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1. Einleitung

1.1 Trypanosoma brucei

1.1.1 Phylogenetische Einordnung

Trypanosomen gehören der Ordnung Kinetoplastea an. Die taxonomische Klassifizierung
richtet sich nach morphologischen und biologischen Charakteristika. Die Kinetoplastea
haben ein einziges großes Mitochondrium, in dem sich der sogenannte Kinetoplast befin-
det: eine große Menge an fibrillärer DNA (kDNA), der oft in enger Beziehung zur Basis
der Geißel steht. Alle Angehörigen dieser Ordnung tragen in mindestens einem der Stadi-
en ihres Lebenszyklus ein oder mehrere Flagellen. Je nach Anzahl der Flagellen leiten sich
die Unterordnungen Trypanosomatida (ein Flagellum) und Bodonida (zwei Flagellen) ab.
Während die Trypanosomatida selbst sowie die Gattungen Leishmania, Phytomonas und
Trypanosoma als monophyletisch gelten, sind die anderen Gattungen vermutlich paraphy-
letisch. Die Gattung Trypanosoma gliedert sich in die beiden Gattungsgruppen Salivaria
und Stercoraria. Die Klassifizierung richtet sich nach dem Vermehrungsort im Vektor
und der Übertragungsart. Die Vervielfachung der Salivaria-Trypanosomen, die durch den
Speichel übertragen werden, findet im vorderen Teil des Verdauungstraktes des Vektors
statt. Zu ihnen gehören, neben der Art T. brucei, auch T. congolense und T. vivax, Erreger
der Rinderseuche in Afrika, T. evansi, der Erreger der Surra und T. equiperdum, der die
Kreuzlähme bei Pferden verursacht. Unterhalb der Art T. brucei werden drei Unterarten
und weitere Gruppen ohne taxonomischen Rang unterschieden: T. brucei brucei, T. brucei

gambiense und T. brucei rhodesiense. Die Parasiten der Stercoraria-Gruppe vermehren
sich im Hinterdarm des Vektors und werden durch die Faeces übertragen. Zu den Ster-
coraria gehört T. cruzi, der Erreger der Chagas-Krankheit in Mittel- und Südamerika, der
durch die Raubwanze übertragen wird. Einige Kinetoplastiden, wie beispielsweise Crithi-
dien, leben ausschließlich im Darm von Arthropoden und vollziehen keinen Wirtswech-
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sel. Die Vermehrung ausschließlich in Insekten gilt als ursprünglich; der Wirtswechsel
zwischen Insekten und Wirbeltieren ist innerhalb der Trypanosomatida vermutlich mehr-
mals entstanden.

Eukaryoten
Excavata

Euglenozoa
Kinetoplastea

Metakinetoplastina
Neobodonida
Parabodonida
Eubodonida
Trypanosomatida

GATTUNGEN Blastocrithidia, Crithidia, Endotrypanum,
Herpetomonas, Leishmania, Leptomonas, Phytomonas,
Rhynchoidomonas, Sauroleishmania, Wallaceina
Trypanosoma

Sterocoraria
UNTERGATTUNG Megatrypanum, ART T. theileri
UNTERGATTUNG Herpetosoma, ART T. lewisi
UNTERGATTUNG Schizotrypanum

ARTEN T. cruzi, T. rangeli
Salivaria

UNTERGATTUNG Duttonella, Art T. vivax
UNTERGATTUNG Nannomonas

ARTEN T. congolense, T. simiae, T. godfreyi
UNTERGATTUNG Trypanozoon

ARTEN T. evansi, T. equiperdum,
T. brucei

T. brucei brucei
„Brucei“, „Kiboko“, „Sindo“

T. brucei gambiense
„Group 1“, „Group 2“

T. brucei rhodesiense
„Northern“, „Southern“

UNTERGATTUNG Pycnomonas
ART T. suis

Abbildung 1.1: Taxonomische Einordnung von T. brucei

1.1.2 Entwicklungszyklus von T. brucei

Trypanosomen unterliegen einem sehr komplexen Lebenszyklus, der verschiedene Sta-
dien beinhaltet. Um den Wirtswechel von Fliege auf Säuger und umgekehrt zu bewerk-
stelligen, müssen sie sich an drei verschiedene Umgebungen anpassen: Den Blutkreislauf
des Säugers, den Verdauungstrakt der Fliege und schließlich deren Speicheldrüse. Da-
bei erfahren das Mitochondrium und die Plasmamembran die größte Veränderung, aber
auch insgesamt unterscheiden sich die verschiedenen Stadien in ihren zellbiologischen
und biochemischen Eigenschaften sowie ihrer Morphologie. Während einer Blutmahl-
zeit einer infizierten Tsetse-Fliege gelangen etwa 20 000 Trypanosomen über den Spei-
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chel der Fliege in den Körper des gebissenen Säugers. Im dermalen Bindegewebe der
Einstichstelle kommt es zu einer lokalen Entzündung, dem sogenannten Schanker, dem
ersten Symptom der Schlafkrankheit (Barry and Emergy, 1984). Die Parasiten gelangen
in das gesamte Lymph- und Blutkreislaufsystem. Dort wandeln sich die metazyklischen
Parasiten in die proliferierende long slender Blutform um, die sich durch binäre Zell-
teilung vermehren. Dabei führen sie eine geschlossene Mitose durch (Duszenko, 1998).
Im Gegensatz zur pro- bzw. metazyklischen Insektenform, welche eine voll funktions-
fähige Atmungskette aufweist und hauptsächlich Prolin metabolisiert, besitzt die long

slender Blutform ein stark zurückgebildetes Mitochondrium, das keines der für den Ci-
tratzyklus oder Atmungskette erforderlichen Enzyme enthält. Sie gewinnt ihre Energie
ausschließlich aus der im Blut vorhandenen Glucose (Opperdoes and Borst, 1977) und
ist verantwortlich für die wellenförmig verlaufende Parasitämie. Ist eine gewisse Zell-
dichte erreicht, differenziert die long slender Form über eine intermediate Form zu der
im Zellzyklus arretierten short stumpy Form. Short stumpy Trypanosomen besitzen ein
Mitochondrium mit tubulären Cristae, in dem Enzyme wie Pyruvat-Dehydrogenase, Pro-
linoxidase und α-Ketoglutarat-Dehydrogenase exprimiert werden (Flynn and Bowman,
1973). Insofern stellt die short stumpy Form ein Stadium dar, das für das Leben im Darm-
system der Tsetse-Fliege präadaptiert ist. Hier dient Prolin als einzige Energiequelle. Im
Blut sind stets beide Formen enthalten, da nicht alle Trypanosomen differenzieren. Um
dem Immunsystem des Wirts zu entkommen, exprimieren die Zellen regelmäßig neue
VSG Varianten, welche die alte auf der Zelloberfläche ersetzen. In der letzten Phase der
Infektion dringen die Trypanosomen über die Blut-Liquor-Schranke in das zentrale Ner-
vensystem ein und lösen eine Meningoenzephalitis aus (Chimelli and Scaravilli, 1997).
Die long slender Form produziert hauptsächlich PGF2α, das möglicherweise als Wachs-
tumsfaktor fungiert (Kubata et al., 2000). Die short stumpy Form hingegen produziert
überwiegend Prostaglandin D2, welches wie einige seiner Metabolite einen Apoptose-
ähnlichen programmierten Zelltod induziert (Figarella et al., 2006; Figarella et al., 2005).
Wird diese also nicht innerhalb der nächsten 3-4 Tage von einer Tsetse-Fliege aufge-
nommen, stirbt sie ab (Tyler, 2003). Andernfalls entwickelt sich die nicht teilungsfähige,
gedrungene short stumpy Form innerhalb von 48-72 h im Mitteldarm des Insekts zur pro-
zyklischen Form. Diese weist eine hohe Teilungsrate auf und exprimiert statt VSG Pro-
cyclin als Hauptoberflächenprotein (Roditi and Schwarz, 1989). Nach einigen Tagen im
Darm wandeln sich die Parasiten zur epimastigoten Form um und wandern anschließend
durch das Proventrikulum in die Speicheldrüse (Glättli, 1988). Die epimastigote Form
heftet sich an die Mikrovili der Speicheldrüsen an und wandelt sich in die gedrungene,
nicht proliferierende, metazyklische Form um, die erneut für den Säugerwirt infektiös ist.
Ihr Oberflächenmantel besteht wiederum aus VSG.
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Abbildung 1.2: Der Lebenszyklus von T. brucei. Eine infizierte Tsetse-Fliege injiziert
Trypanosomen in Säugetiere während einer Blutmahlzeit. Die long slender Formen (a)
vermehren sich über binäre Zellteilung. Mit zunehmender Parasitämie differenzieren sie
in intermediate (b) und short stumpy Formen (c). Letztere sind zu einem erneuten Wirts-
wechsel in der Lage. Werden short stumpy Formen von einer Tsetse-Fliege aufgenommen,
wandeln sie sich in deren Proboscis in die prozyklischen Form (d) und teilen sich. Nach
einigen Tagen wandern sie in die Speicheldrüse des Insekts. Dort liegen sie als epimasti-
gote Form (e) vor und teilen sich erneut. Schließlich reifen sie zur metazyklischen Form
(f), die einen weiteren Infektionszyklus beginnen können. (International Laboratory for
Research on Animal Diseases, 1991)

