen Modellsystems ist die Moglichkeit
der genetischen Manipulation der Organismen. So konnen zum Beispiel verschiedene
Eigenschaften, wie die N-Glykosylierung oder die VSG-Menge veréndert und der Einfluss
auf die Diffusion analysiert werden. Gleichzeitig stellt die Tatsache der Selbstregulation
einen Nachteil von biologischen Systemen dar. So koénnen einige Faktoren, wie zum
Beispiel die Lipidzusammensetzung der Plasmamembran nicht beeinflusst werden. Da
BSF-Trypanosomen in ihrer natiirlichen Umgebung, dem Blutgefafsystem, in stdndiger
Bewegung sein miissen, sind sie zu hervorragenden Schwimmern adaptiert [73]. Dieser
Umstand erschwert die Analyse der Diffusion auf der Zelloberfliche. Die bis zu
Beginn der vorliegenden Arbeit publizierten Methoden zur Immobilisierung von BSF-
Trypanosomen basieren auf der gezielten Vergiftung der Parasiten. Daher war das erste
Ziel dieser Arbeit eine Methode zu entwickeln, mit welcher die BSF-Trypanosomen
auf physiologische Weise immobilisiert werden kénnen. Im Anschluss hieran sollte die
Diffusion der VSG auf der Zelloberfliche néher charakterisiert werden, um im folgenden

gezielt Faktoren zu variieren und deren Auswirkung auf die Diffusion zu analysieren.
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Da diese Faktoren in beiden Modellsystemen parallel bearbeitet werden sollten, wird
im folgenden das zweite Modellsystem beschrieben und im Anschluss die Fragestellung

erlautert.

(IT) Das artifizielle Modellsystem; festkorperunterstitze artifizielle Membranen:

Um die Diffusion frei von zelluldren Beeinflussungen mit den Analysen des biologischen
Modellsystems zu vergleichen, sollte parallel hierzu ein artifizielles Modellsystem ver-
wendet werden. Mit diesem System sollte es mdglich sein die Diffusion der VSG unter
vorgegebenen Randbedingungen zu untersuchen. Artifizielle Membransysteme wurden
seit ihrer Entwicklung in den 1980er Jahren zu der Analyse verschiedener zellbiologischer
Fragestellungen verwendet [74-77|. Der Vorteil von flachen artifiziellen Membranen
im Vergleich zu anderen artifiziellen Membransystemen, wie zum Beispiel den grofsen
unilamellaren Vesikeln oder freischwimmenden Membranen, ist die hervorragende me-
chanische Stabilitdt und die flache Architektur. Ein weiterer Vorteil des artifiziellen
Modellsystems ist die Tatsache, dass hier beinahe alle Faktoren extern bestimmt
werden konnen. So kénnen zum Beispiel die Lipid-Zusammensetzung der Membran,
die Temperatur des Systems, die Proteinkonzentration oder die Pufferbedingungen frei
gewdhlt werden. Eine zentrale Anforderung an das artifizielle Modellsystem war die
Quantifizierung der VSG-Konzentrationen auf den Lipidschichten. Die Quantifizierung
der VSG-Mengen sollte auf zwei Weisen realisiert werden. Neben der absoluten
Quantifizierung der lateralen Dichten sollte die Menge des VSG in den artifiziellen
Membranen in Relation zu der Menge des VSG auf der Zelloberflache der Trypanosomen

eingestellt und bestimmt werden.

Die Diffusion der Proteine wird in beiden Modellsystemen mit Hilfe der Fluoreszenz-
Wiederkehr nach irreversiblem Photobleichen (engl.: Fluorescence Recovery After Pho-
tobleaching, FRAP) Methode bestimmt. Hierbei wird in einem bestimmten Bereich der
Zelle, oder der artifiziellen Membran, die Fluoreszenz der markierten Proteine durch
einen intensiven Laserimpuls irreversibel zerstort. Durch die Diffusion gelangen die
Proteine mit intakten Fluorophoren in den gebleichten Bereich zuriick. Somit kann
anhand der Kinetik der Fluoreszenz-Wiederkehr die Diffusion der Proteine in Detail
charakterisiert werden. Eine ausfiihrliche Beschreibung der Methode erfolgt in Kapitel
4.2.6]
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Die folgenden Fragen sollten mit Hilfe der Modellsysteme vergleichend studiert werden:

e Zeigen verschiedene VSG, trotz struktureller und biochemischer Unterschiede,
ahnliche Eigenschaften der Diffusion?

e Ist die Diffusion des VSG in lebenden Trypanosomen durch dessen laterale Dichte
beeinflusst?

e Haben N-Glykane einen Effekt auf die Diffusion des VSG?

e Kann die Grokke der Proteindoméne von GPI-verankerten Proteinen die Diffusion
ohne Interaktionen mit extrazellularen Strukturen beeinflussen?
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2 Ergebnisse

2.1 Charakterisierung der Diffusion des VSG in
lebenden Trypanosomen und in artifiziellen

Membranen

2.1.1 Gelatine eignet sich als Medium fiir die Immobilisierung

von Trypanosomen

Wie bereits erwahnt sind Trypanosomen hoch motil. Dieser Umstand erschwert die
Analyse der Diffusion von Proteinen auf deren Zelloberfliche. Die bisher publizierten Me-
thoden zu der Immobilisierung der Parasiten beruhen entweder auf der Inhibierung der
Energiegewinnung oder auf der Verwendung von Substraten, welche die Blutstromform-
Trypanosomen (BSF-Trypanosomen) in kurzer Zeit (ca 30-60min) abtdten |72, 78|.
Daher sollte eine Methode etabliert werden, um die Parasiten unter physiologischen
Bedingungen iiber langere Zeitraume (1-2h) zu immobilisieren. Die BSF-Trypanosomen
wurden hierzu in einer 8 %igen (Gew. %) Gelatine-Losung aufgenommen und auf eine
Temperatur von 20°C gekiihlt. Nachdem die Gelatine in den gelartigen Zustand
iibergegangen war, konnte hiermit eine starke Immobilisierung der Parasiten erreicht
werden.

Im néchsten Schritt sollte untersucht werden, ob die Gelatine-Losung potentiell negative
Auswirkungen auf die Vitalitdt der BSF-Trypanosomen ausiibt. Hierzu wurden eine
definierte Anzahl an BSF-Trypanosomen fiir einen Zeitraum zwischen 0 und 7h in
der Gelatine-Losung immobilisiert und nach Inkubation bei Raumtemperatur (RT)
rekultiviert. Das Wachstum der BSF-Trypanosomen wurde nach der Rekultivierung
fiir eine Dauer von 72h beobachtet. In Abbildung sind die Wachstumskurven der
Kulturen nach verschiedener Immobilisierungsdauer abgebildet. BSF-Trypanosomen,
welche fiir 1 bis 3h immobilisert wurden, zeigten in ihrem Wachstum nach der
Rekultivierung keinen Unterschied zu den Zellen, die direkt nach der Immobilisierung
wieder rekultiviert wurden (0h). Die Populationsverdopplungszeit der Kulturen bei einer
Immobilisierungdauer zwischen 0 und 3h betrug 6,3 bis 6,8h und war somit gut ver-
gleichbar mit der Zeit die BSF-Trypanosomen unter normalen Kultivierungsbedingungen
(6-7h) bendtigen. Nach einer Immobilisierung von 4 bzw 7h konnte eine Reduzierung
der Wachstumsrate fiir die folgenden 18-20h festgestellt werden. Ungefahr 24 h nach
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2 Ergebnisse

der Rekultivierung zeigten diese Kulturen wieder einen nahezu parallelen Verlauf im
Vergleich zu den Wachstumskurven der iibrigen Kulturen. Hiermit konnte nachgewiesen
werden, dass die Immobilisierung der BSF-Trypanosomen mit Hilfe der Gelatine-Losung
fiir einen Zeitraum von einer bis zu drei Stunden ohne schwerwiegende Beeintrachtigung

der Vitalitdt der Parasiten moglich ist.
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Abbildung 2.1: Wachstumskurven von BSF-Trypanosomen nach Immobiliserung in
Gelatine. 5*10% BSF-Trypanosomen wurden in 500 pL einer 8 %igen Gelatine-Losung fiir 0
(0), 1 (A), 2(v),3(0),4(O) oder 7h (K) immobilisert und im Anschluss rekultiviert. Die
Zelldichte wurde nach der Rekultivierung auf 1*10° Zellen / mL eingestellt. Das Wachstum
der Zellen wurde fiir die folgenden 72h beobachtet. BSF-Trypanosomen, die zwischen 1
und 3h immobilisert wurden, zeigten nach der Rekultivierung keine Beeintrachtigung der
Wachstumsrate. Nach einer Immobilisierung fiir vier oder sieben Stunden war eine Reduzierung
der Wachstumsrate fiir einen Zeitraum von 24h zu erkennen. Nach ca 24h erholte sich
das Wachstum der Zellen. Die Inkubation der Zellen nach der Rekultivierung erfolgte unter
Standartbedinungen. Werte sind Mittelwerte &+ Standartabweichungen von Triplikaten.
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2 Ergebnisse

2.1.2 Die Diffusion verschiedener VSG auf der Zelloberflache

von Trypanosomen ist sehr dhnlich

Nach der erfolgreichen Etablierung der Immobilisierungsmethode sollte die Diffusion
des VSG auf der Zelloberfliche der BSF-Trypanosomen néher charakterisiert werden.
Bislang wurde die Diffusion eines einzelnen VSG, des MITat1.2, auf der Zelloberflache
der BSF-Trypanosomen untersucht [72]. Daher sollte die Diffusion verschiedener VSG

der 3 Carboxyl-terminaler Doméne Typen (C-term Typen) charakterisiert werden.
Die Diffusion der folgenden VSG wurde untersucht:

e C-term Typ 1: MITatl.4 und MITat1.6; eine N-Glykosylierung
o C-term Typ 2: MITatl.1 und MITat1.2; zwei N-Glykosylierungen
e C-term Typ 3: MITatl.5; drei N-Glykosylierungen

Hierzu wurden die primdren Amine der VSG auf der Zelloberfliche der BSF-
Trypanosomen durch die Bindung von Succinimidyl-Ester gekoppelten Fluoreszenz-
farbstoffen (Sulfo-NHS Atto 488, ATTO-TEC) markiert. Im Anschluss wurden die
BSF-Trypanosomen in der Gelatine-Lésung immobilisert und die Diffusion der VSG
mit Hilfe von FRAP-Messungen (engl.: Fluorescence Recovery After Photobleaching,
FRAP) analysiert. Eine genaue Beschreibung der Durchfithrung der Experimente
erfolgt in dem Abschnitt Methoden, in den Kapiteln (Markierung der VSG)
, [£.2.2.7 (Immobilisierung) und (FRAP-Messungen). Die Immobilisierung der
BSF-Trypanosomen und die anschliefsende Analyse der Diffusion des VSG wurde in einer
eigens fiir diesen Zweck angefertigten Probenkammer durchgefiihrt. Die Temperatur der
Probenkammer wurde wahrend der FRAP-Messungen auf 20 °C eingestellt. In Abbildung
ist eine typische FRAP-Messung und die Bearbeitung der Daten dargestellt. Der
Diffusionskoeffizient (D) und die mobile Fraktion (MF) wurden nach Phair et al
bestimmt [79]. Der Diffusionskoeffizient beschreibt die zeitabhéngige Flachenausbreitung
der Molekiile und die mobile Fraktion den prozentualen Anteil der beweglichen Proteine

in dem Beobachtungsraum.
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2 Ergebnisse

Auf diese Weise wurde die Diffusion des VSG der oben aufgefiihrten Zelllininen
untersucht. Die Ergebnisse der FRAP-Messungen sind in Tabelle aufgefiihrt.
Die Diffusionskoeffizienten und die mobilen Fraktionen aller analysierten VSG liegen
zwischen 0,02 und 0,03pm? /s bzw 75 und 80%. Dies verdeutlicht, dass die VSG
der verschiedenen C-term Typen trotz struktureller und biochemischer Unterschiede

grundséatzlich dhnliche Diffusionseigenschaften aufweisen.

Tabelle 2.1: Die Diffusion verschiedener VSG ist in lebenden Trypanosomen sehr dhnlich.
Analyse der FRAP-Messungen: Diffusionskoeffizienten (D), mobile Fraktionen (MF) und
Anzahl der analysierten BSF-Trypanosomen. Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen.

D, um? /s MF, % Anzahl
Typ-1 VSG
MITatl.4 0,028 + 0,009 80 £ 6 43
MITatl.6 0,024 + 0,010 79 +9 110
Typ-2 VSG
MITatl.1 0,021 + 0,013 T4+7 40
MITat1.2 0,021 £ 0,008 76 + 6 28
Typ-3 VSG
MITat1.5 0,027 + 0,008 78 £ 8 25
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Abbildung 2.2: FRAP-Experiment an einem immobilisierten BSF-Trypanosom. A - D:
Verschiedene Zeitpunkte einer FRAP-Messung. (A) Vor dem Bleichen; rotes Viereck markiert
die FRAP-ROI (engl.: Region Of Interest, ROI), die blaue Einfassung die Ganzzell-ROI und
das griine Sechseck die Hintergrund-ROI. Der Grofenbalken entspricht 10 pm. (B) Direkt nach
dem Bleichen, (C) wéhrend der Fluoreszenz-Wiederkehr und (D) zur vollstdndigen Fluoreszenz-
Wiederkehr. E und F: Daten und Auswertung. (E) Aufgezeichnete Rohdaten. (F) Normierte
und korrigierte Daten (rote Kreise), Anpassung einer einfach exponentiellen Funktion an die
Daten (schwarz-graue Kurve).



2 Ergebnisse

2.1.2.1 Die Diffusion verschiedener VSG in einem Mosaik-Mantel ist kompatibel

Mit den vorstehenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Diffusion verschie-
dener VSG in einem homogenen VSG-Mantel sehr dhnlich ist. Wahrend der Antigenen
Variation kommt es zu einer voriibergehenden Vermischung von zwei VSG-Typen auf
der Zelloberfliche der BSF-Trypanosomen. In diesem Fall wird von einem Mosaik-Mantel
gesprochen. Um die Kompatibilitdt einer Mischung verschiedener VSG auf Ebene der
Diffusion zu untersuchen, wurde eine genetisch manipulierte Zelllinie analysiert, welche
zwei unterschiedliche VSG aus identischem genomischen Kontext produziert. In diesen
sogenannten Doppelexpressoren (DEX) wird in den aktiven Ort der VSG-Expression
ein zusétzlicher VSG-Leserahmen integriert. Dies fiihrt zu einer zeitgleichen Herstellung
und Préasentation zwei verschiedener VSG zu ahnlichen Anteilen in einem Mosaik-
Mantel [80]. Auf diese Weise wurde die Diffusion der VSG in einem Mosaik-Mantel,
welcher aus den Proteinen MITat1.2 und MITat1.6 bestand, untersucht. In Tabelle
sind die Ergebnisse der FRAP-Messungen der DEX BSF-Trypanosomen aufgefiihrt. Die
statistische Auswertung verdeutlicht, dass die Diffusion der VSG in einem Mosaik-Mantel
keine Abweichung zu der Diffusion des VSG in einem homogenen Mantel aufweist. Dies
bedeutet, dass die VSG der beiden untersuchten Typen auf der Ebene der Diffusion
kompatibel sind.
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Tabelle 2.2: Die Diffusion verschiedener VSG in einem Mosaik-Mantel ist kompatibel.
Diffusionskoeffizienten (D), mobile Fraktionen (MF) und die Anzahl der analysierten
MITat1.2, MITat1.6 bzw MITat1.2/1.6DEX BSF-Zellen. p-Werte des t-Test fiir unverbundene
Stichproben. Der t-Test wurde fiir alle Kombinationen der Experimente fiir D und MF
durchgefiihrt. p-Werte > 0,1 bedeuten, dass die Messreihen keinen signifikanten Unterschied
aufweisen. Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen.

D, ym? /s MF, % Anzahl
MITat1.2 0,021 + 0,008 74,3 +£ 6 45
MITat1.6 0,024 + 0,010 786 £ 9 110
MITat1.2/1.6DEX 0,018 £ 0,007 78,4 £ 16 67
p-Werte, D MITat1.2 MITatl1.6 MITat1.2/1.6DEX
MITat1.2 - 0,219 0,678
MITat1.6 0,219 - 0,411
MITat1.2/1.6DEX 0,678 0,411 -
p-Werte, MF MITat1.2 MITat1.6 MITat1.2/1.6DEX
MITat1.2 - 0,308 0,187
MITat1.6 0,308 0,756

MITat1.2/1.6DEX 0,187 0,756 -



2 Ergebnisse

2.1.2.2 Intrazelluldre Strukturen iiben potentiell einen Einfluss auf die Diffusion
des VSG aus

Um mogliche Interaktionen zwischen intrazelluldren Strukturen, wie den subpelli-
kuldaren Mikrotubuli-Filamenten, und der Plasmamembran zu analysieren, wurden
die BSF-Trypanosomen wéahrend der Immobilisierung osmotisch-geschwollen. Hierzu
wurde fiir die Immobilisierung der Zellen Gelatine verwendet, welche in Wasser aus
einer Reinstwasser Anlage (mp-H20) gelost wurde. Die Zellen verloren dadurch ihre
charakteristische Form und schwollen kugelférmig an (siehe Abbildung . In Tabelle
sind die FErgebnisse der Diffusionsmessungen von normal immobilisierten und
osmotisch-geschwollener BSF-Trypanosomen aufgefiihrt. Der Diffusionskoeffizient der
geschwollenen BSF-Trypanosomen wurde im Vergleich zu den normal immobiliserten
Zellen nicht (p-Wert > 0,4) beeinflusst. Hingegen wurde die mobile Fraktion der
VSG durch das osmotische Schwellen hoch signifikant (p-Wert = 0,0008) auf rund 85 %
angehoben. Dieses Ergebnis lasst die Vermutung zu, dass auch bei Trypanosomen
intrazellulire Komponenten mit der Plasmamembran assoziiert vorliegen und somit
einen Einfluss auf die Diffusion der Proteine auf der Zelloberfliche ausiiben. Um eine
Aktivierung der GPI-spezifische Phospholipase-C (GPI-PLC) und das damit verbundene
ausdiinnen des VSG-Mantels wihrend dem osmotischen Schwellen auszuschliefen, wurde
die Diffusion des VSG in osmotisch-geschwollenen Trypanosomen untersucht, in welchen
das Gen der GPI-PLC entfernt wurde [81]. Auch in dieser GPI-PLC~/"-Zelllinie konnte
kein signifikanter Unterschied der Diffusionskoeffizienten, aber eine signifikante Erh6hung
der mobilen Fraktion (p-Wert = 0,0005), im Vergleich zu den ungeschwollenen wildtyp

Trypanosomen festgestellt werden.

Tabelle 2.3: Intrazelluldre Strukturen iiben potentiell einen Einfluss auf die Diffusion
des VSG aus. Diffusionskoeffizienten (D), mobile Fraktionen (MF) und die Anzahl der
analysierten BSF-Trypanosomen. Es wurden die Zelllinien MITatl.5-wt und MITat1.5-GPI-
PLC™/- untersucht. Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen.