1.1.3 Epidemiologie

Parasiten der Trypanosoma brucei Gruppe werden durch die Tsetse-Fliege (Glossina ssp.)
übertragen, welche weite Teile Afrikas besiedelt. Auch wenn die drei Arten dieser Gruppe
morphologisch nicht zu unterscheiden sind, so variieren sie in ihrer Verbreitung, Wirts-
spezifität und bevorzugtem Vektor. Die einzige für den Menschen ungefährliche Art ist
wahrscheinlich zugleich die älteste und trägt den Namen T. brucei brucei. Normalerweise
befällt dieser Parasit Antilopen oder andere in Afrika einheimische Wiederkäuer, ohne
bei diesen Tieren Symptome hervorzurufen. Bei eingeführten Nutztieren wie Schafen,
Ziegen, Kühen und Schweinen verursacht T. brucei brucei jedoch eine Krankheit, die als
Nagana bezeichnet wird. So wirkt sich indirekt auch diese Trypanosoma Art auf das Le-
ben der Menschen dieses Kontinents aus. Die eigentlichen Erreger der Schlafkrankheit
werden in die westafrikanisch Art T. brucei gambiense und in die ostafrikanische Art
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T. brucei rhodesiense unterteilt. Seit 1896 gab es dort drei große Epidemien, die letzte
nahm 1970 ihren Anfang und hält noch heute an. Nach Schätzungen der WHO im Jahre
1998 starben jährlich bis zu 40 000 Menschen an dieser Krankheit, wobei die Dunkel-
ziffer vor allem aufgrund schlechter medizinischer Versorgung oder fehlender Diagnose
auf 300 000 bis 500 000 Fälle geschätzt wurde. Inzwischen konnte die offizielle Sterbe-
rate aufgrund umfangreicher medizinischer Maßnahmen auf 20 000 und die geschätzte
Erkrankungsrate auf 50 000 bis 70 000 Fälle pro Jahr reduziert werden (WHO, 2008).
Dabei werden die mit Risiko behafteten Länder in vier verschiedene Gruppen aufgeteilt:
I. Länder mit hoher Prävalenz, II. Länder mit mittlerer Prävalenz, III. Länder von gerin-
gem endemischen Level und IV. Länder von unklarem Status. In Angola, dem Kongo und
dem Sudan steht die Schlafkrankheit als Todesursache an erster Stelle. T. brucei gam-

biense wird vor allem von Glossinen der Palpalisgruppe übertragen, welche bevorzugt
wasserreiche Gegenden und Uferwälder West- und Zentralafrikas besiedeln. Diese Form
der Schlafkrankheit wird als chronisch bezeichnet, da die letzte Krankheitsphase erst nach
Jahren auftreten kann. Die ostafrikanische Art T. brucei rhodesiense hingegen ist Ursa-
che für die so genannte akute Form. Ihr dienen vor allem Glossinen der Morsitansgruppe,
deren Reservoir eher Trockenbuschwälder bilden, als Vektoren. Der Krankheitsverlauf ist
analog zu der westafrikanischen Form, geht jedoch schon nach einigen Wochen in das
Endstadium über, häufig mit Herzversagen als Todesursache.

Abbildung 1.3: Verbreitung von T. brucei in Afrika (WHO, 2008)

1.1.4 Pathogenese und Chemotherapie

Die Schlafkrankheit verläuft in drei Stadien. Wird sie früh erkannt, ist die Prognose vor
allem bei der westafrikanischen Art gut. Allerdings sind die ersten Symptome sehr unspe-
zifisch, so daß die richtige Diagnose oft zu spät erfolgt. Nachdem die Tsetse-Fliege bei
ihrer Blutmahlzeit die Parasiten durch die Einstichstelle auf den Wirt übertragen hat, ent-
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wickelt sich dort temporär eine kleine weiche, gerötete Schwellung, die auch als “Trypa-
nosomenschanker” bezeichnet wird. Gleichzeitig verteilen sich die Trypanosomen auf die
Blut- und Lymphbahnen. Dies kann ca. 2 Wochen dauern (Phase I). Von nun an vermehren
sich die Erreger stark und dringen in fast alle Organe vor, was unter anderem eine starke
Vergrößerung von Milz und Leber zur Folge hat. Neben starkem Gewichtsverlust lei-
den die Patienten an Schwellung der Lymphknoten im Nackenbereich (“Winterbottom’s
sign”) und phasenweise auftretendem Fieber, oft begleitet von einem juckenden Hautaus-
schlag (Phase II). Nach mehreren Monaten überquert T. brucei gambiense die Blut-Hirn-
Schranke und leitet somit Phase III des Krankheitsverlaufs ein. Durch den Befall des zen-
tralen Nervensystems entstehen Kopfschmerzen, Ausfallerscheinungen, Sprach-, Gang-
und Koordinationsstörungen. Zudem leiden die Patienten tagsüber an Apathie und nachts
an Asomnie. Die durch eine Störung des Schlaf-Wachrhythmus verursachten Symptome
gaben der Krankheit ihren Namen. Schließlich fallen die Patienten ins Koma. Aufgrund
von Mangelernährung oder Sekundärinfektionen nimmt die Krankheit in der Regel einen
tödlichen Verlauf, wenn sie unbehandelt bleibt. Bis heute gibt es nur wenige Medika-
mente, die zur Bekämpfung der Schlafkrankheit einsetzbar sind, und die auf dem Markt
befindlichen Arzneistoffe sind zum großen Teil selbst äußerst toxisch. Das Antiprotozoi-
kum Suramin ist heute Mittel der Wahl im frühen Stadium von T. brucei rhodesiense

Infektionen. Bei der westafrikanischen Trypanosomiasis hingegen wird Pentamidin zur
Behandlung bevorzugt. Haben die Parasiten jedoch die Blut-Hirn-Schranke überschritten,
so sind diese Stoffe nicht mehr wirksam. Die Arsenverbindung Melarsoprol war lange das
einzige Medikament, das auch in Phase II und III der Krankheit einsetzbar war. Allerdings
sterben aufgrund der hohen Toxizität bis zu 10% der Patienten an den damit verbunde-
nen Nebenwirkungen. Durch Zufall wurde 1985 die trypanozide Wirkung von Eflornithin
entdeckt, das wesentlich besser verträglich war als Melarsoprol. Diese Substanz wirkt als
Inhibitor der Ornithindecarboxylase, die eine wichtige Rolle im Polyaminstoffwechsel
der Trypanosomen spielt.

1.1.5 Bedeutung für den Menschen

Die Afrikanische Trypanosomiasis stellt nach wie vor ein großes Problem für die Men-
schen und Nutztiere des heutigen Afrika dar. Nach Angaben der Weltgesundheitsorgani-
sation (WHO, 2008) sind über 60 Millionen Menschen in 36 Ländern südlich der Sahara
direkt bedroht. Ein weiteres großes Problem aus volkswirtschaftlicher Sicht liegt in der
durch bestimmte Trypanosomenstämme verursachten Viehseuche Nagana. Nach Informa-
tionen der Welternährungsorganisation (FAO, 2008) sterben jährlich 3 Millionen Rinder
an Nagana mit einem volkswirtschaftlichen Schaden von 4.75 Milliarden US-Dollar. Die
enormen Entwicklungs- und Produktionskosten von trypanoziden Medikamenten, sowie
die notwendigen hohen therapeutischen Dosen, führen zu Behandlungskosten von ca. 700
US-$ pro Patient. Dies ist in den Endemiegebieten Afrikas für die betroffenen Menschen
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unerschwinglich. Da für die Pharmakonzerne die Bekämpfung der Schlafkrankheit wirt-
schaftlich nicht interessant ist, findet ein Großteil der Forschung im akademischen Be-
reich statt, wo die Mittel allerdings bei weitem nicht ausreichen. Man geht davon aus, daß
weltweit nur 10% des Forschungaufwandes in die Erforschung von Krankheiten investiert
wird, die 90% der globalen Krankheitslast ausmachen (AOG, 2008). Die Schlafkrankheit
ist damit eine der wichtigsten Erkrankungen in der Gruppe der vernachlässigten Krank-
heiten (neglected diseases).

1.1.6 Morphologie und biochemische Besonderheiten
1.1.6.1 Morphologie

Trypanosomen sind einzellige Parasiten, deren äußere Gestalt durch parallel verlaufende
Mikrotubuli stabilisiert wird. Gebildet wird dieses Zytoskelett aus sechs Tubulin-Arten,
von denen δ- und ε-Tubulin im Basalkörperchen und Flagellum vorkommen (Berriman
et al., 2005). Bei den Blutformen ist die Zellmembran zusätzlich von einem Mantel aus
variant surface glycoprotein (VSG) umgeben, das gegen Prozyklin ausgetauscht wird, so-
bald sie sich zu prozyklischen Formen entwickeln. Verankert sind beide Oberflächenmole-
küle durch Glykosylphosphatidylinositol (GPI) -Anker. Im Laufe des Entwicklungszyklus
treten bei Trypanosoma brucei sowohl trypomastigote als auch epimastigote Formen auf.
Diese Einteilung erfolgt nach der Lage des Flagellumursprungs. Durch den Basalapparat
ist das Flagellum im Cytoplasma verankert, durchläuft dann die Flagellumtasche und ein
Stück an der äußeren Zellmembran entlang. Bei der Fortbewegung entsteht so der Ein-
druck einer undulierenden Membran. Aufgebaut ist das Flagellum aus einem Netzwerk
von Filamenten, die entlang des Axonems (aus dem typischen 9*2 + 2 Mikrotubulisys-
tem) läuft. Die Flagellumtasche ist der einzige Ort der Endo- und Exozytose und daher
von coated vesicles umgeben, die bei Blutformen z.B. VSG nach außen transportieren
und wieder aufnehmen. Auf diesem Wege internalisieren und degradieren die Parasiten
aber auch Antikörper des Wirts (Morgan et al., 2002a; Morgan et al., 2002b). Stets in der
Nähe des Basalapparates befindet sich der Kinetoplast, ein Bereich ineinander verfloch-
tener mitochondrialer DNA-Ringe, den maxi- und minicircles. Das Mitochondrium selbst
erstreckt sich durch die ganze Zelle und besitzt bei den Blutformen wenige, bei den prozy-
klischen Formen sehr viele Cristae. Neben den für Eukaryonten typischen Strukturen wie
Golgi- Apparat, rauem ER und Lysosomen, besitzen Trypanosomen zudem spezielle per-
oxisomale Organellen, die Glykosomen. In diesen läuft der größte Teil der Glykolyse ab,
der Hauptstoffwechselweg der Blutformen. Wichtige Calcium-Speicher stellen die Aci-
docalcisomen dar, die bei Erhöhung des pH-Wertes Ca2+ ins Cytosol freisetzen (Vercesi
et al., 1997).

1.1.6.2 variant surface glycoprotein (VSG)

Bereits Ende der 60er Jahre wurde der erste experimentelle Hinweis auf eine protektive
Proteinhülle bei Trypanosomen gefunden (Vickerman, 1965). Um sich vor dem Immun-
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der intermediate Blutform von T. brucei (Inter-
national Laboratory for Research on Animal Diseases, 1991)

system des Säugerwirts zu schützen, besitzen die Blutformen der Trypanosomen einen
dichten Oberflächenmantel aus ca. 107 Molekülen eines ca. 60 kDa großen Proteins, dem
variant surface glycoprotein (VSG). Das VSG bildet eine einheitliche, ca. 15 nm dicke
Schicht, die elektronenmikroskopisch sichtbar ist und das einzige von aussen zugäng-
liche Antigen des Parasiten darstellt (Cross, 1975). Gegen die immunogenen Proteine
werden vom Wirt Antikörper gebildet, was zum größten Teil zur Abtötung der Parasi-
tenpopulation führt. Einige Trypanosomen exprimieren zu dieser Zeit aber bereits eine
andere VSG-Variante, die vom Immunsystem noch nicht erkannt wurde und können so
die Population wieder regenerieren. Auf diese Weise kommt es zum typischen wellenför-
migen Verlauf der Parasitämie (Ross et al., 1991). Außerdem wird das VSG-Repertoir der
Trypanosomen, durch fehlerhafte genetische Rekombination, ständig erweitert. Der Me-
chanismus des sogenannten antigenic switching besteht in der Aktivierung eines stillen
VSG-Gens, wobei das zu diesem Zeitpunkt aktive Gen gleichzeitig inaktiviert wird. Dies
kann z.B. durch Rekombinationsprozesse erfolgen, bei denen ein bis zu diesem Zeitpunkt
nicht exprimiertes Gen in eine telomerständige VSG expression site transloziert und in
der Folge transkribiert wird (Borst and Ulbert, 2001). Das antigenic switching tritt spon-
tan, d.h. unabhängig von der Immunantwort des Wirts auf, und zwar in Intervallen von
etwa 10−6 pro Generation bei monomorphen und bis zu 10−2 pro Generation bei pleo-
morphen Stämmen (Lamont et al., 1986). Die jeweilige antigene Determinante wird von
dem nach außen gerichteten Aminoterminus bestimmt, der den variablen Teil der unter-
schiedlichen VSG-Moleküle darstellt. Dagegen bildet der Carboxyterminus, der etwa ein
Drittel des Gesamtmoleküls ausmacht, den in allen VSG-Varianten konservierten Anteil
des Proteins. Über diesen ist das VSG-Molekül als Homodimer über einen Glycosylphos-
phatidylinositol (GPI) -Anker in der Plasmamembran befestigt. Röntgenstrukturanaly-
sen der Kristalle von verschiedenen VSG-Varianten wiesen die Gemeinsamkeit auf, das
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die Oberfläche der Trypanosomen durch das Protein jeweils dicht bedeckt ist (Freymann
et al., 1984). Eine weitere Gemeinsamkeit aller VSG-Varianten ist die Anwesenheit von
N-Glykanen. Bei den prozyklischen Insektenformen von Trypanosoma brucei findet man
keinen Oberflächenmantel aus VSG-Molekülen, stattdessen eine Expression des plasma-
membranständigen Procyclin (Roditi and Clayton, 1999), welches den nötigen Schutz vor
dem Verdauungssystem der Tsetse-Fliege bietet.

1.1.6.3 Polycistronische Transkription und trans-Spleißen

Im Gegensatz zu höheren Eukaryonten, die einen spezifischen Chromosomensatz besit-
zen, existieren im Nucleus von T. brucei 11 Megabasen-Chromosomen und eine unspe-
zifische Anzahl von intermediate-sized Chromosomen von 30-700 kb. Im Jahre 2005 ist
es gelungen, das auf den 11 Megabasen-Chromosomen lokalisierte Genom zu entschlüs-
seln (Berriman et al., 2005), welches insgesamt 26 Megabasen umfasst. Dabei tragen
beide DNA-Stränge einander nicht überlappende gene cluster (El-Sayed et al., 2003; Hall
et al., 2003). Kodiert sind insgesamt 9068 Gene, die, ähnlich wie in Prokaryoten, poly-
cistronisch angeordnet sind. Aus den entstehenden Transkripten werden einzelne Gene
durch trans-Spleißen freigesetzt. Alle trypanosomalen mRNAs beginnen 5’-terminal mit
einer gemeinsamen, 35 Nukleotide umfassenden Sequenz, dem ”Spliced Leader“ (Par-
sons et al., 1984) (5’-AACGCTATTA TTAGAACAGT TTCTGTACTA TATTG). Inner-
halb eines speziellen Spliceosoms, dessen U1-snRNP durch den SL-snRNP ersetzt ist,
werden die ausgespleissten Transkripte auf die Spliced-Leader-Sequenz übertragen. Das
SL-snRNP selbst wird bei dieser Reaktion verbraucht (Abbildung 1.5). Als einzige Aus-
nahme wurde bisher das Gen der Poly-A-Polymerase beschrieben, das ein klassisches
cis-Intron beinhaltet und durch U1-snRNP prozessiert wird.

Abbildung 1.5: Spleißvorgänge finden bei Kinetoplastiden, Nematoden und Ciona intes-
tinalis in trans statt. (Wikipedia, 2008)

1.1.6.4 RNA editing

In den späten 80er Jahren mußte das zentrale Dogma der Molekularbiologie, das den
genetischen Informationstransfer von der Basenfolge der DNA zur dreidimensionalen
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Struktur der Proteine beschreibt, um den Begriff des RNA editing erweitert werden (Ben-
ne et al., 1986). Hiermit werden enzymatisch katalysierte Reaktionen zusammengefasst,
die post-transkriptional den Informationsgehalt von RNA-Molekülen modifizieren. Zuerst
wurde dieser Vorgang in T. brucei Arten beschrieben, deren reife mRNA nicht komple-
mentär zu den codierenden Sequenzen kinetoplastider maxicircles waren, sondern davon
durch präzise Uridyl-Insertionen und Deletionen abwichen. Diese Modifikationen wer-
den duch das Anlagern komplementärer, auf den minicircles codierter guide RNA gesteu-
ert. Der Editierungsprozess wird folglich durch deren Transkriptionslevel reguliert. Die
Modifizierung der mRNA beginnt 3’-terminal, wodurch jede vorherige guide RNA die
Ankersequenz der Folgenden kodiert und ein sequentielles Vorrücken ermöglicht wird
(Sloof and Benne, 1997). Neben den mRNA-Uridylmodifikationen kommt in Trypanoso-
men ein weiterer Editierungsmechanismus an tRNA vor, der über die hydrolytische Des-
aminierung eines Cytidin zu einem Uracil die Anticodonspezifität der tRNA verändert
(Kapushoc et al., 2000).

1.1.6.5 Energiestoffwechsel und Glykosomen

Glykosomen sind mit den Peroxisomen höherer Eukaryonten und pflanzlichen Glyoxyso-
men verwandte Organellen. Wie diese besitzen sie eine Membran und keine eigene DNA.
Aufbau und Signalpeptide scheinen ähnlich zu den Peroxisomen zu sein (Parsons et al.,
2001). Viele glykosomale Proteine besitzen die typische peroxisomal targeting sequence

1 (PTS-1) am C-Terminus, die auch hier zur Lokalisierung notwendig ist (Sommer et al.,
1992). Ist die Glykolyse in höheren Eukaryonten im Cytosol lokalisiert, so läuft sie bei
den Kinetoplastiden in den Glykosomen ab. Allerdings gelangt weder ATP noch NAD
durch die Glykosomenmembran. Die Energie aus der Glykolyse beziehen die Parasiten
so ausschließlich durch die letzen Schritte (Umwandlung des 3-Phosphoglycerats zu Py-
ruvat), die im Cytosol ablaufen (Duszenko, 1998). Somit ist die Energiebilanz innerhalb
des Glycosoms ausgeglichen. Das Endprodukt Pyruvat wird über einen Transporter aus
der Zelle ins Medium abgegeben und stellt somit ein direktes Maß für die glykolyti-
sche Aktivität von Blutform-Trypanosomen dar. Die Kompartimentierung der Glykoly-
se stellt eine Variante der Regulation dar, da die typischerweise regulierbaren Enzyme
dieses Stoffwechselweges diese Eigenschaft in Trypanosomen nicht besitzen (Opperdoes
and Borst, 1977). Um das in der GAPDH-Reaktion im Glycosom entstehende NADH zu
regenerieren, benutzen die Parasiten ein besonderes shuttle System: Das in der Aldola-
sereaktion entstehende Dihydroxyacetonphosphat wird zunächst im Glycosom durch die
Glycerinphosphat-Dehydrogenase unter NAD-Bildung zu Glycerin-3-Phosphat reduziert,
aus dem Glycosom zum Mitochondrium transportiert, wo es durch die trypanosomale
Alternative Oxidase (TAO) zu Dihydroxyacetonphosphat reoxidiert wird. Als Elektro-
nenakzeptor fungiert molekularer Sauerstoff, wodurch auch im Medium von Blutform-
Trypanosomen, trotz der nicht vorhandenen Atmungskette, ein erheblicher Sauerstoffver-
brauch nachweisbar und essentiell ist (Clarkson et al., 1989). Da in dem zurückgebildeten
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Mitochondrium der BF-Trypanosomen weder der Citratzyklus noch die Atmungskette ab-
laufen, stellt die Glycolyse die einzige energieliefernde Reaktionskette dar. Daher ist ein
extrem hoher Glucosedurchsatz notwendig, den die Trypanosomen mithilfe dieses Kom-
partiments vollziehen. Glycosomen können wie Peroxisomen und Glyoxisomen zu den
microbodies gezählt werden, da sie neben der praktisch identischen Erscheinungsform
auch einen ähnlichen Satz an Enzymen besitzen (z.B. Katalase in Crithidien, Enzyme
für die β-Oxidation von Fettsäuren in Trypanosoma brucei). Desweiteren weisen sie im
Saccharosegradienten die gleiche Dichte wie Peroxisomen und Glyoxisomen auf (Borst,
1986).