D, ym? /s MF, % Anzahl
wt, normal immobilisiert 0,027 £ 0,008 78 + 8 25
wt, osmotisch-geschwollen 0,024 +£ 0,008 84 + 6 31
GPI-PLC/~, osmotisch-geschwollen 0,024 4+ 0,006 86 + 6 20

31



Abbildung 2.3: FRAP-Messung an einem osmotisch-geschwollenen BSF-Trypanosom. Die
Grofkenbalken entsprechen 10 pm. (A) BSF-Trypanosom immobilisiert mittels Standardbedin-
gungen. (B) Maximalprojektion eines z-Stapels (150 Bilder mit 100 nm Abstand in z-Ebene)
eines osmotisch-geschwollenen BSF-Trypanosoms. C bis F: FRAP-Messung einer osmotisch-
geschwollenen BSF Zelle. (C) vor dem Bleichen, (D) direkt nach dem Bleichen, (E) wéhrend
der Fluoreszenz-Wiederkehr und (F) zum Zeitpunkt der vollstdndigen Fluoreszenz-Wiederkehr.
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2.1.3 VSG diffundieren in artifiziellen Membranen typisch fiir

GPIl-verankerte Proteine

Nachdem die grundlegenden Eigenschaften der Diffusion des VSG in lebenden BSF-
Trypanosomen charakterisiert wurden, sollte dies ebenso fiir die Diffusion des VSG in
artifiziellen Membranen erfolgen. Hierzu wurde das VSG in der sogenannten membran-
form (mfVSG) aus den BSF-Trypanosomen extrahiert. Die Reinigung des mfVSG
wurde per Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie (engl.: High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) durchgefiihrt. Das gereinigte mfVSG wurde im Anschluss
mit fluoreszierenden Farbstoffen markiert und in Lipid-Doppelschichten integriert,

welche zuvor per Vesikelfusion auf hydrophilen Objekttriagern hergestellt wurden. Eine
detaillierte Beschreibung der Methoden ist den Kapiteln (mfVSG Reinigung),
4.2.3.1] (Markierung der mfVSG), (Vorbereitung der Objekttriger) und
(Herstellung der Lipid-Doppelschichten) zu entnehmen. Die Diffusion der mfVSG wurde
per FRAP-Messungen in kreisformigen Regionen mit einem Radius von 5 pm bestimmt.
Die Auswertung der FRAP-Experimente erfolgte nach Soumpasis et al. [82] (siche
Kapitel [£.2.6.2).

Auf diese Weise wurde die Diffusion von insgesamt 4 verschiedenen mfVSG der 3 C-term
Typen untersucht (siehe Tabelle . Die Analyse der FRAP-Messungen zeigt, dass
die mfVSG in artifiziellen Membranen hoch mobil sind (MF >94%). Dies deutet auf
fluide und defekt-freie Lipid-Doppelschichten hin. Aufserdem spiegelt eine hohe mobile
Fraktion die freie Beweglichkeit der Proteine in der Membran wider und schliefst somit
eine Aggregation der Proteine oder Interaktionen der mfVSG mit dem Glassubstrat
aus. Interessanterweise zeigen die mfVSG in artifiziellen Membranen, neben den hohen
mobilen Fraktionen, Diffusionskoeffizienten zwischen 0,7 und 1,0um? /s. Diese Werte
stehen in guter Ubereinstimmung mit Diffusionskoeffizienten von GPI-verankerten

Proteinen in artifiziellen Membranen [83].

Im Vergleich zu der Situation in lebenden BSF-Trypanosomen ist der Diffusionskoeffizi-
ent der mfVSG in artifiziellen Membranen um ungefahr einen Faktor 50 grofser. Um diese
Abweichung genauer zu charakterisieren, sollte im folgenden der Einfluss der lateralen

Dichte des VSG auf dessen Diffusion untersucht werden.
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Tabelle 2.4: Membranform-VSG ist in artifiziellen Membranen hoch mobil. FRAP-
Messungen verschiedener VSG in artifiziellen Membranen: Diffusionskoeffizienten (D), mobile
Fraktionen (MF) und die Anzahl der FRAP-Messungen. Untersucht wurden mfVSG der drei
verschiedenen C-term Typen. Werte sind Mittelwerte = Standardabweichungen.

D, ym? /s MF, % Anzahl
Typ-1 VSG
MITat1.6 1,0 £ 0,3 94 + 6,2 61
Typ-2 VSG
MITat1.1 0,9 +0,2 94 + 5,0 41
MITat1.2 0,7+ 0,2 94 + 8,0 58
Typ-3 VSG

MITat1.5 0,7+ 0,2 97 £ 2,6 41
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2.2 Einfluss der lateralen Dichte auf die Diffusion des
VSG

2.2.1 Die Mobilitat des VSG auf der Zelloberflache ist in der

Nahe eines Diffusionsschwellenwertes

Eine sehr nahliegende Vermutung fiir die unterschiedlich grofsen Diffusionskoeffizienten
des VSG in lebenden Trypanosomen und in artifiziellen Membranen wére, dass die
laterale Dichte der VSG auf der Zelloberfliche deren Diffusion selbst beeintrachtigt.
Um diese Vermutung zu untersuchen, wurde die laterale Dichte der mfVSG in den
artifiziellen Proben in Relation zu der Konzentration der VSG auf der Zelloberflache
der BSF-Trypanosomen eingestellt. Somit sollte es mdglich sein herauszufinden, ob die
VSG-Dichte auf der Zelloberflache die Diffusion der Proteine beeinflusst. Die Herstellung
von artifiziellen Membranen mit hohen mfVSG Konzentrationen konnte mit der zuvor
verwendeten Methode nicht realisiert werden. Die Inkorporation der mfVSG aus dem
Pufferiiberstand der Membranen wird ab einer gewissen Dichte durch sterische Wechsel-
wirkungen der Proteine verhindert. Daher wurden zunéchst hohe Konzentrationen der
mfVSG mit Hilfe der Detergenz-Extraktionsmethode (Details, sieche Kapitel in
kleine unilamellare Lipidvesikel (engl.: small unilamellar vesicles, SUV) rekonstituiert.
Um die laterale Dichte in den artifiziellen Proben zu variieren, wurde die Rekonstitution
des mfVSG in Anwesenheit verschiedener Lipid-Konzentrationen durchgefithrt. Wiirden
die so entstandenen mfVSG-Proteoliposomen direkt auf einen Objekttrager appliziert
werden, so kdime ein Teil der Proteine direkt mit dem Glas in Beriihrung. Um dies zu
verhindern, wurden die Objekttrager mit einer Lipid-Einzelschicht mittels Langmuir-
Blodgett Transfer von der Luft/Wassergrenzschicht einer Film-Waage beschichtet. Die
resultierende mfVSG-Menge in den artifiziellen Membranen wurde in Form von BSF-
Zellaquivalenten per immunhistochemischen Nachweis bestimmt. Auf diese Weise war es
moglich die laterale Dichte des mfVSG in den artifiziellen Membranen so einzustellen,
dass diese der lateralen Dichte des VSG auf der Zelloberfliche der Trypanosomen
entspricht. Hierzu wurde die zell-spezifische mfVSG-Menge vor und nach der Fusion
der Vesikel in dem Pufferiiberstand der Membranen bestimmt. Aus der Differenz der
beiden Proben (vor und nach der Fusion) konnte dann, mit Hilfe einer Eichgerade

von Gesamt-Proteinextrakten der BSF-Trypanosomen die Anzahl der entsprechenden
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Zell-Aquivalente in den artifiziellen Membranen bestimmt werden. Eine detaillierte
Beschreibung der Herstellung und der Quantifizierung dieser Proben ist in Kapitel 4.2.4.2

zu finden.

In Abbildung[2.4]sind die Diffusionskoeffizienten und die mobilen Fraktionen des mfVSG
in Abhéngigkeit der lateralen Dichte in Form von BSF-Oberflichenéiquivalenten (BSFO)
dargestellt. Ein BSFO von 1 bedeutet, dass die Konzentration in den artifiziellen
Membranen der Konzentration des VSG auf der Zelloberfliche der Trypanosomen
entspricht. Bei einem BSFO von 1,0 kann ein D von 0,8 pm? /s und ein MF von ca
80 % bestimmt werden. Diese Werte konnen ebenfalls bei einem BSFO von 1,3 ermittelt
werden. Wird die Konzentration des mfVSG allerdings tiber einen kritischen Wert erhoht
(> 1,3 BSFO), so ist eine drastische Reduzierung sowohl von D als auch von MF zu
beobachten. Dies bedeutet, dass sobald die Konzentration der Proteine einen kritischen
Schwellenwert erreicht die Diffusion und die Mobilitat stark beeintrachtigt wird. Im

folgenden soll dieser Grenzwert als Diffusionsschwellenwert (DSW) bezeichnet werden.

Was bedeutet dieses Ergebnis nun fiir die Diffusion des VSG in BSF-Trypanosomen?
Die Ergebnisse zeigen, dass die Diffusion des VSG auf der Zelloberfliche der Parasiten
offensichtlich nicht von der lateralen Dichte des VSG beeinflusst wird. Vielmehr scheint
es, als wére eine begrenzte Anzahl an zusétzlichem VSG toleriert ohne direkt in einem
Uberschreiten des DSW zu resultieren. Dies ist grundsitzlich ein sehr interessantes
Ergebnis, allerdings bleibt die Frage, durch welche Faktoren die Diskrepanzen zwischen
den Diffusionsmessungen in vivo und in den artifiziellen Membranen ausgelost werden,
unbeantwortet. Die néchste nahliegende Frage wére nun, welchen potentiellen Einfluss
die zusétzlichen Proteine in der Plasmamembran der BSF-Zelloberfléche auf die Diffusion
des VSG ausiiben. Um dieser Frage nachzukommen, wurde die Diffusion des VSG in
artifiziellen Proben in der Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen zusétzlicher
nicht-VSG Proteine untersucht.
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Abbildung 2.4: Die Diffusion im VSG-Mantel ist in der N&he des Diffusionsschwel-
lenwertes. FRAP-Messungen bei unterschiedlichen VSG-Dichten in artifiziellen Membranen:
Oben, Diffusionskoeffizienten (D) in pm? / s gegen BSF-Oberflicheniquivalente (BSFO). Unten,
mobile Fraktionen in % gegen BSFO. Ein BSFO von 1 entspricht der VSG-Dichte auf den BSF-
Trypanosomen. Wird ein BSFO > 1,3 erreicht ist der Diffusionsschwellenwert {iberschritten und
D und MF werden drastisch reduziert. Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen.
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2.2.2 Zusatzliche membranverankerte Proteine tiben einen

starken Effekt auf den Diffusionskoeffizienten des VSG aus

Die Plasmamembran der BSF-Trypanosomen ist zu 90% mit VSG bedeckt. Was
steckt aber unter diesem Mantel? Bislang ist eine vergleichsweise geringe Anzahl
von zusétzlichen Membranproteinen der BSF-Trypanosomen detailliert charakterisiert.
Die invarianten Oberflichenglykoproteine (engl.: Invariant Surface Glycoproteins, ISG)
machen ungefihr 5% der gesamten Proteinmenge an der Plasmamembran aus [84].
Neben den ISGs befinden sich allerdings eine nicht unerhebliche Anzahl (> 500)
verschiedener weiterer Proteine in der Plasmamembran [85]. Die zelluldre Lokalisation
und deren Abundanz ist bei diesen Proteinen nicht geklart. Da eine Vielzahl der
Membranproteine zellbiologisch essentielle Aufgaben ausiiben, wére eine gezielte Analyse
durch das Entfernen einzelner Komponenten in vivo nicht nur zeit-intensiv, sondern

wahrscheinlich frei von Artefakten nicht moglich.

Aus diesem Grund sollte der Einfluss von nicht-VSG Proteinen auf die Diffusion des
mfVSG in artifiziellen Proben untersucht werden. Hierzu wurden durch die Fusion
von SUVs auf hydrophilen Objekttragern (vgl. Kapitel Membranen hergestellt,
welche mit verschiedenen Konzentrationen an biotinylierten Lipiden (DOPE-Biotin)
versehen waren. Um die zusétzlichen nicht-VSG Proteine zu simulieren, wurde nach der
Integration des fluoreszierend markierten mfVSG, das Biotin bindende Neutravidin an
die Membranen gebunden. Um einen Einfluss der verénderten Lipid-Zusammensetzung
auszuschlieften, wurde die Diffusion des mfVSG vor der Zugabe des Neutravidin
analysiert. Auf diese Weise konnte der Einfluss von verschiedenen Konzentrationen von
nicht-VSG Proteinen auf die Diffusion des mfVSG untersucht werden. Es wurden DOPE-
biotin Konzentrationen in einem Bereich zwischen 0,05 und 10 % (molar) untersucht.
Abbildung[2.5] zeigt die Ergebnisse der Diffusionsmessungen. Interessanterweise scheinen
vergleichsweise geringe Konzentrationen an zusétzlichen nicht-VSG Proteinen in der
Membran auszureichen, um einen deutlichen Effekt auf die Diffusion des mfVSG
auszuiiben. Bereits in einem Konzentrationsbereich zwischen 0,05 und 1% (molar)
DOPE-biotin ist eine Reduzierung des D von ungefahr 50 % zu beobachten. Die MF
der mfVSG bleibt in diesem Fall allerdings bei einem relativ hohem Wert von 80 %. Erst
bei hohen DOPE-Biotin Konzentrationen > 5% (molar) wird eine Reduzierung der MF
des mfVSG auf ca 20 % erreicht.
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Abbildung 2.5: Einfluss verschiedener Konzentrationen von nicht-VSG Proteinen auf
die Diffusion des mfVSG. Diffusionskoeffizienten (D, schwarze Symbole), mobile Fraktionen
(MF, rote Symbole). Oben, 0,05-1% (molar) DOPE-biotin: Der Diffusionskoeffizient des
mfVSG wird durch das Neutravidin bereits bei geringen DOPE-biotin Konzentrationen
um ca 50% reduziert. Hingegen bleiben ungefahr 80% der Proteine mobil. Unten, 0,05-
10 % (molar) DOPE-biotin: Erst bei sehr hohen Konzentrationen (> 5%) an DOPE-biotin
iiben die zusétzlichen nicht-VSG einen starken Effekt auf die Proteinmobilitdt aus. Werte sind
Mittelwerte + Standardabweichungen.



2 Ergebnisse

Es scheint also, als iiben die zusétzlichen nicht-VSG Proteine einen anderen Effekt auf die
Diffusion des mfVSG aus, als das mfVSG selbst. Um diesen Zusammenhang zu verdeutli-
chen, sind in Abbildung die Diffusionskoeffizienten iiber die entsprechenden mobilen
Fraktionen der Diffusionsmessungen der reinen (homogen) mfVSG-Proben (vgl. Kapitel
und der Proben mit zusétzlichen nicht-VSG (heterogen) aufgetragen. In dieser
Art der Darstellung wird jedem ermittelten Diffusionskoeffizienten die entsprechende
mobile Fraktion zugeordnet. Es wird deutlich, dass das Neutravidin einen schwécheren
Effekt auf die mobile Fraktion, als die mfVSG bei vergleichbarem Diffusionskoeffizienten
ausiliben konnen. Die mobilen Fraktionen der homogenen mfVSG Proben werden bei
vergleichbarem Diffusionskoeffizienten starker reduziert, als die mobilen Fraktionen
der heterogenen Proben. Dies bedeutet, dass der Diffusionskoeffizient der VSG in
lebenden Trypanosomen, durch die zuséatzlichen Proteine in der Plasmamembran
deutlich reduziert werden kann, wobei die mobile Fraktion der VSG nur geringfiigig
beeinflusst wird. Dieses Ergebnis gibt einen Ansatz zu der Kldarung der Unterschiede der

Diffusion des VSG in lebenden Trypanosomen und in artifiziellen Membranen.
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Abbildung 2.6: Diffusion des mfVSG in homogenen und heterogenen Proteinproben.
Diffusionskoeffizienten (pm? / s) gegen die mobile Fraktionen (%) des mfVSG in homogenen
() und heterogenen (Neutravidin-VSG, A) Proteinproben. Werte sind Mittelwerte =+
Standardabweichungen.
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2 Ergebnisse

2.3 Einfluss der N-Glykosylierung auf die Diffusion
des VSG

2.3.1 N-Glykane erhalten die Mobilitdt des VSG in lebenden

Trypanosomen

Alle VSG der BSF-Trypanosomen sind zumindest mit einer N-Glykosylierung posttrans-
lational modifiziert. Um den Effekt der N-Glykosylierung auf die Diffusion des VSG
zu untersuchen, wurden zwei Zelllinien generiert, welche ausschliefslich N-Glykan freie
(AGlykan) VSG auf der Zelloberflache prasentieren. Die Zelllinien wurden von Dr. Nicola
Jones und Dr. Marsilius Mues in Vorarbeiten etabliert. Hierfiir wurden Doppelexpressor-
Zelllinien (DEX) generiert, bei welchen in den aktiven Ort der Expression neben dem
endogenen MITatl.2, mutierte kodierende Sequenzen fiir das MITat1l.4AGlykan oder
MITat1.6AGlykan-VSG integriert wurden. In diesen mutierten Leserahmen wurden die
Signalsequenzen der N-Glykosylierung mutiert, um das posttranslationale Anheften
der N-Glykane zu verhindern. Nach der erfolgreichen Integration der Konstrukte in
die BSF-Trypanosomen wurde der Leserahmen des endogenen MITat1l.2-VSG durch
eine Resistenz-Kasette ersetzt. Auf diese Weise wurden zwei Zelllinien generiert, die

ausschlieklich N-Glykan freie VSG des Typ-1 auf der Zelloberfliche présentieren.

Die Diffusion des VSG der AGlykan-Zelllinien wurde wie bei den wildtyp Zellen durch
FRAP-Messungen analysiert. In Tabelle [2.5|sind die Ergebnisse der Diffusionsmessungen
aufgefiihrt. Die statistische Auswertung der FRAP-Messung der beiden AGlykan-
Zelllinien ergab in beiden Fillen keine signifikante Anderung der Diffusionskoeffizienten.
Erstaunlicherweise wurde in beiden Zelllinien die mobile Fraktion der VSG hoch
signifikant (p-Wert < 0,0001) reduziert. In Abbildung und sind die Ergebnisse
der FRAP-Messungen der beiden AGlykan-Zelllinien als Haufigkeitsverteilungen und
der Anpassung einer Gaufischen Verteilung an die relativen H&aufigkeiten dargestellt.
In dieser Art der Darstellung wird die Reduzierung der mobilen Fraktion des VSG als
Verschiebung der Héaufigkeitsverteilung zu kleineren Werten deutlich. Dieses Ergebnis
ist auf den ersten Blick durchaus verwunderlich, da durch die Entfernung, also
die Verkleinerung des Proteins, eine Reduzierung der Proteinmobilitat hervorgerufen

wird. Dies deutet darauf hin, dass N-Glykosylierungen die Mobilitdt der Proteine
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beglinstigen kénnen. Um dieses Phdnomen genauer zu charakterisieren, wird im néchsten
Abschnitt der Einfluss der N-Glykosylierung auf die Diffusion des mfVSG in artifiziellen

Membranen beschrieben.

Tabelle 2.5: N-Glykane erhalten die Mobilitdt des VSG in lebenden Trypanosomen.
Ergebnisse der FRAP-Messungen der MITatl.4 und MITatl.6-wildtyp (wt) bzw AGlykan-
VSG BSF-Trypanosomen: Diffusionskoeffizienten (D), mobile Fraktionen (MF) und Anzahl
der analysierten MITat1.4 oder MITatl.6-wt und AGlykan BSF-Trypanosomen. Die D der
analysierten VSG zeigen keine signifikante Anderung, hingegen wird die MF der VSG
hoch signifikant um 5% (MITat1.4AGlykan) oder 10 % (MITat1l.6AGlykan) reduziert. Werte
sind Mittelwerte £+ Standardabweichungen und die p-Werte eines t-Tests fiir unverbundene

Stichproben.
D, ym? /s MF, % Anzahl
MITat1.4 wt 0,028 + 0,009 80 + 6 43
MITat1.4AGlykan 0,029 4+ 0,013 75+ 6 36
p-Werte 0,35 < 0,0001
MITat1.6 wt 0,024 + 0,010 79+9 94
MITat1.6AGlykan 0,021 £ 0,009 1+7 56
p-Werte 0,16 < 0,0001
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Abbildung 2.7: Analyse der Diffusion des MITatl.4AGlykan-VSG. A bis D: MITatl.4-
wildtyp (schwarz) und MITatl.4AGlykan (griin). A und B: H&aufigkeitsverteilungen der
Diffusionskoeffizienten und der mobilen Fraktionen. C und D: Anpassung einer Gaufischen
Normalverteilung an die Haufigkeitsverteilungen. Die Diffusionskoeffizienten der AGlykan-VSG
zeigen keine Abweichung zu der Diffusion der wildtyp Proteine. Hingegen werden die mobilen
Fraktionen zu kleineren Werten verschoben.
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Abbildung 2.8: Analyse der Diffusion des MITatl.6AGlykan-VSG. A bis D: MITatl.6-
wildtyp (schwarz) und MITatl.6AGlykan (rot). A und B: Héaufigkeitsverteilungen der
Diffusionskoeffizienten und der mobilen Fraktionen. C und D: Anpassung einer Gaufischen
Normalverteilung an die Haufigkeitsverteilungen. Die Diffusionskoeffizienten der AGlykan-VSG
zeigen keine Abweichung zu der Diffusion der wildtyp Proteine. Hingegen werden die mobilen
Fraktionen zu kleineren Werten verschoben.
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2.3.2 N-Glykosylierung beeinflusst den Diffusionsschwellenwert

des VSG in artifiziellen Membranen

In lebenden Trypanosomen hat das Entfernen der N-Glykosylierung des VSG zu
einer Verkleinerung der Mobilitdt der Proteine gefiihrt. Um dieses Ergebnis genauer
zu charakterisieren, wurde die Diffusion der HPLC-gereinigten und fluoreszierend
markierten wildtyp (wt) und AGlykan-mfVSG in artifiziellen Membranen untersucht.
Um eine hohe laterale Dichte der mfVSG zu erreichen, wurden diese in Proteoliposomen
rekonstituiert. Die Quantifizierung der lateralen Dichte der VSG wurden in diesem Fall
durch die Bestimmung des Lipid-zu-Protein Verhéltnisses der mfVSG-Proteoliposomen
bewerkstelligt. Somit war es moglich eine absolute Quantifizierung der lateralen Dichte
in einem zell-freien Bezugssystem durchzufiihren. Um die laterale Dichte der mfVSG in
den artifiziellen Proben zu variieren, wurden die mfVSG-Proteoliposomen vor der Fusion
auf Lipid-Einzelschichten durch protein-freie Liposomen verdiinnt. Die Herstellung
der artifiziellen Membranen, die Préaparation der mfVSG-Proteoliposomen und deren
Quantifizierung werden detailliert in Kapitel beschrieben.

Abbildung zeigt die Ergebnisse der FRAP-Messungen des mfVSG bei verschiedenen
lateralen Dichten. Der Diffusionsschwellenwert (DSW) der wt-mfVSG wird zwischen
einem lateralem Abstand von 2 und 8 nm erreicht. Der Vergleich der Ergebnisse der wt
und der AGlykan-mfVSG zeigt, dass der DSW der unglykosylierten Proteine bei deutlich
grofseren Proteinabsténden erreicht wird. Der DSW des AGlykan-mfVSG wird bereits
bei einem Proteinabstand von ungefahr 12nm erreicht. Grundsétzlich kann also das
Ergebnis der Analyse der Diffusion des AGlykan-VSG in lebenden Trypanosomen, ndm-
lich die Aufrechterhaltung der Proteinmobilitdt bei geringen Proteinabsténden, in den
artifiziellen Membranen bestétigt werden. Auch in den artifiziellen Membranen fiihrt das
Entfernen der N-Glykane zu einer Verringerung der Proteinmobilitéit bei vergleichbaren
Abstédnden. Allerdings ist zusétzlich eine deutliche Beeinflussung des Diffusionskoeffizien-
ten der VSG zu beobachten. Dies ist fiir die Diffusion der VSG in lebenden Trypanosomen
nicht der Fall. Wie in Kapitel beschrieben, konnen zusétzliche nicht-VSG die
Diffusionskoeffizienten stéarker beeintriachtigen als die Proteinmobilitdt. Dies bedeutet,
dass der Effekt der fehlenden N-Glykane auf den Diffusionskoeffizienten des VSG in
lebenden Trypanosomen, durch die Beeinflussung der Diffusion durch zuséatzliche nicht-

VSG iberdeckt werden konnte. Um diesen Zusammenhang zu iiberpriifen, wurde im
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folgenden die Diffusion des wt und des AGlykan-mfVSG in der Gegenwart verschiedener

Konzentrationen von nicht-VSG Proteinen untersucht.
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Abbildung 2.9: N-Glykosylierung beeinflusst den Diffusionsschwellenwert des VSG in
artifiziellen Membranen. Einfluss des lateralen Proteinabstandes auf die Diffusion des wildtyp
(wt) und AGlykan-mfVSG in artifiziellen Membranen: () wt-mfVSG und (4A) AGlykan-
mfVSG. Oben: Diffusionskoeffizienten in pm? /s gegen den mittleren freien VSG-Abstand in
nm. Unten: Mobile Fraktionen in % gegen den mittleren freien VSG-Abstand in nm. Der
Diffusionsschwellenwert des wt-mfVSG wird zwischen 8 und 2nm iiberschritten. Im Fall der
AGlykan-mfVSG wird die Diffusion und Mobilitét bereits ab einem Abstand von ungeféhr
12nm verringert. Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen.
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2.3.2.1 Der Effekt der N-Glykane des VSG kann von nicht-VSG Proteinen
tiberlagert werden

Um die Abweichungen der Ergebnisse der FRAP-Messungen der AGlykan-VSG in
lebenden Trypanosomen und in den artifiziellen Membranen genauer zu charakterisieren,
wurde die Diffusion der AGlykan-mfVSG in heterogenen Proteinproben untersucht. Die
Vorbereitung der heterogenen AGlykan-mfVSG Proben wurde, wie fiir die heterogenen
wt-mfVSG Proben durchgefiihrt (sieche Kapitel und [£.2.5.3). Der Einfluss der
nicht-VSG Proteine auf die Diffusion der AGlykan-mfVSG wurde bei DOPE-biotin

Konzentrationen von 0, 2, 5 bzw 10 % (molar) untersucht.

In Abbildung sind die Ergebnisse der Diffusionsmessungen des wt- und des
AGlykan-mfVSG nach der Zugabe des Neutravidin dargestellt. Die Daten der wt-mfVSG
sind aus der bereits beschriebenen Untersuchung (siche Kapitel iibernommen. Die
Diffusionskoeffizienten der wt- und der AGlykan-mfVSG werden durch die zusétzlichen
nicht-VSG Proteine vergleichbar beeinflusst. Dies bedeutet, dass der Effekt der fehlenden
N-Glykane auf den Diffusionskoeffizienten durch den Effekt der zusétzlichen nicht-VSG
Proteine iiberdeckt werden kann. Hingegen weichen die mobilen Fraktionen der wt
und AGlykan-mfVSG geringfiigig voneinander ab. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
zusétzlichen Proteine den Effekt der fehlenden N-Glykane der VSG auf der Ebene
des Diffusionskoeffizienten iiberdecken kénnen und zugleich ein Effekt der fehlenden

N-Glykane auf der Ebene der mobilen Fraktion messbar ist.

47



£ 15

o

N

T o 1,0 -

S

% E . Wildtyp

S 05{Ll™,

e 4.,

e 010 J Aciykan T @ .....................
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0

DOPE-biotin, mol %

< 1004

_S 75 é Wildtyp

o 50 A

P AGlykan -

3 25

: 5

= 0 .

00 25 50 75 100

DOPE-biotin, mol %

Abbildung 2.10: Der Effekt der N-Glykane des VSG kann von nicht-VSG Proteinen
iiberlagert werden. Effekt zusétzlicher nicht-VSG auf die Diffusion des AGlykan-
mfVSG in artifiziellen Membranen: (O0) Wildtyp-mfVSG und (A) AGlykan-mfVSG. Oben,
Diffusionskoeffizienten in 1m? /s und unten, mobile Fraktionen des VSG in % gegen die molare
Konzentration von DOPE-Biotin in %. Die Diffusionskoeffizienten zeigen keine unterschiedliche
Abhéngigkeit von der Konzentration der zusétzlichen nicht-VSG. Die mobilen Fraktionen
weichen zwischen 2 und 7% DOPE-biotin geringfiigig voneinander ab. Werte sind Mittelwerte
+ Standardabweichungen.
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2.4 Die GroBBe von GPIl-verankerten Proteinen hat

einen Einfluss auf den Diffusionskoeffizienten

Nachdem die Diffusion des VSG in lebenden Trypanosomen und in artifiziellen Membra-
nen charakterisiert wurde, der Einfluss der lateralen Dichte des VSG und der Effekt der
N-Glykosylierung beleuchtet wurden, sollte nun der Einfluss der Proteindoméne auf die
Diffusion des VSG studiert werden. Hierfiir wurde die Proteindoméne des VSG entweder
vergrokert oder verkleinert. Eine Verkleinerung der Doméne des VSG wurde durch die
proteolytische Spaltung mithilfe von Trypsin erreicht. Die Vergroferung der Doménen
wurde durch die Bindung von monovalentem Strepatvidin (mSAV) an biotinylierte VSG
bewerkstelligt. Der Einfluss der Grofe der Proteindoméne auf die Diffusion des VSG

wurde sowohl in lebenden Trypanosomen als auch in artifiziellen Membranen analysiert.

2.4.1 Die Verkleinerung der Proteindomane fiihrt zu einer

Vergrollerung des Diffusionskoeffizienten

Das VSG kann mithilfe der Protease Trypsin in der Gelenkregion, der Bindestelle
zwischen der N- und der C-term Doméne, gespalten werden. Durch die Spaltung des
VSG entsteht ein kleines Fragment (ca 15kDa), welches den GPI-Anker tragt und ein

groferes Fragment (ca 40kDa), welches nicht langer membrangebunden vorliegt [27-29].

Analyse in lebenden Trypanosomen. Um den Einfluss einer Verkleinerung des
VSG auf dessen Diffusion in lebenden Trypanosomen zu untersuchen, wurden die
BSF-Zellen fluoreszierend markiert, ein Trypsin-Verdau des VSG-Mantels durchgefiihrt
(siche Kapitel [£.2.2.6]), die Zellen in Gelatine immobilisiert und die Diffusion des
VSG durch FRAP-Messungen untersucht. Die Analyse der Diffusionsmessungen zeigt
einen deutlichen Anstieg der Diffusionskoeffizienten des VSG der trypsinbehandelten
BSF-Trypanosomen. Der Diffusionskoeffizient des VSG wird im Vergleich zu den
unbehandelten BSF-Trypanosomen um einen Faktor von zwei vergrofert (sieche Tabelle
. Interessanterweise bleibt die mobile Fraktionen der VSG unverdndert. Dies
bedeutet, dass die Verkleinerung der VSG-Doméne auf lebenden Trypanosomen zu
einer Vergrofserung des Diffusionskoeffizienten bei gleichzeitigem Erhalt der mobilen
Fraktionen fiihrt.
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Tabelle 2.6: Die Verkleinerung der Proteindoméine des VSG fiihrt zu einer Vergrofierung
der Diffusionskoeffizienten auf lebenden Trypanosomen. Analyse der FRAP-Messungen von
trypsinbehandelten Trypanosomen: Diffusionskoeffizienten (D) und mobile Fraktionen (MF') des
VSG, und Anzahl der untersuchten BSF-Trypanosomen. p-Werte des t-Test fiir unverbundene
Stichproben. Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen.

D, pym? /s MF, % Anzahl
Unbehandelt 0,024 £ 0,010 79 + 8 110
Trypsinbehandelt 0,043 4 0,013 8 £6 18
p-Wert < 0,0001 > 0,0001

Analyse in artifiziellen Membranen. Nachdem der Einfluss der Verkleinerung der
Proteingrofse auf lebendigen BSF-Trypanosomen analysiert wurde, sollte dies ebenso in
artifiziellen Membranen geschehen. Dafiir wurden fluoreszierend markierte mfVSG, nach
der Herstellung der artifiziellen Membranen durch die Fusion von SUVs auf hydrophilen
Objekttréagern, dem Pufferiiberstand der Membran zugegeben. Nach der Einlagerung
der mfVSG in die Membran wurden diese griindlich gewaschen und die Diffusion des
mfVSG analysiert. Zum Zeitpunkt t = Omin, wurde der Puffer der Probenkammer
gegen trypsinhaltigen Puffer ausgetauscht (siehe auch Kapitel . Die Diffusion

des mfVSG wurde dann zeitlich aufgelost untersucht.

In Abbildung ist die Anderung der Diffusion des mfVSG im Verlauf des Expe-
rimentes dargestellt. Die mobile Fraktion der mfVSG ist fiir den gesamten Zeitraum
des Experimentes unverdndert > 90 %. Hingegen wird der Diffusionskoeffizient direkt
nach der Zugabe des Trypsins deutlich vergrofsert. Interessanterweise wird auch hier der
Diffusionskoeffizient um einen Faktor von ungefihr 2 vergréfiert. Somit zeigt sich in den
artifiziellen Membranen die gleiche Auswirkung der Verkleinerung der Proteindoméne
des mfVSG, namlich eine Vergroferung des Diffusionskoeffizienten bei gleichbleibender

mobiler Fraktion.
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Abbildung 2.11: Die Verkleinerung der Proteindomine fiihrt zu einer Vergrofierung der
Diffusionskoeffizienten des mfVSG in artifiziellen Membranen. Zeitlich aufgeloste FRAP-
Messreihe: (OJ) Diffusionskoeffizienten in pm? /s; (A) mobile Fraktion in %. t = 0 min
entspricht dem Moment der Trypsinzugabe. Der Diffusionskoeffizient des mfVSG wird direkt
nach der Zugabe des Trypsin vergrofert. Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen
der Diffusionskoeffizienten und mobilen Fraktionen von drei getrennten, aber gleichzeitig
untersuchten FRAP-Bereichen.



2 Ergebnisse

2.4.2 Die Vergrollerung der Proteindomane fiihrt zu einer

Verkleinerung des Diffusionskoeffizienten

Die nachfolgenden Ergebnisse sind zu groffem Teil in der Masterarbeit von Marius
Glogger in unserem Labor entstanden [86]. Die Vergroferung der Proteindoméne
wurde durch die Bindung von Streptavidin an biotinylierte mfVSG bewerkstelligt. Um
Quervernetzungen der VSG zu vermeiden, wurde monovalentes Streptavidin (mSAV)
verwendet. Da dies kommerziell nicht erhéltlich ist, wurde es rekombinant nach dem
Protokoll von Howarth et al. hergestellt [87].

Analyse in lebenden Trypanosomen. Um den Einfluss der Vergréfserung der Prote-
indoméne auf die Diffusion des VSG in lebenden Trypanosomen zu untersuchen, wurde
der VSG-Mantel parallel mit fluoreszierenden Farbstoffen und Biotingruppen markiert.
Die kovalente Bindung des Sulfo-NHS Biotin an das VSG erfolgte, wie die Bindung der
fluoreszierenden Farbstoffe, basierend auf der Reaktion des Succinimidyl-Esters mit den
priméren Aminen der VSG. Im Anschluss an die Markierung des VSG-Mantels wurden
die BSF-Trypanosomen in der Gegenwart des mSAV inkubiert, in Gelatine immobilisiert
und die Diffusion der VSG mittels FRAP-Messungen untersucht. In Tabelle sind die
Ergebnisse der FRAP-Messungen des VSG und der mSAV-VSG Komplexe in lebenden
Trypanosomen aufgefiihrt. Die Vergroferung der Doméne des VSG durch die Bindung
des mSAV fiihrt zu einer Verkleinerung des Diffusionskoeffizienten um einen Faktor von
3. Die mobile Fraktion des VSG wird um ungefihr 5 % reduziert. Diese Ergebnisse zeigen,
dass die Diffusion des VSG durch die Vergrofserung der Proteindoméne reduziert wird.
Um diese Ergebnisse zu unterstiitzen, wurde der Einfluss der Bindung des mSAV auf die
Diffusion des mfVSG in artifiziellen Membranen untersucht.

Tabelle 2.7: Die Vergrofierung der Proteindomine fiihrt zu einer Verkleinerung der
Diffusionskoeffizienten des VSG in lebenden Trypanosomen. Analyse der FRAP-Messungen
in Gegenwart (4) und ohne (-) mSAV: Diffusionskoeffizienten und mobile Fraktionen

des VSG, und Anzahl der untersuchten BSF-Trypanosomen. Werte sind Mittelwerte +
Standardabweichungen. Ergebnisse der Masterarbeit von Marius Glogger [86].

D, ym? /s MF, % Anzahl
-mSAV 0,027 £+ 0,008 80 £ 5 20
+ mSAV 0,010 + 0,003 75 £+ 12 17
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Analyse in artifiziellen Membranen. Nachdem der Effekt der Vergroferung der
Doméne auf die Diffusion des VSG in lebenden Trypanosomen untersucht wurde, sollte
dies ebenso fiir das mfVSG in artifiziellen Membranen geschehen. Hierzu wurden die
mfVSG wihrend der Markierung mit fluoreszierenden Farbstoffen mit Biotingruppen
versehen (siehe oben). Nach der Herstellung der Membranen durch die Fusion von SUVs
auf hydrophilen Objekttragern wurde das mfVSG dem Pufferiiberstand der Membranen
zugegeben und somit in die Membranen integriert. Die Anderung der Diffusion des
mfVSG wurde dann vor und nach der Zugabe des mSAV zeitlich aufgelést analysiert. Um
einen unspezifischen Effekt des mSAV auf die Diffusion des mfVSG auszuschliefsen, wurde
die Probe nach 60 min gewaschen. In Abbildung sind die Ergebnisse der Analyse
der FRAP-Messungen abgebildet. Durch die Bindung des mSAV an das mfVSG wird der
Diffusionskoeffizient des mfVSG um einen Faktor von 2 verkleinert. Die mobile Fraktion
des mfVSG wird im Verlauf des Experimentes nur um maximal 10 % reduziert. Hiermit
kann der Effekt der Vergroferung der Proteindoméne, der in den lebenden Trypanosomen

beobachtet wurde, in den artifiziellen Membranen reproduziert werden.

Um die vorangegangen Ergebnisse kurz zusammenzufassen, kann also festgehalten
werden, dass eine Verkleinerung der Proteindoméne zu einer Vergréfserung des Dif-
fusionskoeffizienten fiihrt. Wird die Proteindoméne hingegen vergrofiert, so kann eine
Verkleinerung des Diffusionskoeffizienten beobachtet werden. Die potentiellen Griinde
fir diesen Zusammenhang sollen in dem Abschnitt der nachfolgenden Diskussion

genauer beleuchtet werden.
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Abbildung 2.12: Die Vergrofierung der Proteindoméne fiihrt zu einer Verkleinerung der
Diffusionskoeffizienten des VSG in artifiziellen Membranen. Zeitlich aufgeloste FRAP-
Messreihe: (0J) Diffusionskoeffizienten in pm? /s und (A) mobile Fraktion in %. t = 0 min
entspricht dem Moment der Zugabe des monovalenten Streptavidins. Nach ca 60 min wurde
die Probe gewaschen. Nach der Zugabe des mSAV wird der Diffusionskoeffizient der mfVSG
um einen Faktor von ungefdhr 2 verkleinert. Die mobile Fraktion der Proteine bleibt bei >
90 %. Werte sind Mittelwerte und Standardabweichungen von drei getrennten, aber gleichzeitig
untersuchten Bereichen. Ergebnisse der Masterarbeit von Marius Glogger [86].
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3 Diskussion

3.1 Diffusion des VSG in vivo und in artifiziellen

Membranen

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss verschiedener Faktoren auf die Diffu-
sion GPI-verankterter Proteine untersucht werden. Hierzu wurden der VSG-Mantel
der Trypanosomen und Membranform-VSG (mfVSG) in artifiziellen Membranen, als
biologisches bzw artifizielles Modellsystem verwendet. Zu Beginn der Arbeit wurde die

Diffusion verschiedener VSG in diesen beiden Modellsystemen naher charakterisiert.

Mit Hilfe der zu Beginn der vorliegenden Arbeit etablierten Immobilisierungsprozedur
wurde die Diffusion von verschiedenen VSG in lebenden Trypanosomen untersucht. So-
mit war es moglich nachzuweisen, dass die Diffusion der fiinf verschiedenen analysierten
VSG in lebenden Trypanosomen, trotz struktureller und biochemischer Unterschiede
sehr dhnlich ist. So konnten Diffusionskoeffizienten in einem Bereich zwischen 0,02-
0,03pm? /s und mobile Fraktionen zwischen 75-80% bestimmt werden. Fiir die
Diffusion des VSG der BSF-Trypanosomen war diese Tatsache eine weitlaufig akzeptierte

Eigenschaft wurde aber bislang nicht im Detail nachgewiesen.