1.1.6.6 Trypanothion

Die Aufrechterhaltung des Redoxgleichgewichts ist für jede Zelle von hoher Bedeutung.
Höhere Eukaryonten besitzen dafür das Glutathion (γ-Glutamylcysteinylglycin), das vor
allem zur Beseitigung freier Radikale (über die Glutathion-Peroxidase), zum antioxidati-
ven Schutz von Cysteinresten von Proteinen, als Konjugatbildner während der Biotrans-
formation und für verschiedene biosynthetische Reaktionen (z.B. Peptidoleukotriene) ver-
wendet wird. Trypanosomen besitzen keine Katalase und keine selenhaltige Glutathion-
Peroxidase. Etwa 70% ihres Glutathions wird in Trypanothion umgewandelt (Fairlamb
and Cerami, 1992). Es ist der essentielle Redox-Mediator in Crithidia, Leishmania und
Trypanosoma (Fairlamb et al., 1985) und besteht aus zwei Molekülen Glutathion, die
über das Polyamin Spermidin miteinander verknüpft sind. Darüber hinaus spielt es eine
zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der intrazellulären Redoxverhältnisse und trägt
über die Trypanothion-Peroxidase direkt zur Beseitigung reaktiver Sauerstoffspezies bei
(Keiser et al., 2001). Trypanothion wird de novo aus Spermidin, Glutathion und ATP syn-
thetisiert (Koenig et al., 1997). Außerdem ist der charakteristische Polyaminstoffwechsel
der Kinetoplastiden für die Biosynthese von Trypanothion essentiell. Herunterregulation
der Trypanothion-Reduktase in Trypanosoma brucei führt zu einer Zunahme der Wasser-
stoffperoxidempfindlichkeit, Verlust der Virulenz und zum Arrest der Proliferation (Du-
mas et al., 1997).

1.2 Autophagie
Eukaryotischen Zellen steht mit den Lysosomen ein Kompartiment zum hydrolytischen
Abbau von nicht mehr benötigtem Zellmaterial oder endozytierten Substanzen zur Verfü-
gung. Gleichzeitig ermöglichen sie die Wiederverwertung von chemischen Grundbaustof-
fen wie Aminosäuren, Kohlenhydraten, Lipiden und Nukleinbasen. Im einfachsten Fall
handelt es sich dabei um einen unspezifischen Prozess, der einen kontinuierlichen Umsatz
von Biomolekülen ermöglicht. Komplexere Formen des lysosomalen Abbaus zur Nähr-
stoffversorgung umfassen die Lysosomenfusion mit Phagosomen oder, nach der Rezeptor-
vermittelten Endoztose, mit Endosomen. Ferner dienen Lysosomen der intrazellulären
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Abwehr, indem sie intrazelluläre Bakterien oder Viren zersetzen (Kirkegaard et al., 2004).
Die verschiedenen Formen der Autophagie sind vergleichsweise spezifisch und hoch re-
guliert. So werden beispielsweise bei unzureichendem Nährstoffangebot nicht-essentielle
Zellbestandteile selbstverdaut, um das Überleben der Zellen zu ermöglichen. Hierzu wer-
den ausreichend vorhandene Organellen von sogenannten präautophagischen Struktu-
ren umschlossen. Dabei handelt es sich vermutlich um Membranen endoplasmatisch-
retikulären Urprungs. Die so entstandenen Vesikel fusionieren mit Lysomen zu Autopha-
gosomen. Sobald Nährstoffe wieder in ausreichender Menge zur Verfügung stehen, kön-
nen fehlende Organellen resynthetisiert werden. Anderenfalls begehen betroffene Zellen
in altruistischer Weise einen programmierten Zelltod (PCD), und lösen sich geordnet in
vesikuläre Strukturen auf (blebbing). Damit erhöht sich das lokale Nährstoffangebot für
benachbarte Zellen. Diese Form der Autophagie wird PCD Typ II genannt (Levine and
Yuan, 2005; Maiuri et al., 2007). Auch im Rahmen der Anpassung an diskontinuierli-
che Umgebungsbedingungen steht mit der Autophagie ein geeigneter Mechanismus zur
Verfügung, um obsolete Organellen zu entfernen. Dasselbe gilt während der Differenzie-
rung. Spezielle Varianten der Autophagie umfassen den Abbau von Peroxisomen (Pexo-
phagie) und von Mitochondrien (Mitophagie) (Dunn et al., 2005; Mijaljica et al., 2007).
Zusammenfassend ist Autophagie ein verbreiteter und unentbehrlicher Mechanismus bei
Differenzierungen, Stress, oder während Hungerphasen. Die zahlreichen Konditionen, die
zum Auftreten von Autophagie führen, bedingen eine komplexe Regulation mit einer Fül-
le involvierter Faktoren und Wechselwirkungen (Codogno and Meijer, 2005; Yorimitsu
and Klionsky, 2005). Bei bioinformatischen Untersuchungen wurde nur eine begrenzte
Anzahl von Autophagie-relevanten Genen in T. brucei identifiziert. Da die Ordnung der
Kinetoplastea zu einem frühen Zeitpunkt der Evolution entstanden ist, besteht die Mög-
lichkeit, daß die zur Autophagie führenden Signalwege in ihrer ursprünglichen und wenig
komplexen Form konserviert wurden (Denninger et al., 2008).
Makroautophagie bezeichnet den Einschluss von Zellbestandteilen in ein von einer Dop-
pelmembran umgebenes Vesikel, dem sogenannten Autophagosom. Dieses entsteht aus
präautophagischen Membranstrukturen, die vermutlich de novo synthetisiert werden. Die
äußere Membran des Autophagosoms fusioniert daraufhin mit einem Lysosom. Mikro-
autophagie bezeichnet hingegen den Einschluss von zytosolischen Bestandteilen direkt
durch das Lysosom, formal analog zu endozytotischen Prozessen. In beiden Fällen endet
das abzubauende Material noch membranumschlossen im Lysosom, um dort degradiert
zu werden. Die dritte Art der Autophagie ist die Chaperon-vermittelte Autophagie, die
bisher nur in Säugern beschrieben wurde und eine sekundäre Antwort auf das Aushun-
gern von Zellen ist. Im Gegensatz zu den beiden vorangegangenen Arten, ist hier eine
direkte Translokation der Proteine über die Lysosomenmembran beteiligt.
Die Entstehung der autophagosomalen Stukturen ist von zwei Proteinkonjugationssys-

temen abhängig, die von autophagischen Proteinen (autophagy-related genes, ATG) ge-
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung von Autophagie und verwandten Prozessen, die
am Transport von Proteinen, Proteinkomplexen und Organellen (Peroxisomen, Mitochon-
drien) zu Lysosomen (oder Vakuolen) beteiligt sind. Der cytoplasm-to-vacuole (Cvt) Weg
wurde bislang nur in S. cerevisiae beschrieben; der Chaperon-vermittelte Weg nur in Säu-
gerzellen (Herman et al., 2006)

bildet werden. Zwei Ubiquitin-ähnliche Systeme spielen dabei eine besondere Rolle in
der Entstehung von Autophagosomen (Ohsumi and Mizushima, 2004). Das erste ist das
ATG12 System, wobei das Ubiquitin-ähnliche ATG12 auf ATG5 übertragen wird. Ver-
mittelt wird dieser Prozess von ATG7, einem E1 (ubiquitin activating enzyme)-ähnlichen
Enzym und von ATG10, einem E2 (ubiquitin conjugating enzyme)-ähnlichen Enzym. Das
ATG12-ATG5 Konjugat bildet mit ATG16 einen Komplex (Kuma et al., 2002), der ver-
mutlich auf der Membran einen Belag bildet und die Formation der sich abschnürenden
Vesikel unterstützt. Das zweite Ubiquitin-ähnliche Protein, ATG8, ist ebenfalls an der Ent-
stehung von Autophagosomen beteiligt (Abbildung 1.7). ATG8 wird proteolytisch von
ATG4 (autophagin) prozessiert, so daß C-terminal ein Glycinrest exponiert wird. Hier-
über wird ATG8 an Phosphatidylethanolamin konjugiert, unter Beteiligung von ATG7
und ATG3, ebenfalls einem E2-ähnlichen Enzym (Ichimura et al., 2000). Dadurch wird
das zuvor zytosolische ATG8 an Membranen assoziiert. Bevor das Autophagosom mit
dem Lysosom fusioniert, wird ATG8 durch ATG4 abgespalten und kann wiederverwen-
det werden (Kirisako et al., 2000). Das Genom von T. cruzi enthält alle wesentlichen
Kompotenten des ATG8 Systems (ATG3, ATG4, ATG7, ATG8), während die Hauptbe-
standteile des ATG12 Systems nicht vorhanden sind (ATG5, ATG10, ATG12) (Alvarez
et al., 2008). Zu ATG8 selbst wurden zwei Orthologe in T. cruzi identifiziert. Im Ge-
gensatz zu TcATG8.1 kann TcATG8.2 kein ATG8 in Saccharomyces cerevisiae substi-
tuieren, so daß dessen Funktion noch unklar ist. Auch in T. brucei wurden bisher keine
Orthologe des ATG12 Systems nachgewiesen. Jedoch enthält das Genom drei potentielle
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Abbildung 1.7: Konjugation von ATG8 an Phosphatidylethanolamin (Ohsumi et al., 2004)