Biilow et al. studierten die Diffusion des MITat1.2-VSG in Trypanosomen [72]. Die
Autoren konnten ebenso hohe mobile Fraktionen (ca 80 %) und kleine Diffusionskoef-
fizienten (ca 0,01 pm? /s) ermitteln. Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Diffusi-
onskoeflizienten weichen um einen Faktor von 2-3 von den Werten der vorhergehenden
Arbeit ab. Die Abweichung kénnen anhand der folgenden grundlegenden Unterschiede

der methodischen Ansatze erklart werden.

In der Arbeit von Biilow et al. wurden die BSF-Trypanosomen mit Hilfe von Pentale-
nolacton und der Einbettung in Agarose immobilisiert. Pentalenolacton ist ein irrever-
sibler Inhibitor des glykolytischen Enzyms Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH). Die Inhibierung der GAPDH fiihrt zu einer Stoffwechselparalyse. Die Zellen
sind dann nicht mehr in der Lage den Energietrager Adenosintriphosphat (ATP) zu
regenerieren. Die Auswirkungen der Stoffwechselparalyse auf grundlegende zellulére
Prozesse, wie zum Beispiel dem Gleichgewicht zwischen Endo- und Exozytose, sind
nicht gekldart. So wéire es moglich, dass die Stoffwechselparalyse den VSG-Transport
beeinflusst. Dies konnte zu einer Anderung des Verhéltnisses zwischen Endo- und

Exozytose fithren. Diese Anderung wiederum, kénnte zu einer Erhohung der lateralen

o6



3 Diskussion

Dichte des VSG-Mantels fithren. Wie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, ist
die Diffusion des VSG generell stark von der lateralen Dichte der Proteine abhéngig.
Daher wiirde die Erhohung der Dichte des VSG-Mantels durch die vorangegangene
Hypothese zu einer Reduzierung der Diffusion des VSG fiihren. Der detaillierte
Zusammenhang zwischen der lateralen Dichte des VSG in lebenden Trypanosomen und
in artifiziellen Membranen wird in Kapitel der Diskussion beschrieben.

Weiterhin haben Biilow et al. die Diffusion des VSG mit Hilfe von fluoreszierend mar-
kierten Antikérper Fragmenten (F;) analysiert. Durch die Bindung der F,, Fragmente
an die VSG werden die Proteine vergrofert. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die Bindung von monovalentem Streptavidin an biotinylierte VSG den
Diffusionskoeffizienten sowohl in wvivo als auch in artifiziellen Membranen signifikant
reduziert [86]. Monovalentes Streptavidin (mSAV) hat ein Molekulargewicht (MG) von
54 kDa. Dieses ist vergleichbar mit dem MG der F, Fragmente (ca 50kDa). Daher kann
der Unterschied der Diffusionkoeffizienten, zwischen der vorliegenden Arbeit und der
Arbeit von Biilow et al., am besten durch die Anderung der Groke des diffundierenden
Teilchens erklart werden. In Kapitel wird der Einfluss der Proteingrofe auf die
Diffusion der VSG im Detail diskutiert.

Neben den Diffusionsmessungen in vivo haben Biilow et al. die Diffusion der VSG in
einem heterologen System analysiert. Hierzu wurde affinitdtsgereinigtes mfVSG in die
Plasmamembran von BHK-Zellen integriert. Die Diffusion wurde im Anschluss mittels
fluoreszierend markierten F,, Fragmenten bei 4 °C verfolgt. Die Autoren berichten, dass
die mfVSG in dem heterologen System einen Diffusionskoeffizienten von 0,007 pm? /s
und eine mobile Fraktion von 56 % aufweisen. Aus diesen Ergebnissen schlussfolgerten
die Autoren, dass der vergleichsweise kleine Diffusionskoeffizient charakteristisch fiir die
Diffusion des VSG sei.

In Kapitel 2.1.3|wurde die Analyse der Diffusion des HPLC gereinigten und fluoreszierend
markiertem mfVSG in artifiziellen Membranen beschrieben. Es konnten Diffusionskoeffi-
zienten zwischen 0,7 und 1,0 pm? / s und mobile Fraktionen von > 95 % bestimmt werden.
Diese Werte stehen in guter Relation zu Analysen der Diffusion von GPI-verankerten
Proteinen in artifiziellen Membranen (z.B. Prionen Proteine, [83] ) und zeigen, dass die

von Biilow et al. berichteten kleinen Diffusionskoeffizienten nicht typisch fiir die Diffusion
des VSG sind.
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Der Vergleich der Diffusionsmessungen des VSG in vivo und in artifiziellen Membranen
zeigt, dass VSG in artifiziellen Membranen mit einer ungefahr 50-fach héheren Diffusi-
onsrate verteilt werden. Solche Diskrepanzen werden haufig berichtet, wenn die Diffusion
von Proteinen in biologischen und artifiziellen Modellsystemen verglichen wird [88,89].
Fiir die Unterschiede werden Interaktionen mit der extrazelluldren Matrix, Hindernissen
in der Plasmamembran und, fiir den Fall von Transmembran-Proteinen (TM-Proteine),
die Interaktion der intrazelluliren Doménen mit zytoplasmatischen Bestandteilen
verantwortlich gemacht [90, 91]. In unserem Fall kénnen direkte Interaktionen der
VSG mit intrazellularer Strukturen und der extrazelluliren Matrix ausgeschlossen
werden. Direkte Interaktionen mit intrazelluliren Komponenten und den VSG sind
ausgeschlossen, da der GPI-Anker des VSG nur in die duftere Schicht der Membran
eingelagert wird. Interaktionen des VSG mit einer extrazelluliren Matrix sind ebenso
ausgeschlossen, da solche Strukturen bei Trypanosomen nicht vorkommen. Allerdings
ist die Interaktion zwischen TM-Proteinen der Plasmamembran und intrazelluldren
Strukturen der Parasiten durchaus plausibel. Eine derartige Interaktion kénnte dann
indirekt einen Einfluss auf die Diffusion der VSG ausiiben. Des weiteren kénnen direkte
laterale Interaktionen zwischen peripheren Proteinen, wie zum Beispiel den invarianten
Oberflachenglykoproteinen (ISGs), und den VSG eine Rolle spielen.

Die Erhohung der VSG-Mobilitdt nach dem osmotischen Schwellen der BSF-
Trypanosomen unterstiitzt die Hypothese der indirekten Interaktion. Die Erh6hung der
Mobilitat konnte durch die Reduzierung der Interaktionen zwischen der Plasmamembran
und intrazellularen Strukturen, wie den subpellikuliren Mikrotubuli-Filamenten
ausgelost werden. Effekte, welche nach der Entkopplung der Plasmamembran von
dem darunter liegenden Zytoskelett auftreten, sind ein bereits in den 1980iger Jahren
beschriebenes Phédnomen der Membranproteine roter Blutkérperchen [60]. In roten
Blutkorperchen wird hierfiir die Interaktion einer Reihe von Proteinen mit dem
Protein Spektrin verantwortlich gemacht. Spektrin interagiert direkt mit dem Aktin des
Zytoskeletts und ist somit lokal mit diesem assoziiert. In den roten Blutkérperchen stehen
die TM-Proteine Ankyrin, Glykoprotein-C und das Band-3 Protein mit Spektrinen
in Verbindung und verkniipfen so die Plasmamembran mit dem Zytoskelett. Das
Schwellen von roten Blutkorperchen fithrt zu der Aufldsung dieser Interaktion und
somit zu einer Erhohung der Mobilitdt der Membranproteine. In Trypanosomen sind

spektrindhnliche-Proteine beschrieben, von welchen eine vergleichbare Funktion erwartet
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wird [92]. In diesem Fall stehen die spektrindhnlichen-Proteine mit den subpellikuldren
Mikrotubuli in Verbindung [93]. Somit wére es gut vorstellbar, dass das osmotische
Schwellen auch in Trypanosomen zu einer Entkoppelung der Plasmamembran von dem
Zytoskelett fithrt und somit die Interaktion von TM-Proteinen mit diesem auflost.
Die Diffusionsmessungen an Trypanosomen in welchen das Gen der GPI-spezifischen
Phospholipase C (GPI-PLC) deletiert wurde, zeigen dass die Erhohung der Mobilitét
der VSG nicht in Verbindung mit einem Ausdiinnen des VSG-Mantel stehen.

Um die Diskrepanz der Diffusionsmessungen in lebenden Trypanosomen und in artifizi-
ellen Membranen genauer zu untersuchen, sollte im Folgenden geklart werden, welchen
Einfluss die laterale Dichte generell und auf der Zelloberfliche der BSF-Trypanosomen
auf die Diffusion des VSG ausiibt.
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3.2 Einfluss der lateralen Dichte auf die Diffusion des
VSG

Der Schutzmechanismus des VSG-Mantels setzt zwei grundlegende Anforderungen
voraus. Der Oberflichenmantel muss eine hohe laterale Dichte der VSG aufweisen
und zugleich muss die Mobilitdat der Proteine gewéhrleistet sein. Die hohe laterale
Dichte des VSG ist notwendig, um die invarianten Oberflaichenbestandteile vor der
Erkennung durch das Immunsystem des Wirtes abzugrenzen. Die hohe Mobilitét
der VSG muss dabei erhalten bleiben, um eine homogene Verteilung des VSG auf
der Zelloberflache zu gewéhrleisten. Eine hohe laterale Proteindichte und der Erhalt
einer hohen Proteinmobilitdt stehen in direktem widerspriichlichen Zusammenhang.
Es scheint logisch, dass Proteinen ihre uneingeschriankte Mobilitdt verlieren, wenn
deren Konzentration iiber einen bestimmten Wert erhoht wird. In Extremfallen konnte
fiir losliche Proteine sogar eine Ausbildung von kristallinen Strukturen beschrieben
werden [|94]. Wiirde allerdings die laterale Dichte der VSG zu weit reduziert werden,
so wiirde das Immunsystem in der Lage sein die ISG, oder andere Komponenten der
BSF Zelloberflache, zu detektieren. Dies wiirde zu einer sofortigen Erkennung und Lyse
der Parasiten durch das Komplementsystem des Wirtes fiihren. Dieser Zusammenhang
zeigt, dass die laterale Dichte der VSG in Trypanosomen eine entscheidende Rolle fiir

den Organismus spielt.

Der Effekt der lateralen Dichte auf die Diffusion des VSG wurde in artifiziellen
Membranen untersucht. Hier wurde die Proteinkonzentration in Relation zu der Menge
des VSG auf der Zelloberfliche der BSF-Trypanosomen eingestellt. Auf diese Weise
war es moglich einen Einblick zu bekommen, ob die Diffusion des VSG auf der
Zelloberflache von dessen lateralen Dichte beeinflusst wird. Die Diffusion der mfVSG
war bis zu einer 1,3-fachen VSG-Konzentration (zellbezogen) unbeeinflusst. Wurde die
Konzentration weiter erhoht, so wurde der Diffusionsschwellenwert (DSW) iiberschritten
und die Diffusion und Mobilitdt des VSG drastisch reduziert. Dieses Ergebnis zeigt
deutlich, dass die Diffusion der GPI-verankerten VSG eng verbunden mit deren lateralen
Dichte ist. Auferdem wird deutlich, dass die Diffusion des VSG auf der Zelloberfliche
der Trypanosomen nicht von der lateralen Dichte des VSG selbst beeinflusst wird.
Allerdings ist die VSG-Konzentration sehr dicht an dem DSW. Eine Erhohung der
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Konzentration des VSG um ca 40 - 60 % wiirde also wahrscheinlich zu einer signifikanten
Reduzierung der Proteinmobilitét fithren. Tatsichlich zeigt die Uberexpression des VSG
in Trypanosomen solch einen Effekt. In BSF-Trypanosomen, welche eine kurzweilige
Uberexpression des VSG zulassen, kann eine Verringerung des Diffusionskoeffizienten
um ungefahr 20 % festgestellt werden.

Tabelle 3.1: Die Uberexpression des VSG reduziert dessen Diffusionskoeffizienten. Die
induzierbare Uberexpression von VSG fiihrt zu einer Reduzierung des Diffusionskoeffizienten
(D) um ca 20%. Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen. p-Werte des t-Test fiir
unverbundene Stichproben beziehen sind auf den Vergleich der Messungen bei einer 1,0 bzw

1,4-fachen Uberexpression. Die VSG-Uberexpressionszelllinie wurde wihrend der Promotion
von Christopher Batram in unserem Labor hergestellt und im Detail charakterisiert.

Relative VSG-Uberexpression D, pm? /s MF, % Anzahl
1,0 0,020 + 0,005 78 £ 11 18
1,2 0,019 + 0,010 79 + 11 98
1,4 0,016 + 0,013 77 £ 11 29
p-Wert 0,005

Im Vergleich der Zusammensetzung der artifiziellen Proben und der BSF-Zelloberflache
sollten folgende Faktoren beriicksichtigt werden. In den artifiziellen Membranen werden
ausschlieflich Interaktionen der VSG untereinander und mit der Membran selbst
betrachtet. Auf der Zelloberfliche der Parasiten hingegen sind weitere Komponenten
vorhanden. So wére vorstellbar, dass direkte Interaktionen zwischen peripheren Protei-
nen (z.B. ISG) oder TM-Proteinen mit den VSG die Proteinmobilitét beeinflussen. Um
den Effekt der zusétzlichen Proteine auf die Diffusion des VSG zu analysieren, wurde
die Diffusion des VSG in den heterogenen (mfVSG und Neutravidin) Proteinproben in
artifiziellen Membranen untersucht. Mit diesen Proben konnte gezeigt werden, dass die
zusétzlichen nicht-VSG Proteine einen stiarken Effekt auf den Diffusionskoeffizienten als
auf die Proteinmobilitdt ausiiben konnen. Hiermit kann die Diskrepanz der Diffusions-
messungen des VSG in Trypanosomen und in den artifiziellen Membranen, zumindest
teilweise, erklart werden. Die zuséatzlichen Membranproteine in der Plasmamembran
konnen den Diffusionskoeffizienten der VSG durch direkte Interaktionen reduzieren ohne
dabei einen schweren Effekt auf die Proteinmobilitdt auszuiiben. Als Schlussfolgerung
kann also festgehalten werden, dass die kleinen Diffusionskoeffizienten des VSG in

lebenden Trypanosomen nicht durch die laterale Dichte der VSG ausgeldst werden,
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sondern vielmehr durch die nicht-VSG Proteine der Zelloberflache zustande kommen.

Dennoch ist die Konzentration des VSG auf der Zelloberflache erstaunlich dicht an dem
DSW.
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3.3 Einfluss der N-Glykosylierung des VSG auf die
Diffusion

Die N-Glykosylierung der VSG scheint ein elementarer Bestandteil der Proteine zu
sein, da alle VSG der BSF-Trypanosomen zumindest eine dieser Modifikationen tragen
[95]. Allerdings ist fiir den Fall der Typ-1 VSG (MITatl.4 oder MITat1.6) keine N-
Glykosylierung notwendig, um ein Uberleben der Parasiten in wvitro zu gewihrleisten
(Nicola Jones et al.). Die Effekte der Protein N-Glykosylierung werden in Verbindung
mit einer Vielzahl verschiedener Funktionen diskutiert [96-98|. Hgiberg-Nielsen et al.
haben fiir 16sliche Proteine bei hoher Konzentration postuliert, dass N-Glykane repulsive
elektrostatische Kréfte aufrechterhalten konnen. Jene repulsiven Kréfte sollen Prozesse
wie Aggregation oder Prezipitation der Proteine verhindern [66]. Bislang wurde dieser

oder ein vergleichbarer Effekt fiir Membranproteine nicht beschrieben.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der N-Glykane auf die laterale Diffusion
des VSG untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die N-Glykane einen starken
Einfluss auf die Diffusion der GPI-verankerten Proteine ausiiben kénnen. So zeigten
die AGlykan-mfVSG in den artifiziellen Membranen eine deutliche Verschiebung des
Diffusionsschwellenwertes (DSW) zu groferen Proteinabstédnden. Diese Beobachtung
lasst die Schlussfolgerung zu, dass die N-Glykane der VSG die Mobilitdt bei hohen
lateralen Dichten (um 5-10nm) begiinstigen und unterstiitzt somit das Postulat
von Hgiberg-Nielsen. Hingegen zeigt die Analyse der Diffusion des AGlykan-VSG
in Trypanosomen keine signifikante Anderung der Diffusionskoeffizienten. Allerdings
ist in beiden Zelllinien (MITatl.4AGlykan und MITat1l.6AGlykan) eine signifikante
Reduzierung der mobilen Fraktionen von bis zu 10 % zu erkennen (siche Abbildung
und . Die Reduzierung der mobilen Fraktionen des VSG in Trypanosomen unterstiitzt
ebenso die vorangegangene Schlussfolgerung, dass N-Glykane die Mobilitat der VSG bei

niedrigen lateralen Absténden begiinstigt.

In den artifiziellen Membranen ist ein deutlicher Effekt auf den Diffusionskoeffizienten
der VSG zu erkennen, in den Trypanosomen jedoch nicht. Diese Diskrepanz lasst durch
den bereits beschriebenen Zusammenhang erkléaren. Der Diffusionskoeffizient des VSG ist
in lebenden Trypanosmen dominant durch die nicht-VSG Proteine beeinflusst. Dadurch

wird der Effekt der fehlenden Glykane auf den Diffusionskoeffizienten, welcher in den
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artifiziellen Membranen sichtbar ist in den Trypansomen iiberlagert und ist somit nicht
detektierbar. Um diese Hypothese zu bestétigen, wurde die Diffusion des AGlykan-VSG
zusétzlich in heterogenen (Neutravidin und mfVSQG) artifiziellen Membranen untersucht.
Interessanterweise ist fiir den Verlauf der Diffusionskoeffizienten der wildtyp- und
AGlykan-mfVSG, in Abhéngigkeit der Konzentration der nicht-VSG Proteine kein
deutlicher Unterschied feststellbar. Der Verlauf der mobilen Fraktionen zeigt, dass diese
im Fall der AGlykan-mfVSG in einem definiertem Bereich zusétzlicher Proteine, um
10 - 15 % reduziert werden. Dies bedeutet, dass der Effekt der fehlenden Glykane
auf den Diffusionskoeffizienten durch den Einfluss der nicht-VSG Proteine iiberdeckt
werden kann. Die Differenz der mobilen Fraktionen deutet jedoch darauf hin, dass bei
bestimmten Verhéltnissen von VSG zu nicht-VSG Proteinen das Fehlen der Glykane

einen messbaren Effekt auf die Mobilitat der Proteine ausiibt.

Die hier beschriebenen Untersuchungen wurden ausschliefslich mit Typ-1 VSG durchge-
fithrt. Diese Proteine besitzen lediglich eine N-Glykosylierung. Im Vergleich hierzu sind
beispielsweise Typ-3 VSG mit bis zu drei N-Glykanen modifiziert. Untersuchungen von
Dr. Nicola Jones et al. an VSG des Typ-2 (MITatl.1) und Typ-3 (MITatl.5) zeigen
deutlich, dass in diesem Fall die komplette Entfernung der N-Glykane nicht ohne eine
Beeinflussung der Vitalitat der Parasiten moglich ist. Grundsétzlich kann aber aus den
préasentierten Ergebnissen abgeleitet werden, dass die N-Glykosylierung des VSG einen
positiven Effekt auf die mobile Fraktion der Proteine ausiibt, wenn diese in grofer Nahe
sind. Somit stellt die N-Glykosylierung ein Beispiel der Proteinchemie dar, welches einen

Einfluss auf den Diffusionsschwellenwert ausiibt.
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3.4 Einfluss der Proteingrolle auf die Diffusion

GPIl-verankerter Proteine

Zhang et al. haben bereits 1991 in einer weitreichenden Untersuchung die Diffusion
von TM- und GPI verankerten Proteinen studiert [70]. Die Autoren haben aus TM-
und GPI-verankerten Proteinen verschiedene chimére Proteine hergestellt, um den
Einfluss der Membranverankerung und der extrazelluldiren Doméne auf die Diffusion der
Proteine zu analysieren. Die Experimente zeigten, dass die Diffusion GPI-verankerter
Proteine auch abhéngig von der extrazelluliren Doménen ist und durch die Art
der Membranverankerung nur geringfiigig beeinflusst wird. Die Autoren schlugen
vor, dass der Stromungswiderstand welcher auf das gesamte GPI-verankerte Protein
(frotar) Wirkt, in zwei Stromungswiderstdnde aufgeteilt werden kann. fry, wiirde sich
dann, aus dem Stromungswiderstand der extrazelluliren Doméne (fmyirq) und dem

Stromungswiderstand des Lipid-Ankers (fLipia Anker) zZusammensetzen:

fTotal - fE:ctra + fLipid Anker- (31)

Auf diese Weise konnten die Autoren zeigen, dass verschiedene extrazelluldre Doménen
einen bis zu 40-fachen Unterschied des fg.t, erzeugen. Die Berechnung der Stromungs-
widerstdnde beruhen auf den experimentell ermittelten Diffusionskoeffizienten und der
Annahme, dass ein Lipid Anker ohne extrazellulare Bestandteile vergleichbar mit einem
einzelnen Lipid in der Membran diffundiert. Die Diffusionsmessungen der verschiedenen
Chiméren-Proteine wurden in einem heterologen Expressionsystem durchgefiihrt, daher
war es den Autoren nicht moglich die Beeinflussung der Diffusion durch Plasmamembran

assoziierte Faktoren und der extrazellularen Matrix auszuschlieféen.

Um den Einfluss der Grofle der extrazellularen Proteindoméne frei von diesen Faktoren
zu analysieren, wurde die Diffusion der VSG in Abhéngigkeit der Grofse der extrazellula-
ren Domaéane in artifiziellen Membranen studiert. Die Grofe der extrazellularen Doméne

wurde durch zwei Strategien variiert.

(I) Die Verkleinerung der Proteindoméne wurde durch die Proteolyse der VSG mittels
Trypsin erreicht.
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(IT) Um die extrazelluldre Proteindoméne zu vergrofern, wurden die mfVSG gleichzeitig
mit fluoreszierenden Farbstoffen und Biotin markiert. Anschlieflend wurde die Protein-

doméne durch die Bindung des monovalenten Streptavidin (mSAV) vergrofsert.

Mit Hilfe dieser beiden Strategien war es moglich die Grofse der Proteindoméne des
mfVSG zu variieren und gleichzeitig den Einfluss auf die Diffusion zu analysieren. In
Kapitel wurden die Diffusionsmessungen wihrend der Proteolyse des mfVSG be-
schrieben. Die Ergebnisse zeigen, dass nach Zugabe des Trypsin der Diffusionskoeffizient
der mfVSG signifikant erhéht wird. Die Anpassung einer sigmoidalen Funktion an die
Diffusionskoeffizienten ergibt ein Dy, proteotyse von 0,7 nm? /s und ein D pygen Proteolyse
von 1,6um? /s. Der Diffusionskoeffizient der mfVSG wird durch die Verkleinerung
der Proteindoménen, um einen Faktor von ca 2 erhoht. Ein Diffusionskoeffizient von
1,6 pm? /s entspricht in Niherung dem Koeffizienten von einzelnen Lipidmolekiilen in

artifiziellen Membranen (& 2pum? /s, [99]).

Die Zugabe von mSAV zu biotinylierten mfVSG in den artifiziellen Membranen fiihrt
zu einer deutlichen Reduzierung der Diffusionskoeffizienten (siehe Abbildung .
Die Diffusionskoeffizienten des mfVSG werden von 0,8 auf circa 0,4pm? /s reduziert.
Interessanterweise entspricht dies ebenso einer Anderung der Diffusionskoeffizienten um
einen Faktor von 2. Ausgehend von einem stochiometrischen Verhéltnis von 1 zu 1,
wird die mfVSG Doméne durch das binden des mSAV um circa 50kDa vergrofert.
Diese Vergroferung der Proteindoméne entspricht in etwa der Verkleinerung des mfVSG
durch die Trypsin-Proteolyse. Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Diffusion der
GPI-verankerten mfVSG in direktem Zusammenhang mit der Grofse der Proteindoméne
steht. Wird die Grofe der Proteine unter einen Grenzwert reduziert, so wird der
Diffusionskoeffizient nahezu vollstdndig durch die Interaktionen des Lipid Ankers mit

der Membran bestimmt.
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Mit Hilfe der Gleichung[3.1Jund der Annahme, dass der GPI-Anker einen Lipid d&hnlichen
Diffusionskoeffizienten besitzt (~2pm? /s), konnen fiir die ermittelten Diffusionskoeffi-
zienten die Anteile der verschiedenen Doménen an dem Gesamt-Stromungswiderstand
bestimmt werden. Fiir die Berechnungen wird eine Temperatur von 20°C bzw 293 K

verwendet. Im folgenden Beispiel wird exemplarisch der Stomungswiderstand fiir den
Fall der Diffusion des mfVSG bestimmt.

Aus der Einstein Relation,

kT
D = “f (3.2)
fTotal
ergibt sich
kxT
fTotal = D (33)

mit der Boltzmann Konstante (k = 1,38172* J / K ), der absoluten Temperatur (T) in

Kelvin , dem Diffusionskoeffizienten (D) in m? /s und dem Stromungswiderstand (f) in
kg /s.

Fiir Dy pvse = 0,9pm? /s in Gleichung ergibt sich:

1,381°2 ] / K % 293 K

= 4
fVSGTomz 0,9 x 10-12 m2/s (3 )

fVSGTOta,l = 4’ 496 * 10_9 kg / S.
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Analog hierzu ergibt sich fiir einen theoretischen Lipidanker mit einem Dy;,iq = 2 pm? /s,

1,38172 J / K % 293K

ipi nker — 3.5
Jripid ank 2,0 x 10-2m? /s (8:5)

fripid anker = 2,023 % 107 kg /s.

Aus

fVSGTOtal = sztra + fLipid Anker (36)

ergibt sich mit dem Stréomungswiderstand aus [3.5]

sztra - fVSGToml - fLipid Anker (37)
[Batra = 4,469 * 107 %kg /s — 2,023 * 10" kg /s
watra - 2,473 * 10_9 kg/S

Das bedeutet, dass ca 55% des fysap,,, durch die extrazellulire Proteindoméne
bestimmt werden. Mit Hilfe der oben beschriebenen Methode kénnen nun die, den
Diffusionskoeffizienten entsprechenden, Stromungswiderstéinde der Trypsin gespaltenen
mfVSG, beziehungsweise der mSAV-mfVSG Komplexe bestimmt werden. In Tabelle
3.2 sind die Stromungswiderstande der verschiedenen Situationen dargestellt. Nach der
Zugabe des mSAV fillt der Diffusionskoeffizient auf einen Wert von circa 0,4 pm? /s

ab. Die Reduzierung des Diffusionskoeffizienten ergibt eine Erhohung des fysa auf

mSAV

1,036 * 10® kg /5. Somit werden nach der Bindung der mSAV Proteine an das mfVSG

circa 80 % des fyvsa durch die extrazellulare Doméne verursacht.

mSAV

Fiir den Fall der Verkleinerung der Proteindoméne des mfVSG durch die Proteolyse
mittels Trypsin ergibt sich ein Diffusionskoeffizient von circa 1,6 pm? /s und somit ein
JVSGrrypem vOR 2,563 %107kg /s. Dies entspricht einem Anteil der Proteindoméne an

Jv$Gryypen YOI circa 20 %.
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Tabelle 3.2: Stromungswiderstinde der mfVSG. VSG Diffusionskoeffizienten, fro; und
Anteil der extrazelluliren Doméne an froiq in %.

D, ym? /s frotal, kg /s Anteil der extrazel-
luldren Doméne an
fTotal; %

mfVSG-mSAV 0,4 1,012*10°® 80
mfVSG 0,9 4,496 * 107 55
mfVSG Trypsin 1,6 2,523 * 10 20
Theoretisches Lipid 2,0 2,023 * 10 0

Somit kann an dieser Stelle festgehalten werden, dass die Grofe der extrazelluldren

Doméne einen substantiellen Anteil an dem gesamten Stromungswiderstand der GPI-

verankerten mfVSG hat. Durch die Verwendung der artifiziellen Membranen kann

ausgeschlossen werden, dass die beobachteten Anderungen der Diffusion durch Bestand-

teile des Zytoskeletts oder laterale Interaktionen mit TM-Proteinen ausgeiibt werden.

In der Masterarbeit von Marius Glogger konnte gezeigt werden, dass der Effekt der

Vergroferung der Proteindoméne auch auftritt, wenn die biotinylierten mfVSG einen

lateralen Abstand von ca 25 nm aufweisen. Dies deutet darauf hin, dass der Einfluss der

Groke der Proteindoméne auch ohne laterale Interaktionen auftritt.
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Aus den oben beschriebenen Ergebnissen konnte bis jetzt abgeleitet werden, dass die
Diffusion der mfVSG durch die Grofe der extrazellularen Doméne signifikant beeinflusst
wird. Allerdings geben diese Ergebnisse keinen Riickschluss dariiber, welche geometrische
Grofe der Proteine die Anderung verursacht. Stromungswiderstinde sind grundsétzlich
abhéngig von der Interaktionsfliche der verschiedenen Objekte mit ihrer Umgebung. So
wird die Reibung eines Quaders auf einer schiefen Ebene hauptsachlich durch die Grofe
der Auflagefliche bestimmt. Fiir ein sphérisches Objekt in einem dreidimensionalem
System, wie zum Beispiel einem Fisch in dem atlantischen Ozean, wird die Reibung
durch die gesamte Oberflache des Fisches bestimmt. Fiir den Fall eines GPI-verankerten
Proteins kann also angenommen werden, dass der Stromungswiderstand durch die Gréfse
der Oberfliche mafgeblich bestimmt wird. Die Oberfliache eines zylindrischen Objektes
wird durch die Kreiszahl 7, den Radius und die Hohe definiert. Da, weder bei der
Reduzierung, noch bei der Vergroferung der Proteindoménen der Radius grundlegend
verdndert wurde, liegt die Vermutung nahe, dass die beobachteten Phdnomene durch die

Anderung der Proteinhohe verursacht wurden.

Tanaka et al. haben die Diffusion von monomerem GFP und tetramerem dsRED in
artifiziellen Membranen Proben studiert [100]. Die Proteine wurden iiber ein His-Tag an
Kopfgruppen modifizierte NTA-Lipide gebunden. Die Autoren konnten trotz des Grofen-
unterschiedes der Proteine keinen signifikanten Unterschied der Diffusionskoeffizienten
feststellen. Monomeres GFP hat ein MG von circa 25 kDa und tetrameres dsRED ein MG
von circa 100 kDa. Der Vergleich der Proteindimensionen zeigt, dass die GFP und dsRED
Molekiile im Vergleich zu den VSG eine deutlich geringere Hohe aufweisen. Im Fall der
dsRED-Tetramere ist auerdem nicht klar in welcher Orientierung sich das Tetramer zu
der Membran befindet. In Abbildung[3.T]ist ein Grokenvergleich der Proteine dargestellt.
Fiir das dsRED sind die beiden Extremfélle der tangentialen Orientierung dargestellt.
Eine Moglichkeit ware, dass die dsRED-Tetramere mit ihrer Diagonale senkrecht zu der
Membran orientiert sind. Dies wiirde einer Hohe von circa 8 nm entsprechen. Wenn das
dsRED-Tetramer in der gleichen Orientierung wie das GFP Monomer zu der Membran

steht, wiirde sich die Hohe der verschiedenen Proteine nicht unterscheiden.

Diese Annahme wiirde, unter Verwendung des folgenden vereinfachten Modelles, die
Beobachtungen von Tanaka et al. erklaren. Wenn zwei Zylinder mit einem gegeben
Radius lateral interagieren, so ist die Interaktionsfliche im Umfang, als Funktion des

Radius, als Punkt zu beschreiben. Streng genommen ist die Fliche der Kontaktpunkte
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0,4 um?/s 0,9 um?/s 1,6 um?/s 1,4 um?/s” 1,5 um?/s”

5nm

10 nm

3nm 5nm

Abbildung 3.1: GroRenvergleich von GFP, dsRED und mfVSG. Von links nach rechts:
VSG-Streptavidin Komplex, VSG, trypsinverdautes VSG, dsRED-Tetramer aufrecht, dsRED
Tetramer liegend und GFP, jeweils mit den entsprechenden Diffusionskoeffizienten. Die mit *
gekennzeichneten Werte stammen aus Tanaka et al., 2007 [100].

Apunit = 0. Die Interaktionsfliche wird aufserdem durch die Hohe des Zylinders definiert.
Allerdings wiirde die Interaktionsfliche ein, von der Hohe abhéngiges, Vielfaches des
Interaktionspunktes sein. Somit wére die Interaktionsfliche der Zylinder ein Vielfaches
von Apynie = 0. Da fiir Proteine angenommen werden kann, dass es sich um elastische
Objekte handelt, kann mit Hilfe der Hertzschen Flachenpressung die Interaktionsflache
beschrieben werden [101]. Hierbei wird angenommen, dass die elastischen Objekte mit
einer bestimmten Kraft (F') zusammengebracht werden. Durch diese Kraft werden die
Objekte, bedingt durch das Elastizitdtsmodul (£), an den Kontaktstellen verformt.
Somit ist es moglich bei gegebenen F' und F die Flachenpressung (ppq.) zu bestimmen.
In unserem Fall sind nur die Anteile des Radius und der Hohe an der Pressfliche von
Interesse. Die iibrigen Faktoren werden im weiteren als konstant angesehen und daher

nicht beriicksichtigt.

FxE

2K Tk Thepts * 1 % (1 — 02)

(3.8)

Pmaz =
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Fiir den Radius der Zylinder in Gleichung [3.8| (rgere.) gilt,

1 % To
1+ 7o

THertz =

wenn Objekte mit identischem Radius betrachtet werden gilt
rL =Ty,

dann folgt

T'Hertz

Do | 3

(3.9)

(3.10)

(3.11)

Hieraus kann abgeleitet werden, dass die Anderung des Radius nur mit /2 in die

Interaktionsflache der Proteine eingeht. Der Radius 7/2 beschreibt eine maximale Rand-

bedingung der Verformung zweier Zylinder. Die beiden Zylinder werden in diesem Fall so

weit verformt bis jeweils die Hélfte des Zylinderumfanges der beiden Objekte interagiert.

In die Interaktionsflache der Zylinder kann daher maximal r/2 einfliefen. Im Gegensatz

hierzu geht die Anderung der Proteinhéhe unvermindert in die Interaktionsfléche ein.
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Aus den vorangegangenen Abschnitten stellen sich folgenden Fragen:

e Wird die Anderung der Diffusion nur durch laterale Interaktionen ausgeiibt?

oder

e Kann die Proteinhche die Diffusion unabhéngig von lateralen Interaktionen

beeinflussen?

Um einen tieferen Einblick in diese Fragen zu bekommen, wurde die Diffusion von
membranverankerten Partikeln mit Hilfe von computergestiitzten Molekulardynamik-
Simulationen untersucht. Diese wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Gernot Guigas
und Prof. Matthias Weiss an der Universitdt Bayreuth angefertigt. Es wurde der
Einfluss der Proteinhohe auf den Diffusionskoeffizienten bei zwei verschiedenen lateralen
Proteindichten simuliert. Die Systeme besafen eine laterale Proteindichte von entweder
2500 oder 12500 Proteinen pm™. Die Ergebnisse der Simulationen zeigen deutlich,
dass selbst bei einer geringen Proteindichte (2500 pm™) die Hohe der Proteine einen
signifikanten Einfluss auf die Diffusion der Partikel hat (siche schwarze Vierecke in
Abbildung [.2)). Dieser Effekt wird bei steigender Proteindichte verstirkt (siehe rote
Vierecke in Abbildung . Dieser Zusammenhang verdeutlicht, dass die Hohe und die
laterale Dichte der Proteine im Zusammenspiel die Diffusion beeinflussen. Eine laterale

I entspricht ungefihr einem zehntel der Konzentration

Dichte von 2500 Proteinen pm-
des VSG auf der Zelloberfliche der Trypanosomen. Da die Diffusion des VSG erst
bei Konzentrationen beeintrichtigt wird, welche hoéher sind als auf der Zelloberfliche
der Trypanosomen, konnen also fiir den Fall des VSG laterale Interaktionen, welche
durch die Vergrofserung der Proteine Zustande kommen, bei geringen Konzentrationen
vernachléssigt werden. Dieser Zusammenhang und die Ergebnisse der Simulationen sind
deutliche Indizien dafiir, dass die Hohe der Proteindoméne alleine die Diffusion der

Proteine beeinflussen kann.
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Abbildung 3.2: Einfluss der ProteinhShe auf die Diffusion bei verschiedenen Proteindichten
- Molekulardynamik-Simulationen. ([J) 2500 Proteine pm™; ([J) 12500 Proteine pm™.
Diffusionskoeffizient in pm? /s, Hohe der Partikel in nm. Die MD-Simulationen sind an der
Universitdt Bayreuth bei Dr. Gernot Guigas und Prof. Matthias Weiss entstanden.
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3.5 Betrachtung der Ergebnisse in Bezug auf

Blutstromform-Trypanosomen

In diesem Abschnitt sollen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und deren Bedeutung

fiir die Blutstromform-Trypanosomen diskutiert werden.

Die Funktion des VSG-Mantels besteht in erster Linie in der Maskierung der invarianten
Oberflachenbestandteile gegeniiber dem Immunsystem der Wirtszelle und der Antigenen
Variation. Wie bereits beschrieben bendétigt ein funktioneller VSG-Mantel eine hohe
laterale Dichte. Zugleich darf die Mobilitdt des VSG nicht negativ beeinflusst werden,
da sonst die homogene Verteilung der Molekiile auf der Zelloberfliche gestort werden
konnte. Da die Diffusion des VSG, wie in Kapitel beschrieben, in direktem
Zusammenhang mit der lateralen Dichte des VSG steht, kann also folgender Zusammen-
hang beschrieben werden. Die laterale Dichte des VSG auf der BSF-Zelloberfliche ist
nahe des Diffusion-Schwellenwertes. Wird dieser Schwellenwert iiberschritten, so wird
die Mobilitdt und die Diffusion der Proteine stark beeintréchtigt. Fiir den Parasiten
innerhalb des Blutstromes hétte diese Reduzierung der VSG-Mobilitéit schwerwiegende
Auswirkungen und wiirde wahrscheinlich zu einer Entfernung der Parasiten durch das
Immunsystems des Wirtes fiihren.

Aus Abbildung wird deutlich, dass in einem homogenen VSG-System ca 30-40%
zusitzlichen VSGs (in Bezug auf die BSF-Zelloberfliche) ohne das Uberschreiten des
Diffusionsschwellenwertes (DSW) toleriert werden. Diese Beobachtung wird durch die
Ergebnisse aus den Uberexpressions-Experimenten unterstiitzt (vgl Abschnitt .
Hier zeigt sich bei ungefahr 40% zusétzlichen VSGs eine signifikante Reduzierung
des Diffusionskoeffizienten. Interessanterweise scheint jedoch eine bestimmte Menge an
zusétzlichen VSG auf der Zelloberfliche Platz zu finden ohne direkt zu einer Stérung
der Diffusion zu fithren. Somit wire es maoglich, dass ein kurzzeitiger Uberschuss der
Expression des VSG auf der Zelloberfliche kompensiert werden kann, ohne zu einer
Uberschreitung des DSW zu fiihren. Eine solche kurzfristige Uberexpression wire zum
Beispiel bei dem Wechsel des aktiven Expressionsortes der VSG oder bei der Aktivierung
des zweiten endoplasmatischen Retikulums, wéhrend der Zellteilung vorstellbar. Dies

bedeutet, dass der VSG-Mantel eine optimale Dichte aufweist, um gleichzeitig die
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Mobilitat der Proteine, den effektiven Schutz gegen das Wirtsimmunsystem und eine

kurzzeitige Proteiniiberexpression gewahrleisten zu konnen.