ATG8-Orthologe (TbATG8.1A, TbATG8.1B und TbATG8.2), sowie Orthologe zu ATG3,
ATG4 und ATG7 (Herman et al., 2006). Darüber hinaus verfügt T. brucei über weite-
re Schlüsselproteine der Autophagie (Abbildung 1.8). Zu Beginn der Signalkaskade steht
die PI3 Kinase TOR (target of rapamycin), die das Zellwachtum mit der Verfügbarkeit von
Energie und Nährstoffen koordiniert. Physiologisch wird TOR dabei z.B. von der AMP-
aktivierten Proteinkinase bei Energiemangel indirekt gehemmt, oder als Reaktion auf eine
Stimulation durch Wachstumsfaktoren durch die Proteinkinase B indirekt aktiviert. Damit
wirkt TOR entgegengesetzt zu FOXO. Das Makrolidantibiotikum Rapamycin aus Strep-

tomyces hygroscopicus kann in einem Komplex mit FKBP (FK506 binding protein) an
TOR binden. Dabei wird TOR inhibiert und der Zelle ein Nährstoffmangel suggeriert,
mit weitreichenden Folgen wie Arrest des Zellzyklus und Initiierung der Autophagie.
Physiologisch tritt Autophagie in T. brucei während der Differenzierung auf. Gerade bei
Kinetoplastiden wird jeder Differenzierungsschritt von tiefgreifenden morphologischen
und metabolischen Veränderungen begleitet, um eine optimale Anpassung an die unter-
schiedlichen Wirte zu erreichen. Beispielsweise benötigen Blutformen Glykosomen zur
Energiegewinnung, während prozyklische Formen ihre Energie über Citratzyklus und At-
mungskette gewinnen. Vermutlich werden beim Übergang von long slender zu short stum-

py Blutformen, sowie der darauf folgenden Differenzierung zur Insektenform Glykoso-
men autophagisch abgebaut und durch neu gebildete ersetzt. Dieser Vorgang wird auch als
Glykophagie bezeichnet (Rigden et al., 2005; Herman et al., 2008). Experimentell kann
Autophagie induziert werden durch Aushungern (1-3 h) in Aminosäure-freiem trypanoso-

me dilution buffer (TDB), mit Rapamycin, H2O2 oder Dihydroxyaceton. Wasserstoffper-
oxid wird in Blutformen unter Stressbedingungen und bei Prostaglandin D2-induzierter
Apoptose gebildet (Figarella et al., 2006). Bei Zugabe von H2O2 zum Medium überwie-
gen jedoch andere, membranschädigende Effekte. Dabei versuchen die Zellen, Defekte
mittels Autophagie zu beheben. Dihydroxyaceton gelangt durch Aquaglyceroporine in
das Zytoplasma (Uzcategui et al., 2004). Da Dihydroxyacetonphosphat ein Intermediat
der Glycolyse ist, kann Dihydroxyaceton als Kohlenstoffquelle von der Glycerolkinase
in den Energiestoffwechsel eingeschleust werden. Allerdings führen größere Mengen zu
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einem Zellzyklusarrest in der G2-Phase und zu Autophagie, erhöhter Membranpermeabi-
lität und der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies. All dies zeigt, daß Autophagie kein
solitärer Vorgang ist, sondern eng mit Apoptose und Nekrose verknüpft ist.

A. Induction and signalling
TOR14), TOR24), ATG14), ATG135), ATG171)

ATG202), ATG243), VAC83), PEX35), PEX143)

B. Cargo selection and packaging
ATG115), ATG192)

C. Vesicle nucleation
ATG64), ATG145), VPS153), VPS344)

D. Vesicle expansion and completion
ATG212), ATG272)

ATG8 System:
ATG33), ATG44), ATG73), ATG84)

ATG12 System:
ATG55), ATG73), ATG105), ATG125), ATG165)

E. Retrieval
ATG25), ATG93), ATG183), ATG232)

F. Docking and fusion

G. Vesicle breakdown
ATG154), ATG221), PEP45), PRB15)

Abbildung 1.8: Darstellung der wichtigsten Proteine, die am cytoplasm-to-vacuole und
Autophagie Weg in Saccharomyces cerevisiae beteiligt sind, und ihrer potentiellen Or-
thologe in Trypanosomatiden (Herman et al., 2006). Erläuterungen: 1) Proteine sind
spezifisch für Autophagie in Hefen. 2) Proteine sind spezifisch für den cytoplasm-to-
vacuole Transport in Hefen. 3) Bei Genvergleichen wurde mindestens ein Ortholog
in Trypanosomatid-Datenbanken gefunden. 4) Es ist wahrscheinlich, daß Orthologe in
Trypanosomatiden existieren. 5) Es wurden bisher keine Orthologe gefunden.
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1.3 RNA Interferenz

RNA Interferenz beschreibt einen natürlichen Mechanismus in eukaryotischen Zellen, der
die Expression einzelner Gene hemmt, z.B. zum Zweck der Genregulation oder auch zur
Abwehr von RNA-Viren. Da die Transkription selbst nicht abgeschaltet wird, jedoch be-
reits produzierte und neu entstehende mRNA rasch und selektiv abgebaut wird, spricht
man auch von post-transkriptionellem gene silencing. Beim Vorgang der RNA Interfe-
renz ist stets RNA als zielerkennendes Molekül beteiligt. Dabei kann es sich um micro

RNA handeln, die auf eigenen pri-miRNA-Genen codiert wird, oder um small interfe-

ring RNA (siRNA), die aus längerer freier dsRNA entsteht. Diese kann beispielsweise
viraler Herkunft sein, oder im Rahmen biochemischer Forschung vom Experimentator in
die Zellen eingeschleust werden. Die dsRNA (oder hairpin RNA) wird von der Typ-III-
Ribonuklease Dicer zu einer 21 bp dsRNA geschnitten. Das Enzym Dicer ist ein Prote-
in, das zwei RNase-III-Domänen, eine PAZ-Domäne, eine dsRNA-Bindestelle und eine
Helicase-Domäne besitzt. Es liegt in der Zelle assoziiert mit Proteinen der argonaute Fa-
milie vor, die wichtige Funktionen bei der RNAi wahrnehmen. Auf dem Dicer-dsRNA
Komplex assembliert nun der Ribonukleoprotein-Komplex RISC (RNA induced silen-

cing complex). RISC besteht neben den Endonucleasen Dicer und argonaute 2 aus ei-
nem dsRNA-bindenden Protein (TRBP/R2D2/Loquacious/RDE4). Ein Strang der 21 bp
dsRNA wird von argonaute 2 geschnitten und entfernt. Die Auswahl, welcher der beiden
komplementären RNA-Stränge abgebaut wird, findet anhand der Stabilität der Enden des
RNA-Duplexes statt. Danach dissoziiert Dicer von RISC ab. Bindet die targetierende ein-
zelsträngige siRNA nun spezifisch an ihre Ziel mRNA, so wird diese endonukleolytisch
von argonaute 2 geschnitten. Die Restfragmente werden durch unspezifische Exonuklea-
sen abgebaut.
Interessanterweise fehlen bei Leishmania ssp. und T. cruzi eine oder mehrere Komponen-
ten des RNAi Weges, nicht jedoch in T. brucei (DaRocha et al., 2004). Hier ist die RNAi
für loss-of-function Studien die Methode der Wahl. Die induzierbare Transkription von
dsRNA ermöglicht selbst die Phänotypisierung von potentiell letalen knockdown Varian-
ten. Hierfür stehen z.B. die T. brucei Zelllinien SMB (single marker bloodstreamform)
(Wirtz and Clayton, 1995; Wirtz et al., 1999), bloodstreamform 1313-514, und procy-

clic form 1313-1333 zur Verfügung. Eine Kopie der auszuschaltenden Zielsequenz wird
in einen RNAi Vektor zwischen zwei gegenläufige T7 promotor und Tet Operator Re-
gionen kloniert. Das resultierende Plasmid inseriert über homologe Rekombination in
das Trypanosomengenom. Die verwendeten Trypanosomen exprimieren T7 Polymerase
unter einem Tetracyclin-abhängigen promotor, sowie den Tet-Repressor. Das System ist
damit doppelt-induzierbar und ermöglicht so eine geringe Hintergrundexpression, ohne
Einbußen der Interferenzleistung (Alibu et al., 2005). Die Zelllinie 1313-514 trägt die ge-
netische Informationen für die T7 RNA Polymerase und den Tetracyclin Repressor auf
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getrennten Inserts, wodurch eine Selektion mit zwei Antibiotika (G418 und Bleomycin)
erforderlich wird. Bei SMB Zellen ist nur eine Selektion mit G418 indiziert.

Abbildung 1.9: Mechanismus der RNA Interferenz (Cann, 2008)