Alle VSG der BSF-Trypanosomen sind mit zumindest einer N-Glykosylierung post-
translational modifiziert. Die Herstellung von BSF-Trypanosomen, welche ausschlieflich
N-Glykan freie VSG présentieren, war bislang nur an einfach glykosylierten VSG
moglich (N. Jones et al.). Obwohl die Aminosduresequenzen der verschiedenen VSG
stark variieren, sind Teile der Sekundérstrukturen hoch konserviert [102]. Eine mdgliche
Funktion der N-Glykosylierung konnte die Maskierung geladener oder besonders stark
hydrophober Seitengruppen von Aminosauren sein. Tragt ein VSG besonders viele Ami-
nosauren ungilinstiger Ladungsverteilung, so wiirde eine hohere Glykosylierungsdichte
benotigt werden, um einen bestimmten hydrophilen Charakter des Gesamtproteins zu
gewahrleisten. In diesem Fall wire die komplette Entfernung der N-Glykosylierungen
wahrscheinlich nicht mehr moglich, da bereits frithe Faltungs- und Transportprozesse
des VSG gestort sein konnten. Allerdings zeigen die Ergebnisse der Diffusionsmessungen
der glykan-freien VSG folgendes deutlich. Die N-Glykane der einfach-glykosylierten VSG
sorgen dafiir, dass die Diffusion und Mobilitdt der VSG bei hohen lateralen Dichten
begiinstigt wird. Das Entfernen der N-Glykane hat sowohl in artifiziellen Membranen,
als auch in lebenden Trypanosomen zu einer Reduzierung der Mobilitat des VSG bei
dhnlichen lateralen Dichten gefiihrt. Hopiberg-Nielsen et al. konnten fiir das glykosylierte
Enzym Peniophora lycii Phytase postulieren, dass N-Glykane zu einer Aufrechterhaltung
repulsiver elektrostatischer Interaktionen fiihren. Im Fall der VSG konnten solche
repulsiven Interaktionen als proteineigener Aggregationsschutz dienen und somit eine
Zusammenlagerung der Proteine verhindern. Das ein derartiger Aggregationsschutz fiir
die Trypanosomen besonders wichtig zu sein scheint, zeigt folgendes Experiment. Werden
die VSG des Oberflichenmantels biotinyliert und anschliefend mit multivalentem
Streptavidin quervernetzt, ist ein sofortiger Zelltod zu beobachten (M. Engster).
Hingegen zeigen die BSF-Trypanosomen keine Beeintréchtigung der Vitalitéit, wenn diese
mit monovalentem Streptavidin behandelt werden (M. Glogger). Zusammenfassend kann
also die Schlussfolgerung getroffen werden, dass die N-Glykosylierung die hohe Mobilitét
der VSG nahe des DSW erméglicht und somit eine zentrale Rolle bei der Funktionalitét
des VSG-Mantels innehat.

Fiir den Diffusionskoeffizienten des VSG in lebenden Trypanosomen konnte ein Wert in

der GroRenordnung von 0,02 um? /s bestimmt werden. Es stellt sich die Frage, ob der
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Diffusionskoeffizient, also die Rate der passiven Proteinausbreitung, eine iibergeordnete
zelluldre Rolle innehat. Ein durchschnittliches BSF-Trypanosom hat im Mittel eine
Zelloberfliche von ungefihr 140 pm?2. Mit einem Diffusionskoeffizienten von 0,02 pm? /s
wiirde also ein VSG 7000s, oder ungefahr 2h, bendtigen um die gesamte Fliche zu
iiberqueren. Stellt die geringe passive Ausbreitungsrate der VSG die Zelle wiahrend der
Antigenen Variation einem Problem gegeniiber? Hierbei muss die Zelle alle VSG eines
bestimmtes Typus gegen ein immunologisch distinktes VSG austauschen. Die Proteine
sind in der Lage innerhalb von 2h die gesamte Zelloberfliche zu iiberbriicken. Wenn
die beiden Vorginge, also das Entfernen des alten und das Présentieren des neuen
VSG, sich gegenseitig nicht storen, so wiirde die Zelle fiir den Austauschprozess, durch
passive Diffusion, nicht weniger als 2h bendtigen. Dies wiirde ungefdhr einem drittel
der gesamten Zeit entsprechen, welche die BSF-Trypanosomen fiir einen kompletten
Zellzyklus (6h) bendtigen. Wiirde das VSG also grofer sein, und dadurch langsamer
diffundieren, so wire unter Umstédnden die homogene Verteilung und der stadndige
Austausch des VSG gestort.

Zusammenfassend kann also folgendes Modell aufgestellt werden. Die Gréfke der VSG
ist eben so grofs, dass gleichzeitig die invarianten Komponenten der Zelloberfliche
maskiert werden und eine ausreichend hohe Diffusion des VSG gewéhrleistet wird. Die
Konzentration des VSG auf der Zelloberfliache ist unterhalb des Diffusionsschellenwertes,
allerdings wird der Diffusionskoeffizient durch die zusétzlichen nicht-VSG reduziert
ohne die Mobilitdt der VSG zu gefdhrden. Die Mobilitdt der VSG in der Néhe
des Diffusionsschwellenwertes wird durch die N-Glykosylierung ermdglicht. Dieser
Zusammenhang zeigt also deutlich, dass der VSG-Mantel der BSF-Trypanosomen ein
komplexes System ist, welches auf die Anforderungen der Parasiten adaptiert ist und
somit die Pathogenitét der Trypanosomen ermdoglicht. Jede Beeinflussung dieses Systems
ware somit ein valides Ziel fiir die Entwicklung neuer Strategien um einer Bekdmpfung

der Parasiten nachzukommen.
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Auf die zu Beginn gestellten Fragen konnen folgende Antworten gegeben werden:

o Frage: Zeigen verschiedene VSG dhnliche Eigenschaften der Diffusion?

Antwort: Ja, trotz struktureller und biochemischer Unterschiede ist die Diffusion
von verschiedenen VSG sehr dhnlich

Frage: Ist die Diffusion des VSG in lebenden Trypanosomen durch dessen laterale
Dichte beeinflusst?

Antwort: Nein, in lebenden Trypanosomen ist die Diffusion des VSG nicht durch
deren Dichte beeinflusst. Allerdings ist die Mobilitdt des VSG-Mantel durch die
zusitzlichen nicht-VSG erstaunlich dicht an dem Diffusionsschwellenwert.

Frage: Haben N-Glykane einen Effekt auf die Diffusion des VSG?

Antwort: Ja, N-Glykane iiben einen positiven Effekt auf den Diffusionsschwellen-
wert aus und erhalten so die Mobilitat des VSG-Mantels.

Frage: Kann die Grifie der Proteindomdne von GPI-verankerten Proteinen die
Diffusion beeinflussen?

Antwort: Ja, die Grofse der Proteindoméne von GPI-verankerten Proteinen hat
einen signifikanten Einfluss auf den Diffusionskoeffizienten, um so grofer ein
Protein ist, um so kleiner ist der Diffusionskoeffizient.
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3.6 Einordnung der Ergebnisse in das allgemeine Bild

biologischer Membranen

Seit Singer und Nicholson und der Beschreibung des fluid mosaic model hat sich das Bild
biologischer Membranen deutlich verandert [44]. Mittlerweile werden Membranproteinen
weitaus geringere laterale Freirdume zugesprochenen. Donald Engelman fasste diesen
Zusammenhang mit den folgenden Worten zusammen, ,,membranes are more mosaic
than fluid“ [46]. Wie hoch die tatsédchliche Konzentration von Proteinen in der
Plasmamembran lebender Zellen ist, bleibt fiir viele Zelltypen unbeantwortet. In
stoffwechselaktiven Organellen, wie den Mitochondrien oder den Chloroplasten, kénnen
Membranproteine bis zu 75 % der Membranflache einnehmen [103]. Der Plasmamembran
werden solch hohe Proteinkonzentrationen bislang nicht zu gesprochen. Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit zeigen aber deutlich, dass die Konzentration an Proteinen
in der Plasmamembran der Trypanosomen durchaus so hoch sein kann, dass der
Diffusionsschwellenwert erreicht wird. Nach dem Modell von Saffman und Delbriick wird
der Diffusionskoeffizient hauptséchlich durch die Viskositédt der Membran bestimmt [55].
Die Viskositat des membranumgebenden Mediums ist in diesem Fall vernachlassigt, da
diese als 100-fach kleiner angenommen wird. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
sprechen allerdings dafiir, dass nicht die Viskositdt des umgebenen Mediums relevant
ist, sondern die resultierende Mikroviskositit der Proteinschicht. Diese Mikroviskositét
ware durch die Proteinkonzentration und durch die Dimensionen der Proteine definiert.
Dies bedeutet, dass in Membranen geringer Proteinkonzentration die Viskositdt von
Wasser annaherungsweise der Mikroviskositéat in der Proteinschicht entspricht und somit
das SD-Model Anwendung finden kann. In Membranen mit hoher Proteinkonzentration
ware die effektive Mikroviskositat in der Proteinschicht hoéher als die von Wasser
und die Annahme des SD-Modells nicht mehr erfiillt. Dies bedeutet aber nicht, dass
das SD-Modell in diesem Fall falsch wére, sondern vielmehr, dass fiir Membranen
hoher Proteinkonzentrationen eine Erweiterung des SD-Modell notwendig ist, in welcher
nicht langer die Viskositat von Wasser, sondern die Mikroviskositit der Proteinschicht

berticksichtigt wird.
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Die lokale Organisation von GPI-verankerten Proteinen spielt eine wichtige Rolle bei
einer Vielzahl von zelluldren Prozessen. So werden zum Beispiel verschiedene Krank-
heiten mit der Aggregation von GPI-verankerten Proteinen in Verbindung gebracht.
Seit Beginn der 1990er Jahre ist eine heftige Diskussion iiber die Existenz, Grofe und
Funktion sogenannter ,lipid rafts* oder auch Mikrodoménen entbrannt [104]. Wahrend
die Diskussion iiber den Mechanismus, welcher derartige Strukturen entstehen lasst
weiterhin gefiihrt wird, scheint es einen generellen Konsens iiber die Grofe und die
Dynamik dieser Strukturen zu geben [105]. Zu Beginn wurden den Mikrodoménen
Durchmesser von 500-1000nm zugesprochen. In den vergangenen Jahren haben sich
die Evidenzen gehéuft, dass die Mikrodoménen kleiner als 50-100nm sind, einige
Arbeiten sprechen mittlerweile sogar von weniger als 10nm [106]. Unabhéngig von der
Grofse der Mikrodoméne wird diesen aber eine hohe Dynamik der assoziierten Proteine
zugesprochen. Dies bedeutet, dass die vorwiegend GPI-verankerten Proteine nur fiir
kurze Zeit in den Mikrodoménen vorliegen und diese wieder verlassen. So konnte von
Sharma et al. gezeigt werden, dass nur ca 20 % der GPI-verankerten Proteine auf der

Zelloberfliche in Mikrodoménen mit einer Gréfse von 5- 10 nm assoziiert vorliegen [106].

Zu der Dynamik der Mikrodoménen kann diese Arbeit abschliefsend folgende Hypothese
beisteuern. Durch die Einlagerung der GPI-verankerten Proteine in die Mikrodoménen
wird der Diffusionskoeffizient sowie die mobile Fraktion der Proteine durch die erhohte
laterale Dichte deutlich reduziert. Somit wére das Auflésen der Mikrodoméanen durch
reine Diffusion nur moglich, wenn die Mobilitdt der Proteine zu einem gewissen Mafs
erhalten bleibt. Wie hier gezeigt werden konnte, erhalten N-Glykane die Mobilitéit von

GPI-verankerten Proteinen wenn diese in grofser Nahe sind.

Dieser Zusammenhang legt die Vermutung nahe, dass das Auflésen der Mikrodoménen
durch die N-Glykane begiinstigt wird, da diese eine anhaltende Zusammenlagerung der

GPI-verankerten Proteine verhindern.
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4.1 Material

4.1.1 Chemikalien

Die Hersteller der verwendeten Chemikalien werden bei der ersten Beschreibung im
Text aufgefithrt. In Tabelle 4.1] sind die genauen Bezeichnungen und Konzentrationen
der Stamm- und Arbeitslosungen der verwendeten Lipide aufgefiihrt. In Tabelle sind
die verwendeten NHS- oder Sulfo-NHS Ester Verbindungen und deren entsprechende

Stamm- und Arbeitskonzentrationen aufgefiihrt.
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4 Material und Methoden

4.1.2 Medien und Puffer zur Kultivierung von

BSF-Trypanosomen
4.1.2.1 Reinstwasser

Das Wasser zur Herstellung von Puffern und Lésungen wurde mit einer Reinstwasseran-
lage der Firma TKA (Thermo Electron LED GmbH) aufbereitet. Es wurde ausschlieflich
Wasser mit einem Leitwert von 0,055 pS/cm verwendet. Im weiteren Verlauf wird das

Reinstwasser als mp-H20 bezeichnet.

4.1.2.2 HMI-9

Fiir die Anfertigung von 10 L HMI-9 wurden folgende Stoffe benotigt:

e 176 g IMDM Pulver (Invitogen)

e 30,24 ¢ Natriumhydrogencarbonat (Roth)

e 143 pL [-Mercaptoethanol (Roth)

e 100 mL Penicillin/Streptomycin (Invitrogen)

e 282mg Bathocuproin (Serva)

e 390 mg Thymidin (Sigma-Aldrich)

e 1,36 g Hypoxanthin (Sigma-Aldrich)

e 1.8 gL-Cystein (Sigma-Aldrich)
Die zuvorstehenden Stoffe wurden in der oben aufgefithrten Reihenfolge in einem
Volumen von circa 8 L mp-H20 aufgenommen. Der pH-Wert wurde mit Hilfe von
einer 1M Natriumhydroxid (Roth) Losung auf 7,5 eingestellt. Das Volumen wur-
de im Anschluss auf 9L eingestellt. Das Medium wurde steril filtriert und mit
10% (Vol. %) hitzeinaktiviertem fetalem Kélberserum (FCS, Sigma-Aldrich) vermischt.
Die Hitzeinaktivierung des FCS erfolgte fiir 1h bei 56°C. Das Medium wurde bei -

20°C langzeitgelagert. Aufgetautes Medium wurde bei 4°C gelagert und innerhalb von
2 Wochen aufgebraucht.

84



4 Material und Methoden

4.1.2.3 Trypanosoma dilution buffer - TDB
Zur Herstellung von Trypanosoma Dilution Buffer (engl.: Trypanosoma Dilution Buffer,
TDB) wurden die folgenden Stoffe in mp-H20 geldst.

e 5mM Kaliumchlorid (Roth)
e 80mM Natriumchlorid (Roth)

1 mM Magnesiumsulfat (Merck)
20 mM Di-Natriumhydrogenphosphat (Roth)

2mM Natrium-di-hydrogenphosphat (Roth)
20 mM Glukose (Sigma-Aldrich)

Sofern erforderlich wurde der pH-Wert der Losung mit Salzsédure oder Natriumhydroxid
auf 7,6 eingestellt. Die Losung wurden dann durch einen Filter mit einer Porenweite von

0,2 um filtriert und in sterile Schraubdeckelgefafse abgefiillt.

4.1.2.4 Phosphate buffered saline - PBS

Zur Herstellung der phosphate buffered saline (engl.: phosphate buffered saline, PBS)
wurden die folgenden Stoffe in mp-H20 gelost:

137 mM Natriumchlorid
e 2,7 mM Kaliumchlorid (Roth)

e 10 mM Di-Natriumhydrogenphosphat
e 1,8 mM Kalium-di-hydrogenphosphat (Roth)

Der pH-Wert des PBS wurden mit Salzsdure oder Natriumhydroxid auf 7,4 eingestellt.

4.1.3 Verwendete T. brucei brucei Blutstromform-Zelllinien

In Tabelle [4.3]sind die in der Arbeit verwendeten Blutstromform- (BSF-) Trypanosomen

mit den entsprechenden Antibiotika und den verwendeten Konzentrationen aufgefiihrt.
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Die Abkiirzung MITat steht fiir, Molteno Institute Trypanosoma antigen type und die

nachfolgende Zahlenkombination dient als genaue Charakterisierung des VSG.

Tabelle 4.3: T. bruce: Blutstromform Zelllinien, Antibiotika und Konzentrationen.

Zelllinie Antibiotikaresistenz Konzentration, pg / mL
MITat 1.1wt - -
MITat 1.2wt - -
MITat 1.4wt - -
MITat 1.5wt - -
MITat 1.5-GPI-PLC/- - -
MITat 1.6wt - -
13-90 Neomycin (Sigma-Aldrich), 25,5
Hygromycin (Roth)
13-90.MITat1.2.K.O Neomycin, Hygromycin, Pu- 30, 5, 0,3
MITat1.4AGlykan romycin
13-90.MITat1.2.K.O Neomycin, Hygromycin, Bla- 30, 5, 20
MITat1.6AGlykan sticidin (Applichem)
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4.2 Methoden

4.2.1 Proteinbiochemische Methoden

4.2.1.1 Sodium-Dodecyl-Sulfat Poly-Acrylamid Gel-Electrophoresis - SDS
PAGE

Die Analyse von Proteinen wurde mit Hilfe der diskontinuierlichen Sodiumdodecyl-
sulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Lammli durchgefiihrt [107].
Abhéngig von dem Molekulargewicht der Proteine wurden 10-20 %ige SDS Trenngele
verwendet. Als Standard wurde ein 12,5 %iges Trenngel benutzt.

Sammelgel:

0,39 mL Acrylamid/Bisacrylamid Losung (30:0.,8, Roth)
0,75 mL Sammelgel Puffer (0,5 M Tris-HCI (Roth), pH 6,8, 0,4 % SDS (Roth))
1,83 mL mp-H20

15nL 10 % (Gew. %) Ammoniumperoxodisulfat (APS, Roth)

3 uL Tetramethylethylendiamin (TEMED, Roth)

Trenngel, 12,5%ig:

2mL Acrylamid/Bisacrylamid Losung (30:0,8)

1,5 mL Trenngelpuffer (1,5M Tris-HCI, pH 8,8, 0,4 % SDS)
2,5mL mp-H20

20pL 10% (Gew. %) APS

4L, TEMED

10-20 pLi der Proteinproben, gelost in Probenauftragspuffer (2 % Natrium-dodecylsulfat
(SDS), 10% Glyzerol, 60 mM Tris-HCl, pH 6,8, 1% [(-Mercaptoethanol), wurden bei
einer Spannung von konstant 130mV in den Gelen aufgetrennt. Die Elektrophorese
wurde beendet, sobald die Bromphenolblau-Lauffront aus dem Gel ausgelaufen war. Die

Gele wurden mit einer Coomassie R-250 Losung (10 % 2-Propanol (Roth), 5 % Essigsiure
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(Roth), 0,5g /L Coomassie R-250 (Applichem) fiir 10 min gefarbt und iber Nacht (iN)

in einer Entférbelosung (10 % 2-Propanol, 5% Essigséure) kontrastiert.

4.2.1.2 Immunhistochemischer Proteinnachweis

Standard Western Blot

Im Anschluss an die in Kaptiel beschriebene Auftrennung der Proteine, wurden
die Proben auf eine Nitrozellulosemembran mittels Elektrotransfer iiberfiihrt. Hierzu
wurden 6 Lagen Whatman-Papier, das SDS-Gel, die Nitrozellulosemembran (Whatman)
und 6 weitere Lagen Whatman-Papier auf der Blotting-Apparatur gestapelt. Die
Whatman-Papiere wurden in der Blotting-Losung (20 % Methanol, Roth) in Lammli-
Laufpuffer, 25 mM Tris-Base, 192 mM Glyzin, 0,1 % SDS) getrénkt. Der Proteintransfer
wurde bei einer konstanten Stromstéirke von 0,8 mA / cm? durchgefiihrt.