1.4 Zielsetzung

Bisherige Untersuchungen deuteten darauf hin, daß in T. brucei ein wenig komplexer, evo-
lutiv ursprünglicher Autophagiemechanismus konserviert wurde (Denninger et al., 2008).
Der Einschluß von zu degradierendem Zellmaterial in Autophagosomen (Abbildung 1.8,
Vesicle expansion and completion) schien ausschließlich auf dem ATG8-System zu ba-
sieren, da wesentliche Komponenten des alternativen ATG12-Systems bioinformatisch in
Trypanosomen nicht nachgewiesen werden konnten (Alvarez et al., 2008; Herman et al.,
2006). ATG8 selbst sollte daher eine zentrale Rolle zukommen, da es durch seine Konju-
gation an Phosphatidylethanolamin als unmittelbarer Interaktionspartner der Lipidmem-
branen fungiert (Ohsumi et al., 2004). In T. brucei wurden drei potentielle Orthologe des
ATG8 identifiziert (Herman et al., 2006). Um zu eruieren, welche morphologischen Ver-
änderungen in ATG8-defizienten Trypanosomen auftreten, bzw. ob der Verlust von ATG8
über einen noch unbekannten Umgehungsweg kompensiert werden kann, wurden gene-
tisch veränderte Trypanosomen benötigt. Ziel der Arbeit war es, eine transgene T. brucei
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brucei Zelllinie zu generieren, deren ATG8-Synthese induzierbar mittels RNA Interfe-
renz blockiert werden konnte. Im Detail sollten hierfür die ATG8-Orthologe analysiert
und kloniert werden. Die Konstruktion von RNAi Vektoren sollte sowohl für einen kom-
binierten ATG8.1 A/B-ATG8.2 triple knockdown, als auch für einen ATG8.1 A/B double
knockdown und ATG8.2 single knockdown erfolgen. Da T. cruzi ATG8.1, nicht jedoch
T. cruzi ATG8.2 erfolgreich zur ATG8-Substitution in Saccharomyces cerevisiae einge-
setzt wurde (Alvarez et al., 2008), könnten die single und double knockdown Konstrukte
für zukünftige Untersuchungen von Bedeutung sein. Für die vorliegende Arbeit sollten
Blutform-Trypanosomen mit dem triple knockdown Konstrukt transfiziert werden. Hier-
für sollte die Methode der Elektroporation im Labor für Blutformen etabliert werden,
was die Optimierung zahlreicher Parameter einschloss. Als proof of concept sollten α-
Tubulin defiziente Kontrollzellen hergestellt werden, die sich aufgrund ihres Phänotyps
leicht charakterisieren lassen. Im Northern dot blot Verfahren sollte der am besten indu-
zierbare ATG8 defiziente Klon ermittelt werden. Eine Funktionskontrolle sollte über den
Nachweis der zur RNA Interferenz eingebrachten dsRNA mittels Northern Blot erfolgen.
Um die mRNA level kontrollieren zu können, sollten spezifische Northern Blot Sonden
konstruiert werden, die möglichst nicht mit der dsRNA überlappen. Hierfür mussten auf-
grund der geringen Größe der Gene die 5’-untranslated regions mit einbezogen werden,
deren Längen jedoch zuvor bestimmt werden mussten. Das Wachstumsverhalten der ge-
nerierten Zelllinie sollte unter (nicht-) autophagischen Bedingungen charakterisiert wer-
den. Eine abschließende Phänotypisierung war ausdrücklich nicht Ziel der vorliegenden
Arbeit. Dennoch wurden erste Versuche unternommen, die ATG8 Expression auf Protei-
nebene mittels Western Blots zu kontrollieren.



2. Material und Methoden

2.1 Material

Wenn nicht anders angegeben wurden sämtliche Laborchemikalien p.a. vom günstigsten
Anbieter bezogen.

2.1.1 Software

BibTex V0.99c, KBibTex V0.2.1 General Public License (GPL)
Chromas V2.31 Technelysium Pty, Tewantin, AUS
DNAman V4.15 Lynnon BioSoft, Quebec, CDN
F-View Soft Imaging System Olympus, Hamburg
GATCViewer V1.00 GATC Biotech, Konstanz
GIMP V2.4.6 General Public License (GPL)
Kile V2.0.1 General Public License (GPL)
OpenOffice V2.4 SUN Microsystems, Kirchheim
PDFLaTex V3.141592-1.30.5-2.2 General Public License (GPL)
QuantityOne V4.6.3 BioRad Laboratories, München

2.1.2 Laborgeräte

Bio-Dot microfiltration apparatus BioRad Laboratories, München
Brutschrank 37°C Infors, Bottmingen, CH
CO2-Brutschrank, 37°C Heraeus, Osterode
Entwickler SRX-101A Konica, Langenhagen
Filmkassette X-Omatic Kodak, Stuttgart
Fluoreszenzmikroskop BH2-RFCA Olympus, Hamburg
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Gelfotoapparatur CS1 Cybertech, Ingolstadt
Gelkammer Blue Marine 100 Serva, Heidelberg
Gelkammer Blue Marine 200 Serva, Heidelberg
GenePulser II BioRad Laboratories, München
Hämozytometer (Tiefe 0.02 mm) Brand, Wertheim
Heizblock neoBlock I neoLab, Heidelberg
Invertmikroskop ID02 Zeiss, Oberkochen
Kühlzentrifuge Sigma 3K12 Bachofer, Reutlingen
LaminAir HLB 2248 GS Heraeus, Hanau
Mikrozentrifuge Amicon MC-13 Heraeus, Osterode
MiniCycler MJ Research, Waltham, USA
pH Meter WTW, Weilheim
Photometer Ultraspec 3000 Pharmacia Biotech, Wien, CH
Power Supply EPS 301 Amersham Biosciences, Freiburg
Schüttler Certomat® R BBraun, Melsungen
TEM, EM109 Zeiss, Oberkochen
Ultramikrotom OM U3 C. Reichert, Wien, AU
UV Transilluminator TFX-20M Gibco BRL, Life technologies
vacuum concentrator Bachofer, Reutlingen
Vortex-Genie Bender&Hobein, Zürich, CH

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

6, 12, 24, 48, 96 well Platten Greiner, Frickenhausen
Beem®Cups Plano, Marburg
Centricon centrifugal filters Millipore, Schwalbach
Cryo-Röhrchen (1.5ml) Greiner, Frickenhausen
Deckgläser R. Langenbrinck, Emmendingen
Elektroporationsküvetten 2 mm BioRad Laboratories, München
Hybond ™ - N+ Amersham Biosciences, Freiburg
Kulturflaschen T-25, T-75, T-175 Greiner, Frickenhausen
Kulturröhrchen 5 ml Greiner, Frickenhausen
Kupfernetzchen, 400 mesh Plano, Marburg
Küvetten 100 µl Sarstedt, Nümbrecht
Negativfilm Kokak 125 ASA Kodak, Stuttgart
Objektträger Roth, Karlsruhe
Parafilm American Can Co, Chicago, USA
Reaktionsgefäße 1.5 ml Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Sterilfilter Nalge, Hereford, UK
Whatman Papier Whatman, Maidstone, USA
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2.1.4 Medien, Puffer und Lösungen

2.1.4.1 Stammlösungen

Agar (2x) 40 g/l Agar-Agar in ddH2O
Ampicillin (1000x) 50 mg/ml in 70% Ethanol
dATP 100 mM Fermentas, St. Leon-Rot
L-Cystein 100x 18.2 mg/ml
G418 (Geneticin) 50 mg/ml
Giemsa Stammlösung Fluka, Buchs, CH
Hygromycin B 50 mg/ml
Pen/Strep 100x 5 mg/ml
Pyruvat 1000x 110 mg/ml
Thymidin 1000x 39 mg/ml
X-Gal 40 mg/ml in Dimethylformamid

BCS 1000x
Bathocuproinsulfonat 28.2 mg/ml

2.1.4.2 Medien und Puffer für E. coli

LB Medium (2X)
Bacto-Trypton 20 g
Hefeextrakt 10 g
NaCl 20 g
ddH2O 950ml
pH-Wert einstellen 7.0

autoklavieren

SOB
Trypton 20.0 g
Hefeextrakt 5.0 g
NaCl 0.5 g
ddH2O ad 1000 ml
autoklavieren

1M MgCl2 (steril) 10 ml
1M MgSO4 (steril) 10 ml

SOC
2M Glucose (steril) 1 ml
SOB ad 100 ml
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TSS
PEG 6000 1 g
DMSO 0.5 ml
MgCl2O * 6 H2O 102 mg
LB-Medium ad 10 ml

2.1.4.3 Medien und Puffer für T. brucei

Blutformgrundmedium
Das MEM-Medium wurde nach Standardprotokoll (EAGLE, 1959) her-
gestellt und beinhaltete Modifikationen nach (Duszenko et al., 1985) und
(Duszenko et al., 1992).
CaCl2 * 2H2O 265 mg
KCl 400 mg
MgSO4 * 7xH2O 200 mg
NaCl 6800 mg
HEPES 140 mg
ddH2O ad 1000 ml
pH-Wert einstellen 7.4

L-Arginin HCl 126 mg
L-Histidin HCl x H2 O 42 mg
L-Isoleucin 52 mg
L-Leucin 52 mg
L-Lysin 73 mg
L-Methionin 60 mg
L-Phenylalanin 100 mg
L-Threonin 48 mg
L-Tryptophan 100 mg
L-Tyrosin 100 mg
L-Valin 46 mg
L-Ornithin HCl 50 mg
Glucose * H2O 5940 mg
Adenosin 12 mg
MEM-nichtessentielle AS 10 mg
MEM-Vitaminlösung 10 mg
Phenolrot 10 mg
sterilfiltrieren 0.22 µm
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Blutformkulturmedium
NaHCO3 (75.0mg/ml) 30 ml
L-Glutamin (29.2mg/ml) 10 ml
L-Cystein (3.03mg/ml) 10 ml
Thymidin (0.39mg/ml) 10 ml
Hypoxanthin 100x 10 ml
BCS 1000x 2 ml
BSA/Myristinsäure 20 ml
Penicillin/Streptomycin 5 ml
FBS (30min @ 56°C) 150 ml
Blutformgrundmedium ad 1000 ml
pH-Wert kontrollieren 7.4

sterilfiltrieren 0.22 µm

BSA/Myristinsäure
fettfreies BSA 1 g
ddH2O 20 ml
Myristinsäurelösung 24 mg in 100 µl EtOH

Cytomix Puffer pH 7.6
EGTA 0.38 g
KCl 4.44 g
CaCl2 * 2 H2O 9.6 mg
MgCl2 * 6 H2O 505 mg
Glucose 2.5 g
BSA 50 mg
HEPES 2.98 g
K2HPO4/KH2PO4 (10x) 50 ml
Hypoxanthin (100x) 5 ml
ddH2O ad 500 ml
pH-Wert einstellen 7.6

sterilfiltrieren 0.22 µm

Einfriermedium
TDB 77 ml
87% (v/v) Glycerol 23 ml

HMI-9 Kulturmedium
IMDM Grundmedium 890 ml
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Hypoxanthin 100x 11 ml
L-Cystein 100x 11 ml
Pyruvat 1000x 1.11 ml
Thymidin 1000x 1.11 ml
BCS 1000x 1.11 ml
2-Mercaptoethanol 15.5 µl
Pen/Strep 100x 11 ml
pH-Wert kontrollieren 7.4

sterilfiltrieren 0.22 µm

FBS (30min @ 56°C) 110 ml
Serum Plus ™ 110 ml

Hypoxanthin 100x:
NaOH 0.4 g
dH2O 100 ml
Hypoxanthin 1.36 g
ggf. im Ultraschallbad lösen