Die Nitrozellulosemembran wurde dann fiir 1h bei RT oder bei 4°C iN in PBS
mit 5% Magermilchpulver (Roth) inkubiert. Der Primér-Antikérper wurde in PBS,
1% Magermilchpulver und 0,1% Tween-20 (Roth) fiir 1h bei RT inkubiert. Nach
viermaligem Waschen in PBS mit 0,2% Tween-20 wurden die Membranen mit dem
Sekundar-Antikorper in PBS, 1 % Magermilchpulver und 0,1 % Tween-20 fiir 1 h bei RT
inkubiert. Die Nitrozellulosemembran wurde dann viermal in PBS mit 0,2 % Tween-20
und abschliefsend in PBS gewaschen. Die Detektion der Antikorperkomplexe wurde mit
Hilfe der Infrarotfluoreszenz der Fluorophore der Sekundér-Antikérper (LI-COR, IRDye
700 und IRDye 800), bei einer Anregungswellenldnge von 700 bzw 800 nm, an einem
Odyssey Infrarot Imaging System (LI-COR Bioscience) durchgefiihrt. Die Verdiinnungen

der Primér- sowie der Sekundér-Antikorper sind aus der Tabelle .4] zu entnehmen.

Western Dot-Blot

Als Alternative zu der oben beschriebenen Methode wurden Proteinproben auf einem
Western Dot-Blot analysiert. Hierzu wurde eine Nitrozellulosemembran fiir 5 min in PBS
genasst und im Anschluss zwischen Whatman-Papieren getrocknet. Die Membran wurde
in die Dot-Blot Apparatur eingespannt und mit jeweils 5-10pL der entsprechenden
Proteinproben beladen. Die Proben wurden fiir 5-10 min getrocknet. Die Inkubationen

der Antikorper und die Analyse der Membran wurden analog zu der vorstehenden
Methode durchgefiihrt.
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Tabelle 4.4: Verwendete Primir- und Sekundir-Antikoérper.

Antikérper und Herkunft Typ Verdiinnung

Priméar- Antikorper

MITat1.2 C-term, Marc Carrington Polyklonal 1:5.000
Kaninchen

MITatl.6wt, Marc Carrington Polyklonal 1:1.000
Kaninchen

PFR, Philippe Bastin Monoklonal Maus 1:50

Sekundar-Antikorper

IR-Dye 700 Anti-Maus (LI-COR) Polyklonal Ziege
IR-Dye 800 Anti-Kaninchen (LI-COR) Polyklonal Ziege

—_

:10.000
:10.000

—_

4.2.1.3 Absolute Proteinquantifizierung

Die absolute Quantifizierung von Proteinkonzentrationen wurde mit Hilfe der Amino-
sduren spezifischen UV-Absorption bei einem Wellenlénge von 280 nm durchgefiihrt. Die
Extinktionskoeffizienten (E) wurden basierend auf den Koeffizienten der einzelnen Ami-
noséuren berechnet. Dies wurde mit dem Internet Werkzeug ProtParam der Seite http:
//web.expasy.org/protparam/ bewerkstelligt. Die VSG-Aminosduresequenzen wurden
iiber http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein bezogen. Die VSG-Vorlauferpeptide,
basierend auf der Arbeit von Carrington et al., wurden in der Berechnung der
Koeffizienten nicht beriicksichtigt [26]. Die Proteinkonzentrationen (¢) wurden dann mit
Hilfe des Lambert-Beherrschen Gesetz berechnet. D bezeichnet die Schichtdicke

der Messkiivette.

Absorptionsgynm = E *c*d (4.1)
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4.2.2 Zellkultur und Handhabung von

Blutstromform-Trypanosomen
4.2.2.1 Kultivierung von Blutstromform-Trypanosomen

Die BSF-Trypanosomen wurden unter den folgenden Standardbedingungen kultiviert.

e 5% CO2 und wassergesittigter Atmosphare.

e HMI-9 Medium mit 10% (Vol. %) fetalem Kélberserum (FCS), siehe Kapitel
1122

e Inkubation in Suspensionskulturflaschen mit gasdurchlissigem Deckel (Sarstedt).

Wildtyp (wt) BSF-Trypanosomen wurden ohne die Zugabe zusétzlicher Antibiotika
kultiviert. Im Fall von transgenen BSF-Trypanosomen wurden die Antibiotika ent-
sprechend der vermittelten Resistenzen dem Medium zugefiigt. Eine Auflistung der
verwendeten Antibiotika und der entsprechenden Konzentrationen ist in Tabelle
aufgefiihrt. BSF-Trypanosomen wurden, sofern nicht anders vermerkt, mit 1400 * ¢ fiir
10min bei 4°C zentrifugiert. Zellzahlen, in Zellen pro mL, wurden mit Hilfe einer
Neubauer Zahlkammer bestimmt. Die Kulturen wurden spétestens bei einer maximalen
Zellzahl von 1*10° Zellen / mL mit frischem HMI-9 Medium verdiinnt. Die Vernichtung,
von nicht weiter bendtigten Kulturen, wurde mittels Autoklavierung erreicht (121°C,

15 min in Sattdampf).

4.2.2.2 Kultivierung der Blutstromform Trypanosomen bei hohen Zellzahlen

Um Tierexperimente zu vermeiden, wurde ein alternatives Protokoll zu der Kultivierung
von BSF-Trypanosomen bei hoher Zellzahl verwendet. Diese Kultivierungsmethode wur-
de in der Diplomarbeit von Anne Hermann in unserem Labor etabliert und ermdoglicht
das Wachstum der BSF-Trypanosomen bis zu einer Zellzahl von 1*107 Zellen / mL
innerhalb der exponentiellen Wachstumsphase [108]. Es wurden folgende Anderungen

zu den Standard-Kultivierungsbedingungen angewendet:

e Erhohung des FCS-Gehaltes auf 20 % (Vol. %)

e Kultivierung in konischen Glasgefafsen
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e Fiillung der Gefife mit maximal 20 % des Gesamtvolumens

e Konstante Agitation der Kulturen bei 80 U / min

4.2.2.3 Herstellung von Gesamtproteinproben

Die entsprechend der Anwendung vorbereiteten BSF-Trypanosomen wurden bei 1400 * ¢
fiir 10 min und 4°C zentrifugiert. Der gesamte Pufferiiberstand wurde entfernt und
das verbleibende Sediment in 1mlL eiskaltem TDB suspendiert und weitere zweimal
gewaschen. Um eine Zelldichte von 5*10° Zellen /10uL zu erreichen, wurde das
Sediment nach dem letzten Waschschritt in einem der Gesamt-Zellzahl entsprechendem
Volumen Probenauftragspuffer suspendiert. Direkt im Anschluss wurden die Gesamt-
proteinproben fiir 10 min bei 100 °C denaturiert und bis zu ihrer weiteren Verwendung
bei -20°C gelagert.

4.2.2.4 Herstellung, Lagerung und Verwendung von Langzeitstabilaten

Die Langzeitlagerung der BSF-Trypanosomen wurde bei einer Temperatur von -150°C
durchgefiihrt. Nach dem Entfernen des HMI-9 Mediums wurden fiir jedes Stabilat
5*105 BSF-Trypanosomen in 1mL Einfriermedium (90 % HMI-9 und 10% Glyzerol)
suspendiert. Die BSF-Trypanosomen wurden nach dem Resuspendieren direkt in
die -150°C Tiefgefriertruhe (Sanyo, Sales and Marketing Europe GmbH) tiberfiihrt.
Fiir die Rekultivierung der Kryostabilate wurden diese ziigig in einem auf 37°C
geheiztem Wasserbad aufgetaut. Direkt im Anschluss an das Auftauen wurden die
BSF-Trypanosomen in 9 mL HMI-9 Medium {iberfiithrt und bei 1400 * ¢ 10 min bei 4°C
zentrifugiert. Das Sediment wurde in 10 mL frischem HMI-9 Medium aufgenommen und
in ein Zellkulturgefafs fiir Suspensionskulturen {iberfiihrt. Nach einer Inkubationszeit von
einer Stunde wurde die Zellzahl / mL bestimmt und entsprechend angepasst. Bei der

Verwendung von transgenen Zelllinien wurden zu diesem Zeitpunkt die entsprechenden

Antibiotika zugegeben (siche Tablle [4.3)).
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4.2.2.5 Oberflaichenfarbung von BSF-Trypanosomen

Die Oberflachenfarbung von BSF-Trypanosomen wurde durch die kovalente Bindung von
fluoreszierenden Farbstoffen erreicht. Die verwendeten kommerziellen Farbstoffe waren
mit einer reaktiven Gruppe substituiert (NHS-Ester), welche unter leicht alkalischen
Bedingungen (pH 8,0-9,0) eine kovalente Bindung mit priméren Aminen eingeht.
1*107 BSF-Trypanosomen wurden vor der Firbereaktion dreimal mit eiskaltem TDB
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Zellzahl auf ca 1* 108 Zellen / mL
eingestellt und eine finale Konzentration von 1pM des Farbstoffes hinzugegeben.
Die Reaktion wurde fiir 15min unter Lichtausschluss in einem Eisbad durchgefiihrt.
Uberschiissiger Farbstoff wurde durch dreifaches Waschen der Zellen mit jeweils 1 mL
TDB entfernt. Die chemische Biotinylierung basiert auf dem oben erklarten Prinzip. In

Tabelle 4.2 sind die entsprechenden Stoffbezeichnungen und Konzentrationen aufgefiihrt.

4.2.2.6 Trypsinverdau des VSG-Mantels

Die proteolytische Spaltung des VSG mithilfe des Trypsin wurde basierend auf der Arbeit
von Biilow et al. durchgefiihrt [72]. Hierfiir wurden 5 * 10° BSF-Trypanosomen dreimal in
eiskaltem TDB gewaschen und anschliefsen in einem Volumen vom 1mL aufgenommen.
Der Trypsinverdau des VSG wurde durch die Zugabe von 10 pg Trypsin (Roth) und die
anschliefsende Inkubation der Zellen bei 37°C fiir 5min erreicht. Anschliefsend wurden

die BSF-Trypanosomen dreimal mit eiskaltem TDB gewaschen.

4.2.2.7 Immobilisierung von Trypanosomen

Die Immobilisierung von BSF-Trypanosomen wurde mittels Einbettung in Gelatine
erreicht. Hierzu wurde Typ-A Gelatine aus Schweinehaut (Sigma-Aldrich, G-1890)
verwendet. Eine 10 %ige (Gew. %) Gelatinelosung in TDB wurde wie folgt angesetzt. Die
Gelatine wurde fiir 15 min bei 65 °C in 90 % des gewiinschten Endvolumens geschmolzen.
Der pH-Wert der Gelatinelésung wurde mit einer 1M Natriumhydroxid-Lésung und
unter Verwendung von pH-Indikatorpapier auf einen Wert von 8,0 eingestellt. Im
Anschluss wurde das gewiinschte Endvolumen eingestellt. Die Gelatine wurde aliquotiert

bei 4°C gelagert und nach einmaligem erneuten Schmelzen nicht weiter verwendet.
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An dieser Stelle soll deutlich auf folgendes hingewiesen werden. Das Autoklavieren
der Gelatine, sowie ein nicht ausreichend alkalischer pH-Wert sorgen dafiir, dass die
Gelstarke der Gelatine deutlich reduziert wird. Dies hat eine schwache Immobilisierung

der Parasiten zufolge.
Die Immobilisierung der Zellen wurde wie folgt durchgefiihrt:

e 5L der Gelatinel6sung wurden auf einem Deckglas (Hecht, Assistent) mit 3 pL der
fluoreszierend markierten Trypanosomen vermischt (Vorbereitung, siehe [4.2.2.5)

e Die Zell-Gelatine Mischung wurde mit einem weiterem Deckglas abgedeckt und in

die Probenkammer eingespannt

e Die Temperatur der Probenkammer wurde auf konstant 20 °C eingestellt

4.2.2.8 Rekultivierung von Trypanosomen nach Immobilisierung

Die Rekultivierung von immobilisierten Trypanosomen wurde wie folgt durchgefiihrt.
Die Deckgliaser wurden aus der Probekammer entfernt und in einer Schale mit 37°C
warmen HMI-9 Medium fiir 5-10min inkubiert. Die beiden Deckgldser wurden dann
vorsichtig getrennt und mit HMI-9 Medium griindlich gespiilt. Die Zellen wurden im
Anschluss unter Standardbedingungen kultiviert. Wenn die Zellen zuvor am Mikroskop
untersucht wurden, ist vor der Rekultivierung besonders darauf zu achten jegliche
Spuren des Immersionsols zu entfernen. Um den generellen Einfluss der Gelatine auf
die Vitalitdt der Zellen zu untersuchen, wurden die BSF-Trypanosomen in einem
entsprechenden Volumen Gelatine aufgenommen und fiir unterschiedlich lange Zeitraume
bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Zell-Gelatine Gemisch bei 37 °C gelost
und in 10 mL HMI-9 aufgenommen. Die BSF-Trypanosomen wurden im Anschluss unter

Standardbedingungen kultiviert.
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4.2.3 Reinigung von membranform-VSG mittels
Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie aus

BSF-Trypanosomen

Die Reinigung von membranform VSG (mfVSG) wurde basierend auf der Arbeit von
Clarke et al. mittels Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie (HPLC) durchgefiihrt
[109]. Um eine Gesamtzahl von 5*10° BSF-Trypanosomen zu erlangen, wurden BSF
Kulturen mit circa 1,2L Volumen angesetzt. Die Kultivierung wurde mit den in
Abschnitt beschrieben Anderungen durchgefiihrt. Die gesamte Kultur wurde
durch wiederholte Zentrifugationsschritte in einem 50 mL Reaktionsgefafs vereint und
viermal mit 50 mL eiskaltem TDB gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden
die Zellen in einem moglichst kleinen Volumen (1-2mlL) vorsichtig resuspendiert. Um
die Scherkrifte wihrend des Resuspendierens zu reduzieren wurden die letzten 5-7mm
einer 1000 pl. Pipettenspitze entfernt. Die Zell-Paste wurde dann umgehend mit einem
Volumenéquivalent einer 0,2 %igen (Vol. %) Trifluoressigsédure (TFA) Losung (Roth)
gemischt und in einem Eisbad fiir 5min inkubiert. Das Zellextrakt wurde fiir 5min
mit 5000 * g bei 4 °C zentrifugiert. Die Extraktion wurde zweimal mit jeweils 1 mL einer
0,1 % TFA-Losung wiederholt. Um sicher zu stellen, dass keine unloslichen zelluldren
Bestandteile in der Losung zuriick bleiben, wurden die zuvor vereinten Uberstéinde fiir
10 min bei 20000 * g zentrifugiert.

Das gesamte Zellextrakt wurde dann, zu Fraktionen von je 1 mL , in die Probenschleife
des HPLC-Systems (Dionex) injiziert und auf die praparative HPLC-Saule (PerfectSil
300 C4, 5um Partikelgrofe, 250x 10 mm) appliziert. Zwischen den Injektionen wurde
jeweils ein HPLC-Saulenvolumen mit Eluent A gespiilt. Die Proteine wurden mit dem
nachstehenden Stufengradienten (siehe Tabelle und Abbildung von der Saule
eluiert. Typischerweise wurden die mfVSG Fraktionen nach einer Retentionszeit von
40-50min detektiert. Die Fraktionen wurden mit Hilfe der Absorption bei 280 und
260 nm detektiert und automatisch gesammelt. Jeweils 100 pL. der Fraktionen wurden
abgenommen und in einem Rotationsverdampfer komplett eingeengt. Die eingeengten
Fraktionen wurden dann in 20l Probenauftragspuffer aufgenommen und auf einer
12,5 %igen SDS-PAGE analysiert. Um den 2-Propanol Gehalt zu reduzieren, wurden
die mfVSG Fraktionen vereint und im Anschluss bei 37°C eingeengt. Die eingeengten

Proben wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren und in der Gefriertrocknungsanlage
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(Martin Christ GmbH) komplett lyophylisiert. Die trockenen mfVSG Proben wurden bis

zu ihrer weiteren Verwendung bei -20 °C auf Blaugel gelagert.

4.2.3.1 Koppelung von fluoreszierenden Farbstoffen an mfVSG

Die Koppelung fluoreszierender Farbstoffe an mfVSG erfolgte auf Grundlage der in
Kapitel 4.2.2.5| beschriebenen Reaktion. Die verwendeten Sulfo-NHS bzw NHS-Ester
Verbindungen und dazugehérigen Konzentrationen sind aus Tabelle zu entnehmen.

Folgende Stoffe wurden fiir die Koppelungsreaktion verwendet:

e Losung A: PBS, pH 7,4

Losung B: 0,2M Natriumbicarbonat (Roth)-Lésung, pH 9,0

Losung C: 20mM Tris-HCI, pH 7,6, 50 mM NaCl, 0,5 mM CaCl2

Natriumdeoxycholat (Applichem)

PD-10, Sephadex G-25 Gelfiltrationssdulen (GE-Healthcare)

Losung A und B wurden in einem Verhéltnis von 20 zu 1 gemischt und 1% (Gew. %)
Natriumdeoxycholat hinzugegeben. In dieser Losung wurden die gefriergetrockneten
mfVSG Proben (siche Kapitel zu einer Konzentration von 2mg/mL gelost.
Die Konzentration der mfVSG Loésung wurde mittels der UV-Absorption bei der
Wellenlénge von 280 nm bestimmt. Die molaren Extinktionskoeffizienten wurden mit
Hilfe des freizugénglichen ProtParam Algorithmus bestimmt. Hierzu wurden die reifen

VSG Sequenzen verwendet [26].

Ein dreifacher molarer Uberschuss der fluoreszierenden Farbstoffe wurde bei RT fiir
1h mit den mfVSG Proben inkubiert. Um freien Farbstoff aus der mfVSG Losung zu
entfernen, wurde diese auf einer mit Losung C &quilibrierten PD-10 Gelfitrationssaule
aufgetragen. Die Proben wurden mit Losung C eluiert. Fraktionen zu je 10 Tropfen
(ca 200 L) wurden in 1,5mL Reaktionsgefifen gesammelt und auf den Protein- und
Farbstoffgehalt tiberpriift. Die Fraktionen mit hochstem Proteingehalt wurden vereint
und das Farbstoff zu Proteinverhéltnis (DOL) bestimmt. Die Bestimmung des DOL
wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die fluorophorgekoppelten mfVSG Proben
wurden zu 25 bzw 50 uLL aliquotiert und bei -20°C gelagert.
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Abbildung 4.1: HPLC Stufengradient.

Zeit, min Eluent A, % (Vol. %) Eluent B, % (Vol. %) Flussrate, mL / min

0-5 100 0 o
5-15 70 30 3
15-65 35 65 3
65-70 20 80 2,5
70-85 20 80 2,5
85-90 100 0 5
90-110 100 0 3

Eluent A: 100 % mp-H20, 0,1 % TFA
Eluent B: 90 % 2-Propanol (HPLC-grade, Roth), 10 % mp-H20, 0,1 % TFA
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Abbildung 4.2: Grafische Darstellung des verwendeten HPLC Stufengradient.
Fléache hellgrau und Linie unterbrochen, Eluent A; Flache dunkelgrau und Linie durchgezogen,
Eluent B jeweils in % (Vol. %); rote Linie, Flussrate in mL / min.
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4.2.4 Rekonstitution von membranform VSG in Lipid-Vesikel

Die Herstellung der mfVSG Proteoliposomen wurde unter zu Hilfenahme zwei ver-
schiedener Varianten bewerkstelligt. Beide Varianten basieren auf der Mischung von
Proteinlosungen mit Lipiden und Detergenzien und dem anschliefenden Entfernen
der Detergenzien aus den Losungen. Wahrend die Detergenzien aus der Mischung
entfernt werden, bilden sich sogenannte Proteoliposomen. Das Ziel beider Varianten war

die Herstellung von mfVSG Proteoliposomen mit unterschiedlichen lateralen mfVSG
Absténden.