IMDM Grundmedium
IMDM Sigma-Aldrich, Deisenhofen
ddH2O ad 900 ml
Natriumbicarbonat 3.02 g
pH-Wert einstellen 7.1-7.3

ddH2O ad 1000 ml

K2HPO4/KH2PO4 100 mM (10x)
1M K2HPO4 8.66 ml
1M KH2PO4 1.34 ml
ddH2O ad 100 ml
pH-Wert kontrollieren 7.6

TDB pH 7.0
Na2HPO4 * 12H2O 4.3 g
NaH2PO4 * H2O 1.12 g
KCl 0.37 g
NaCl 4.67 g
MgSO4 * 7H2O 0.25 g
Glucose * H2O 3.96 g
ddH2O ad 1000 ml
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pH-Wert einstellen 7.0

sterilfiltrieren 0.22 µm

Weise Puffer
Na2HPO4 861 mg
KH2PO4 25 mg
ddH2 ad 100 ml
pH-Wert einstellen 7.2

2.1.4.4 Puffer für Gelelektrophorese

TAE (50x)
Tris 242 g
Essigsäure 57.1 ml
NA2EDTA 37.2 g
ddH2O ad 1000 ml
pH-Wert einstellen 8.0

2.1.4.5 Puffer für Northern blot

FA Gel Laufpuffer (1x)
FA Gel Puffer (10x) 100 ml
Formaldehyd (37%) 20 ml
ddH2O 880 ml

FA Gel Puffer (10x)
MOPS 41.86 g
Na-Acetat 4.102 g
EDTA 3.72 g
ddH2O ad 1000 ml

Hybridmix
SDS 35 g
EDTA 186 mg
500mM Na2HPO4 (pH 7.2) ad 500 ml

RNA Ladepuffer (5x)
ges. Bromphenolblaulösung 16 µl
500mM EDTA (pH 8) 80 µl
Formaldehyd (37%) 720 µl
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100% Glycerol 2 ml
Formamid 3084 µl
FA Gel Puffer (10x) 4 ml
ddH2O ad 10 ml

SSC
NaCl 175.3 g
Na-Citrat * 2 H2O 88.2 g
ddH2O ad 1000 ml
pH-Wert einstellen 7.0

stripping buffer
SDS 10 g
ddH2O ad 1000 ml

Waschpuffer
SDS 10 g
500mM Na2HPO4 (pH 7.2) ad 80 ml
ddH2O ad 1000 ml

2.1.4.6 Puffer für Western blot

AP-Puffer
NaCl 8.77 g
MgCl2 * 6 H2O 2.03 g
Tris-HCl 2.42 g
ddH2O ad 1000 ml
pH-Wert einstellen 8.9

blocking Lösung
Milchpulver 10% in 2fach PBS

Lysepuffer
Tris HCl 7.85 g
NaCl 8.7 g
Nonidet P40 10 µl
Natriumdesoxycholat 5 g
EDTA 292 µg
SDS 1 g
Proteaseinhibitorlsg. 1 ml
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ddH2O ad 1000 ml
pH-Wert einstellen 7.4

Nachweislösung
Toluidin-BCIP 500 µl
NBT 1000 µl
AP-Puffer ad 100 ml

PBS (2x)
KCl 0.40 g
KH2PO4 0.48 g
NaCl 16.00 g
Na2HPO4 * 12 H2O 7.26 g
ddH2O ad 1000 ml
pH-Wert einstellen 7.4

Proteaseinhibitorlsg. (1000x)
Pepstatin 0.70 mg
Chymostatin 0.60 mg
Leupeptin 0.42 mg
DMSO ad 1ml

running buffer
Tris 3.04 g
Glycin 14.42 g
SDS 1 g
ddH2O ad 1000ml
pH-Wert einstellen 8.3

Sammelgel (für 2 Gele)
1 M Tris-HCl (pH 6.8) 0.75 ml
ddH2O 4.20 ml
Acrylamid 1.00 ml
10% SDS 60 µl
10% APS 30 µl
TEMED 6 µl

Transferpuffer
10% SDS 3.75 ml
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Glycin 2.93 g
Methanol 200 ml
Tris 5.82 g
ddH2O ad 1000 ml
pH-Wert einstellen 9.2

Trenngel (für 2 Gele)
1 M Tris-HCl (pH 8.8) 4.30 ml
ddH2O 3.30 ml
Acrylamid 3.80 ml
10% SDS 114 µl
10% APS 39 µl
TEMED 12 µl

Waschpuffer
NaCl 8.77 g
Tris-HCl 1.21 g
Tween 20 1.00 ml
ddH2O ad 1000 ml
pH-Wert einstellen 7.4

2.1.4.7 Puffer für Elektronenmikroskopie

Cacodylatpuffer (2x)
Na-Cacodylat * 3 H2O 4.28 g
Saccharose 8 g
ddH2O ad 100 ml

Glutaraldehyd in Cacodylatpuffer 2% in 1x Puffer
Osmiumtetroxid in Cacodylatpuffer 3% OsO4 1:1 in 2x Puffer

Osmiumtetroxid-Lösung (3%)
Osmiumtetroxid 0.25 g
ddH2O 8.18 ml

Uranylacetat (5%) 50 mg/ml
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2.1.5 Enzyme

BseYI NEB, Frankfurt a.M.
Crimson Taq NEB, Frankfurt a.M.
Eam1105I Fermentas, St. Leon-Rot
HpaI Fermentas, St. Leon-Rot
HotStarTaq MasterMix QIAGEN, Hilden
NotI Fermentas, St. Leon-Rot
OmniScript RT QIAGEN, Hilden
PvuII Fermentas, St. Leon-Rot
SapI (LguI) Fermentas, St. Leon-Rot
TaaI (Tsp4CI, HpyCH4III) Fermentas, St. Leon-Rot
T4 DNA Ligase NEB, Frankfurt a.M.
TdT Fermentas, St. Leon-Rot

2.1.6 Kits

Megaprime DNA labeling systems Amersham Biosciences, Freiburg
NEBlot DNA labeling Kit NEB, Frankfurt a.M.
NucleoBond PC-100 Macherey-Nagel, Düren
PCR Purification Kit QIAGEN, Hilden
QIAquick gel extraction QIAGEN, Hilden
QIAprep spin miniprep QIAGEN, Hilden
RNeasy Mini Kit QIAGEN, Hilden
TOPO TA cloning Kit Invitrogen, Karlsruhe

2.1.7 Primer

Alle Primer von Invitrogen, Karlsruhe wurden als 100µM Stammlösungen bei -20°C
gelagert und für Polymerasekettenreaktionen in einer 1:10-Verdünnung eingesetzt. Die
angegebenen Hybridisierungspositionen werden im Anhang A.1 näher erläutert. Man-
che Primer wurden um Restriktionsstellen und clamps verlängert (∗), oder enthalten eine
Anker-Sequenz (∗∗).

Primer Sequenz Gen von bis tm [°C]
RNA Interferenz

ATG8.1(A&B)-
se-TripleKO
(∗)

5’-tagt-ACTGT-CCGATA-
TTGGTGAGTTAGACAGG-
3’

8.1A #116 #138 59.9

8.1B #125 #147 59.9
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ATG8.1(A&B)-
as-TripleKO
(∗)

5’-agct-GCTGGG-TAG-
GAAACCGTCTTCATC-
CTT-3’

8.1A #295 #315 57.8

8.1B #305 #325 57.8
ATG8.2-se-
TripleKO
(∗)

5’-tagt-CCCAGC-AAC-
ACATTCCCATCCTTTGC-
3’

8.2 #86 #105 59.8

ATG8.2-as-
TripleKO
(∗)

5’-agct-ACTGT-TCTTTT-
GCCCTTGCGTAAAT-3’

8.2 #334 #353 59.7

ATG8.1(A&B)-
se-LinkerPCR

5’-CCGATATTGGTGAGT-
TAGACAGG-3’

8.1A #116 #138 59.9

8.1B #125 #147 59.9
ATG8.1(A&B)-
as-LinkerPCR
(∗∗)

5’-cgtttaaacttacggaccgtca-
ATAGGAAACCGTCTT-
CATCCTT-3’

8.1A #295 #315 58.2

8.1B #305 #325 58.2
ATG8.2-se-
LinkerPCR
(∗∗)

5’-tgacggtccgtaagtttaaacg-
AACACATTCCCATCC-
TTTGC-3’

8.2 #86 #105 59.8

ATG8.2-as-
LinkerPCR

5’-TCTTTTGCCCTTGCG-
TAAAT-3’

8.2 #334 #353 59.7

Untranslated Region
SL23se 5’-CGCTATTATTAGAAC-

AGTTTCTG-3’
SL – – 54

VD8.1Aas: 5’-CGGATTCATTCAATC-
GCTTTACCAG-3’

8.1A #31 #55 61

VD8.1Bas: 5’-CATCCGACTGTCGGC-
TCTCAAAGG-3’

8.1B #38 #61 62

VD8.2as: 5’-TACAGTCCAGCTCGC-
GCTGCACC-3’

8.2 #171 #193 61

ATG8.1A-
UTR-length-
as

5’-ATGGTTGGGGTGACT-
CT-3’

8.1A #68 #84 53.1

ATG8.1B-
UTR-length-
as

5’-CCTTTCACGCACCTTT-
3’

8.1B #66 #81 52.6
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5’-RACE AP 5’-GGCCACGCGTCGACT-
AGTACTTTTTTTTTTTTT-
TTTT-3’

(dA)n – – 43

5’-RACE AU-
AP

5’-GGCCACGCGTCGACT-
AGTAC-3’

RACE AP – – 63.1

Northern Blotting Sonden
ATG8.1Ase-
Northern

5’-GTGCACGTCACCTTT-
CACTG-3’

8.1A #-249 #-230 60.4

ATG8.1Aas-
Northern

5’-CGGATTCATTCAATC-
GCTTT-3’

8.1A #36 #55 60.0

ATG8.1Bse-
Northern

5’-CATTCGCTCGTTTGT-
TGTTG-3’