4.2.4.1 Variante A

Variante A beinhaltet die absolute Quantifizierung der Proben und sah folgenden

experimentellen Ablauf vor:

e Herstellung von mfVSG Proteoliposomen mit hochstmoglichem mfVSG-zu-Lipid
Verhaltnis

e Trennung der mfVSG Proteoliposomen von freiem mfVSG oder GPI Anker freiem

VSG mittels Dichtegradienten-Ultrazentrifugation
e Absolute Bestimmung des Protein und Lipidgehaltes

e Schrittweise Verdiinnung der erhaltenen mfVSG Proteoliposomen mit proteinfreien
Lipid-Vesikeln

Variante A der Rekonstitution des mfVSG in Lipid-Vesikel wurde basierend auf den
Arbeiten Hu et al. und Erb et al. durchgefiihrt [76,83,110]. Die Herstellung der Lipid-
Vesikel wird in Kapitel beschrieben. Um das héchstmogliche Protein-zu-Lipid
Verhéltnis in den Proteoliposomen zu erreichen, wurde die Rekonstitution bei einem
molaren Verhéltnis von 50 Lipiden pro mfVSG-Dimer durchgefiihrt. Die Losung des
markierten mfVSG wurde hierzu mit einem entsprechenden Volumen einer Lipidlosung
gemischt. Zu der Mischung aus mfVSG und Phosholipiden wurde 1% (Gew. %)
Natriumdeoxycholat hinzugefiigt. Die Protein-Lipid-Detergenz (PPD) Mischung wurde
dann fiir 2 h bei 30 °C inkubiert. Um die Detergenzien aus der Losung zu entfernen, wurde
die PPD Mischung zweimal mit 50 mg / mL Bio-Beads SM (Bio-Rad Laboratories, Inc.)
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fiir 30 min bei RT inkubiert. Die Bio-Beads wurden durch wiederholtes Zentrifugieren

aus der Losung entfernt.

Die Losung wurde im Anschluss auf einen vierstufigen Saccharose-Gradienten (2, 1,2,
0,8 und 0,4 M Saccharose (Roth) in Losung C) aufgeschichtet und bei 125000 * ¢ fiir
18 h zentrifugiert. Die mfVSG Proteoliposomen wurden aus der Interphase zwischen der
2 und 1,2M Stufe des Saccharosegradienten entfernt und zweimal fiir mindestens 8 h

gegen Losung C dialysiert.

Quantifizierung des Lipidgehaltes

Die Bestimmung des Lipidgehaltes wurde durch die absolute Quantifizierung des
organischen Phosphatgehaltes in den Proben durchgefiihrt. Die verwendete Methode
basiert auf der Arbeit von Bartlett et al. mit den Abénderungen von Anderson et
al. [111,112]. Die Anderungen beinhalten den Austausch, der bei Bartlett et al.
verwendeten Perchlorsiure gegen konzentrierte Schwefelsdure und Wasserstoffperoxid.
Die Detektion des organischen Phosphates wurde durch die kolorimetrische Reaktion
mit dem Substrat Ammoniummolybdat und dem organischen Phosphat bei einer
Wellenldnge von 797nm durchgefiihrt. Die Quantifizierung der Proben wurde mit
Hilfe einer Eichgeraden einer Phosphat-Standardlosung (0,65 mM, Sigma-Aldrich)
realisiert. Sofern ausreichend Probenmaterial zu Verfiigung stand, wurden die Proben
in dreifacher Ausfiihrung analysiert. Die Proben unbekannter Phosphat-Konzentration

und die Proben der Eichgeraden wurden parallel nach folgendem Protokoll prozessiert:

Vorbereitung der Proben fiir die Eichgerade, 0 bis 65 nmol Phosphat in Glasreak-

tionsgefafsen

25-100pL der Proben unbekannter Phosphat-Konzentration wurden in Glas-
Reaktionsgefafse iiberfiihrt

Eintrocknen der Proben bei 100°C

Zugabe von 100 pL konzentrierter Schwefelsdure (Roth)
Inkubation bei 155°C fiir 15 min
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e Abkiihlen auf RT und Zugabe von 50pL 6 %iger Wasserstoffperoxid-Losung
(Applichem)

e Inkubation bei 155 °C fiir 40 min
e Abkiihlen auf RT und Zugabe von 2 mL mp-H20

e Zugabe von 800pL Férbelosung (6,25g/L Ammoniummolybdat (Merck) und
4,5g /L Ascorbinsdure (Sigma-Aldrich) gelost in Wasser)

e Inkubation bei 100°C fir 10-15min

e Abkiihlen auf RT und anschliefsende Bestimmung der Absorption bei einer

Wellenldnge von 797 nm

Quantifizierung der Proteinmenge
Die absolute Konzentration der mfVSG in den Proteoliposomen wurde photometrisch

durch die Absorption der aromatischen Aminosduren bei einer Wellenlénge von 280 nm

bestimmt (siche Abschnitt [4.2.1.3)).

Berechnung des lateralen Proteinabstandes
Mit dem molaren Lipid-zu-Protein (LzP) -Verhéltnis, der Fliache einer Lipidkopfgruppe
(ALipia = 0,6 nm?) und dem folgenden Zusammenhang kann der Abstand von Mittel-

punkt eines Proteins zu dem Mittelpunkt des benachbarten Proteins bestimmt werden:

A it
<z >= | Hpe (4.2)
I:P

Um den freien Abstand zwischen zwei Proteinen zu bestimmten muss von <x> der
Durchmesser eines Proteins abgezogen werden. Im Fall des VSG wurden 5nm von den
berechneten Werten abgezogen. Der laterale Abstand der mfVSG Proben wurde durch
die Verdiinnung der mfVSG-Proteoliposomen mit proteinfreien Liposomen bekannter

Konzentration eingestellt.
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4.2.4.2 Variante B

Variante B beinhaltet die Quantifizierung der mfVSG Mengen in Relation zu der
VSG Menge, welche auf der Zelloberfliche der Parasiten présentiert wird. Diese

Aufgabenstellung wurde mit folgendem methodischen Ansatz verfolgt:

e Herstellung von mfVSG Proteoliposomen verschiedener mfVSG-zu-Lipid Verhalt-

nisse

e Fusion der mfVSG Proteoliposomen auf Lipid-Einzelschichten (Herstellung, siche

Kapitel 4.2.5.2))

e Entfernen der iiberschiissigen mfVSG Proteoliposomen und freien mfVSG Mole-

kiilen

e Relative, zellbezogene Quantifizierung der mfVSG Mengen

Die Rekonstitution von mfVSG nach Variante B ist grundsitzlich, bis zu dem
Schritt der Dichtegradienten-Zentrifugation, identisch zu der in Kapitel be-
schriebenen Variante A. Ein zentraler Unterschied der beiden Varianten ist, dass bei
Variante B von Beginn an die Lipid-Konzentration variiert wurden. Somit wurden
mfVSG-Proteoliposomen mit unterschiedlicher Proteinkonzentration hergestellt. Diese
wurden dann auf Lipid-Einzelschichten appliziert (Herstellung, siehe Kapitel .
Direkt nach der Zugabe der mfVSG-Proteoliposomen zu dem Pufferiiberstand der
Lipid-Einzelschichten wurde die Probe 1 entnommen. Die artifiziellen Membranen
wurden dann fiir 1h bei 37°C inkubiert und eine weitere Probe des Uberstandes
(Probe 2) entnommen. Im Anschluss wurden die artifiziellen Membranen griindlich mit
Vesikelpuffer gewaschen. Die Proben 1 und 2 wurden dann fiir die Quantifizierung der

mfVSG Mengen in den artifiziellen Membranen verwendet.

Quantifizierung der mfVSG Mengen in artifiziellen Membranen mittels BSF-
Zelloberflachenaquivalenten. Die relative Quantifizierung der mfVSG Mengen, in
Bezug auf die VSG Menge auf der Zelloberfliche der BSF-Trypanosomen, wurde
mit Hilfe einer Eichgeraden von Gesamtproteinproben der BSF-Trypanosomen und
den Proben 1 und 2 (siche oben) bewerkstelligt. Die Analyse wurde mit Hilfe eines
immunhistochemischen Nachweis mittels Dot-Blot durchgefiihrt (siehe Kapitel [£.2.1.2).

Um moglichst akkurate Zellzahlen der Proteinproben zu gewihrleisten, wurden ca 3 * 107
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BSF-Trypanosomen, nach dreimaligem Waschen in eiskaltem TDB, auf eine Zellzahl
von 5 * 107 Zellen / mL resuspendiert. Die genaue Zellzahl wurde im Anschluss in einer
Neubauer-Zihlkammer (Dimensionen 0,02 mm x 0,0025 mm?) unter Zuhilfenahme einer
linearen Verdiinnungsreihe der Zellsuspension ermittelt. Um nachfolgende Verdiinnungen
zu vermeiden, wurden die Proben zu je 50l aliquotiert und umgehend in fliissigen
Stickstoft eingefroren. Bis zu ihrer weiteren Verwendung wurden diese bei -20 °C gelagert.
Mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe dieser Gesamtproteinproben konnte dann die genaue
Anzahl der Zellaquivalente in den Proben 1 und 2 bestimmt werden. Aus der Differenz
der beiden Proben ergab sich dann die Anzahl der Zellaquivalente auf den artifiziellen
Membranen. Fiir die Berechnung der BSF-Zelloberflichendquivalente (BSFO) wurde
eine mittlere Fliche von 140pum? fiir die BSF-Trypanosomen verwendet [113]. Als
Gesamtfliche der artifiziellen Probe wurden 4 * 10® pm? (11 mm Radius der Objektriger)
verwendet. Somit sind 2,8 * 106 BSF-Trypanosomen notwendig, um ein BSFO von 1 zu

erreichen.

4.2.5 Herstellung von artifiziellen Membranen

Die Herstellung der artifiziellen Membranen wurde, abhéngig des Vorhabens, auf
verschiedenen Wegen bewerkstelligt. Kapitel beschreibt die Beschichtung der
Deckgléaser mit einer Lipid-Einzelschicht per Langmuir-Blodgett Transfer. Diese wurden
fiir die Fusion der Proteoliposomen (siche oben) verwendet. In Kapitel wird
die Herstellung von Lipid-Doppelschichten durch die Fusion von kleinen unilamellaren
Vesikeln (engl.:Small Unilamellar Vesicle, SUV) auf hydrophilen Deckgldsern beschrie-
ben. Die Vorbereitung der Deckglédser wurde unabhéngig der nachfolgenden Nutzung

durchgefiihrt. Die Methode wird im folgenden Kapitel beschrieben.

4.2.5.1 Herstellung hydrophiler Deckglaser

Die Deckglaser wurden mit dem nachstehenden Protokoll vorbereitet:

e Deckgliser (Hecht Assistent, (¥¥24 mm, No. 1) aufrecht in Deckglashaltevorrichtung

platzieren

e Haltevorrichtung in Farbeschale stellen und griindlich mit mp-H20 waschen
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e Inkubation fiir jeweils 15 min im Ultraschallbad in Aceton (Roth), Ethanol (Roth)
und abschliefend Methanol

e Inkubation bei 70 °C fiir 30 min in RCA Losung (1:1:5 (Vol. %) 30 % Wasserstoff-
peroxid, 25 % Ammoniak, mp-H20)

e Waschen der Deckgléaser mit ca 1 L mp-H20

Die Deckgliaser wurden entweder sofort verwendet oder in Wasser maximal 3 Tage
gelagert. Alle Glaswaren die fiir den Umgang mit Lipid- oder Vesikellosungen bestimmt

waren, wurden mit dem oben stehenden Protokoll gereinigt.

4.2.5.2 Langmuir-Blodgett Transfer

Das Beschichten der hydrophilen Deckgldasern mit Lipid-Einzelschichten wurde mittels
Langmuir-Blodget Transfer bewerkstelligt. Hierzu wurde ein Kibron MicroTrough X-LB
System (Kibron, Inc.) verwendet. Als Subphase kam ausschlieflich mp-H20 zum
Einsatz. Das Spreiten der Lipid-Einzelschichten auf der Subphase wurde durch die
tropfenweise Zugabe von in Chloroform (Roth) gelésten Lipiden zu 1mg / mL erreicht.
Das Spreiten wurde beendet sobald ein {iber 5min konstanter Oberflachendruck
von > 5mN /m erreicht wurde. Die Lipid-Einzelschichten wurden bei einem konstanten
Oberflachendruck von 32 mN / m und einer Austauch-Geschwindigkeit von < 1 mm / min
iibertragen. Die genauen Spezifikationen und Konzentrationen der verwendeten Lipide
sind in Tabelle aufgefiihrt. Die beschichteten Deckglédser wurden sofort verwendet.

4.2.5.3 Vesikelfusion auf hydrophilen Deckglasern

Um Deckglédser mit einer Lipid-Doppelschicht zu beschichten, wurden diese wie in Kapitel
vorbereitet und in der Probenkammer fixiert. Es wurden 400 nL. einer 1 mg / mL
Vesikellosung (Herstellung siehe unten) appliziert. Die Proben wurden fiir 1 h bei 37°C
inkubiert und im Anschluss mit 25 mL Losung C (20mM Tris-HCI, pH 7,6, 50 mM
Natriumchlorid und 0,5 mM Calciumchlorid) gespiilt.

Um mfVSG Proteine in diese Lipid-Doppelschichten zu inkorporieren, wurden 25pulL
der fluoreszierend markierten Proteinproben (siche Kapitel in die mit Puffer
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gefiillte Probenkammer appliziert. Die Proben wurden fiir 1h bei 37°C inkubiert und

im Anschluss mit ca 25 mL Losung C gewaschen.

Die Vesikellosungen wurden nach folgendem Protokoll hergestellt:

e Eindampfen der in Chloroform gelosten Lipide mittels Stickstoffbegasung

e Rehydrieren des entstandenen Lipidkuchens in Lésung C

e Griindliches Durchmischen der Losung

e Ultraschallbehandlung fiir 30- 45 min (bis eine durchsichtige Losung entsteht)
Die verwendeten Konzentrationen sind Tabelle aufgefithrt. In Normalfall wurden

Vesikellosungen zu 1 mM hergestellt. Die Vesikellosungen wurden bei 4°C gelagert und

vor dem Gebrauch erneut mit Ultraschall behandelt.

4.2.5.4 Trypsinverdau des mfVSG in artifiziellen Proben
Die proteolytische Spaltung der mfVSG in den artifiziellen Proben wurde durch

den Austausch des Vesikelpufferiiberstandes der Membran gegen Vesikelpuffer mit
0,06 % (Gew. %) Trypsin erreicht.
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4.2.6 Bestimmung der Diffusion durch Fluoreszenz Wiederkehr

nach irreversiblen Photobleichen

Die Diffusion der membranverankerten Proteine wurde mit Hilfe der Methode der
Fluoreszenz-Wiederkehr nach irreversiblen Photobleichen (engl.: Fluorescence Recovery
After Photobleaching, FRAP) analysiert. Durch einen kurzen und intensiven Laserpuls
wurden hierbei die Fluorophore eines ausgewahlten Bereiches irreversibel zerstort. Durch
die Wiederkehr der Fluoreszenz in den zuvor gebleichten Bereich, ist es moglich den
Diffusionskoeffizienten (D) und den prozentualen Anteil der mobilen Proteine (MF) zu
bestimmen. D und MF wurden in beiden Modellsystemen mit Hilfe unterschiedlicher
Prozeduren analysiert. In den folgenden Kapiteln wird daher auf die Analyse der FRAP-
Messungen auf lebenden Parasiten und in den artifiziellen Membranen getrennt einge-
gangen. Alle FRAP-Messungen wurden an einem automatisierten, inversen Weitfeld-
Fluoreszenzmikroskop (iMIC, TILL Photonics) durchgefiihrt, welches fiir die Steuerung
der Laser (473 und 561 nm, Cobold Inc.) mit einem Yanus Digital Scan Head (TILL
Photonics) und den entsprechenden Anregungs- und Emissionsfiltern ausgestattet war.
Die Einzelbilder wurden mit einer digitalen CCD-Kamera (Sensicam qe, Pixelgrofe
6,4pum, PCO) unter der Verwendung eines 60-fach Objektives (Nikon, Ol, NA 1,45)
aufgenommen. Die Steuerung des Mikroskopes und die Datenanalyse erfolgte mithilfe
der Softwarepakete Live Acquisition (TILL Photonics) bzw Offline Analysis (TILL
Photonics). Die t-Tests der FRAP-Experimente wurden mit der Software Prism 5.0
(GraphPad Software Inc.) als Test fiir unverbundene Stichproben durchgefiihrt.

4.2.6.1 Analyse der lateralen Diffusion auf lebenden BSF-Trypanosomen

Um die laterale Diffusion des VSG in der Plasmamembran der BSF-Trypanosomen zu
analysieren, wurden die Proteine der Zelloberfliche mit der in Kapitel beschriebe-
nen Methode markiert. Im Anschluss wurden die Zellen in Gelatine immobilisiert, siehe
Kapitel [4.2.2.7 Die Temperatur der Probekammer wurde auf konstant 20 °C eingestellt.
Es wurden 10 Bilder vor dem Bleichen (Iy,,) und, abhingig von der Halbwertszeit
der Fluoreszenzriickkehr (7), bis zu 150 Bilder nach dem Bleichen (Ipgap(t)), in
einem zeitlichen Intervall von 500 ms aufgenommen. Auf der Zelloberfliche wurde die

Fluoreszenz in einem linienférmigen Bereich (Ipgap(t)) durch einen Laserimpuls mit
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20ms Dauer und 25 % Laserintensitat ausgebleicht. Die Breite des ausgeblichenen
Bereiches (2 X) wurde unter Zuhilfenahme der Analyse eines Intensititsverlaufes,
orthogonal zu der ausgeblichenen Region, bestimmt. Das aufnahmebedingte Bleichen
wurde mit Hilfe eines Ganzzell (Igesam:) Bereiches von Interesse (ROI) und einem
Hintergrund-ROI (Igintergruna) durch eine doppelte Normierung nach Phair et al
korrigiert [79]. Im Anschluss wurde eine Anpassung einer einfach exponentiellen
Funktion (4.4) an die korrigierten und normierten FRAP-Daten durchgefithrt. Durch
die Anpassung wurden die Werte 7 und MF ermittelt. Aus 7 und dem zuvor
bestimmten X2 konnte mit Hilfe der Formel D bestimmt werden.

[Gesamt IFRAP<t) - [Hinter rund(t)
I —norm(t) = b * g 4.3
FRAP ( ) [Gesamt(t) - ]Hintergrund(t) IFRAPVOT ( )
I(t) =yo + Ae™ ™ (4.4)
A

MF = 4.5
Ty 4

X2
D = 4.6
4xT (4.6)
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4.2.6.2 Bestimmung der lateralen Diffusion in artifiziellen Membranen

Die Bestimmung der lateralen Diffusion in artifiziellen Membranen wurde ebenso mit
der FRAP-Technik durchgefiihrt. Die Probenkammer wurde auf eine Temperatur von
konstant 20 °C eingestellt. Es wurde eine kreisformige ROI mit einem Radius von 5 pm
ausgebleicht. Die Dauer und Intensitiat des Laserpulses betrug 100 ms und 20-30 %. Es
wurden 10 Bilder vor dem Bleichen (Iy,,) und, abhéngig von der Halbwertszeit der
Fluoreszenz-Wiederkehr (7), bis zu 150 Bilder nach dem Bleichen (Iprap(t)), in einem
zeitlichen Intervall von 2000 ms aufgenommen. Die Korrektur des aufnahmevermittelten
Bleichens und die nachfolgende Analyse der Daten wurde, basierend auf der Arbeit von
Soumpasis et al., mithilfe eines ungebleichten Bereiches ([pes.(t)) durchgefiihrt [82]. Die
Normierung der Daten erfolgte per doppelter Normierung mit den Formeln und [4.§
Die Funktion wurde an die Daten angepasst, Iy und I; stehen fiir Bessel-Funktionen
der ersten und zweiten Ordnung. A in Gleichung entspricht der MF. Die Werte
fiir D wurden mit Hilfe der Gleichungen bestimmt. w? beschreibt den Radius der
ausgeblichenen ROI.

o IFRAP(t) - ]base(t)

IFRAanorm(t) — Ji (47)
FRAPy,,
I —norm(l
IFRAPfdnorm<t) == FRAP ( ) (48)
]F'rap—Vor - IFRAP—Bleichen
f=Axer [Io(27/t) + I,(27/1)] (4.9)
2
w
D= —"— 4.1
d (4.10)
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