8.1B #-218 #-199 60.3

ATG8.1Bas-
Northern

5’-ATGCCTTTCACGCAC-
CTTT-3’

8.1B #66 #84 60.7

ATG8.2se-
Northern

5’-CGAACATGTTTGTGC-
AGCTT-3’

8.2 #-278 #-259 59.9

ATG8.2as-
Northern

5’-CTGGTACCGGTAGTG-
TGAAGG-3’

8.2 #4 #24 59.5

ATG8.1Ase-
209bp-
Northern

5’-GAGGGCAAAGGG-
GTAAACAC-3’

8.1A #-124 #-105 60.7

ATG8.1Aas-
209bp-
Northern

5’-AATGGTTGGGGTGAC-
TCTTG-3’

8.1A #66 #85 59.8

ATG8.1Bse-
206bp-
Northern

5’-CCAGCGCTAGAAAAC-
AAATTTTA-3’

8.1B #-113 #-91 59.8

ATG8.1Bas-
206bp-
Northern

5’-ACGATCCGGATGCCT-
TTC-3’

8.1B #76 #93 61.0

ATG8.2se-
215bp-
Northern

5’-GTTGGCGGGAGTTGT-
TAGAT-3’

8.2 #-167 #-148 59.1

ATG8.2as-
215bp-
Northern

5’-GCGTTCAGCAAAACT-
ACGTG-3’

8.2 #29 #48 59.5
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2.1.8 Stämme

2.1.8.1 E. coli

TOP10 competent cells Invitrogen, Karlsruhe
XL1 Blue competent cells Stratagene, Heidelberg
RNAi Vektor p2T7:TABlue (Field, 2008)

2.1.8.2 T. brucei

Alle Transfektionsexperimente wurden mit Klonen der Zelllinie SMB (single marker

bloodstreamform) durchgeführt, die von der klonalen Zelllinie MITat1.2 abgeleitet wur-
den (Wirtz and Clayton, 1995). SMB Zellen exprimierten die T7-Polymerase und den
Tetracyclin-Repressor (T7RNAP::TETR::NEO) und ermöglichten in Verbindung mit dem
Plasmid p2T7:TABlue die induzierbare Transkription dsRNA und damit einen Dicer/RISC
vermittelten knockdown des betreffenden Zielgenes.
Genomische DNA und cDNA wurden aus Klonen der Zelllinie BF221 erhalten. Dabei
handelte es sich um den monomorphen Stamm MITat 1.2 (Molteno Institute Trypanozoon

antigenic type, Cambridge) (Cross, 1975) mit der VSG-Antigenvariante 221 Trypanoso-

ma brucei brucei. Dieser Stamm wurde in Uganda aus dem EATRO 427 Stamm isoliert.

2.1.9 Chemikalien

Agarose NEEO Ultra Quality Roth, Karlsruhe
DNA loading dye (6x) Fermentas, St. Leon-Rot
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe
FastRuler low range Fermentas, St. Leon-Rot
GeneRuler 1kb Fermentas, St. Leon-Rot
GeneRuler low range Fermentas, St. Leon-Rot
GeneRuler ultra low range Fermentas, St. Leon-Rot
NBT 32.7 mg/ml in 70% DMF
Primärer Antikörper Rabbit anti-ATG8 (1000x)
Prostaglandin F2α Cayman Chemical, Tallinn, EST
Sekundärer Antikörper Swine anti-Rabbit, AP (10000x)
Serum Plus ® SAFC Biosciences, Andover, UK
Toluidin-BCIP 28.16 mg/ml in DMF
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2.2 Methoden

2.2.1 Softwarebasierte Recherche und Auswertung

2.2.1.1 Datenbankrecherche im Genom von T.brucei

Verwendete Sequenzen wurden aus der Genomdatenbank Trypanosoma brucei GeneDB
(GeneDB, 2008) bezogen. Die Daten wurden vom The Institute for Genomic Research

(TIGR, 2008) und Wellcome Trust Sanger Institute (Sanger, 2008) bereitgestellt und ba-
sieren auf dem Stamm TREU927/4 GUTat10.1.

2.2.1.2 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

Die Analyse von Sequenzhomologien, sowie die Auswertungen der Sequenzierungser-
gebnisse wurden mit bl2seq (NCBI, 2008) des National Center of Biotechnology Infor-

mation durchgeführt.

2.2.1.3 Primerdesign mit Primer3

PCR Primer wurden mit dem webbasierten Interface Primer3 (v.0.4.0) (Rozen and Skalet-
sky, 2000) ausgewählt. Alle angegebenen Schmelztemperaturen entsprechen den hiermit
erhaltenen Berechnungen.

2.2.1.4 RNAi target selection script (RNAit)

Die Eignung unterschiedlicher Sequenzen für RNA Interenzen wurde mit dem Trypano-
FAN RNAit Interface (RNAit, 2008) untersucht. Hierbei wurden Primerdesign (Primer3)
und BLAST-Suche (NCBI) nach off-target Effekten kombiniert.

2.2.1.5 Restriktionsvorhersagen in silico

Zur Berechnung erwarteter Fragmentlängen nach dem Verdau mit Restriktionsendonu-
kleasen wurde das Programm DNAman (V4.15) verwendet. Hierbei war insbesondere zu
beachten, daß diese Softwareversion offensichtlich keine Restriktionsstellen cyclischer
DNA erkennt, die sich über Anfang und Ende der eingegebenen Sequenz erstreckten. In
diesem Fall reichte es nicht aus, das Plasmid als cyclisch zu kennzeichnen. Zusätzlich
mussten einige Nukleotide vom Ende der FASTA-Datei an deren Anfang übertragen wer-
den.

2.2.1.6 Auswertung von Bandenintensitäten

Die Auswertung von DNA oder rRNA Konzentrationen nach Gelelektrophoresen, bzw.
die Quantifizierung von Northern blot Hybridisierungen, wurde mit der Basic-Version
der Software QuantityOne (V4.6.3) durchgeführt. Die betreffenden Banden wurden mit
rechteckigen ROIs markiert, gegen einen durchschnittlichen Hintergrundbereich berei-
nigt und die Intensitäten über den markierten Flächeninhalt integriert. Verglichen wurden
schließlich die ausgegebenen Volumenintensitäten (Adj.Vol.INT*mm2).
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2.2.2 Kulturführung von E. coli

2.2.2.1 Anzucht in Flüssigkultur

Kulturröhrchen wurden mit 3ml LB-Medium (1x) und 3 µl bis 6 µl (entsprechend maxi-
mal 100 µg/ml) Ampicillin befüllt und mit wenigen Eiskristallen aus E. coli-Stabilaten
inokuliert. Alternativ wurden Klone von LB-Agarplatten mit einer sterilen Pipettenspitze
oder Impföse gepickt und in das Medium überführt. Die Kulturen wurden über Nacht bei
37 °C mit 200 rpm inkubiert. Um größere Volumina zu erhalten, wurden am Folgetag 100
ml LB-Medium (100 µl Ampicillin) mit 100 µl der Vorkultur angeimpft.

2.2.2.2 Anzucht auf Agarplatten

250 ml Agar (2x) wurden in der Mikrowelle geschmolzen, mit 250 ml LB-Medium (2x)
und 500 µl Ampicillin (Endkonzentration 50 µg/ml) aufgefüllt und steril in Petrischa-
len gegossen. Nach dem Aushärten wurden diese bei 4 °C bis zur Benutzung gelagert.
Sollte eine blau/weiß-Selektion das Screening nach Rekombinanten erleichtern, wurden
die Platten vor der Benutzung mit 40 µl X-Gal (40 mg/ml) bestrichen. Einige Mikroli-
ter Bakteriensuspension wurden auf den Agar pipettiert und mit einem Drygalski-Spatel
gleichmäßig verteilt. Alternativ wurde mit einer Pipettenspitze oder Impföse ein Verdün-
nungsausstrich vorgenommen. Die Platten wurden über Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.2.3 Herstellung von Stabilaten

850 µl einer E. coli-Kultur in der exponentiellen Wachstumsphase wurden mit 150 µl
Glycerol (100%) gemischt und in ein 2 ml Cryo-Röhrchen gefüllt. Das Gemisch wurde
geschüttelt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren.

2.2.3 DNA-Isolierung

2.2.3.1 Ethanolpräzipitation

Für eine schnelle und kostengünstige Plasmidisolierung wurde auf die Puffer der Plasmid-
präparationskits zurückgegriffen. Es wurden 1.5 ml einer Bakteriensuspension 1 min bei
Raumtemperatur mit 13 000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 150 µl P1 resuspen-
diert. Durch Zugabe von 150 µl P2 und vorsichtigem Invertieren folgte eine 5-minütige
Lyse. Die Neutralisation mit 210 µl N3 fand nach erneutem Invertieren unter Eiskühlung
statt. Das Präzipitat wurde 10 min bei 13 000 rpm abzentrifugiert und der Überstand in ein
sauberes 1.5 ml Eppendorfcup überführt. Durch Zugabe von 900 µl tiefgekühltem Ethanol
(-20 °C) wurde die Plasmid-DNA gefällt und 10 min bei 13 000 rpm und 4 °C abgetrennt.
Das Pellet wurde mit 1 ml Ethanol (70%) gewaschen, erneut 10 min zentrifugiert, bis zu
45 min getrocknet und in 50 µl ddH2O gelöst.
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2.2.3.2 Mini-Plasmidpräparation

1.5 ml einer Bakterienkultur wurden abzentrifugiert, in 250 µl P1 resuspendiert und 2-3
min mit 250 µl P2 unter mehrmaligem Invertieren alkalisch lysiert. Die Neutralisation
erfolgte durch Zugabe von 350 µl N3, und erneutem Invertieren. Das entstandene Prä-
zipitat wurde 10 min bei 13 000 rpm abzentrifugert und der Überstand in eine QIAprep

spin Säule überführt. Nach 1-minütiger Zentrifugation wurde die Säule mit 0.5 ml PB und
0.75 ml PE gewaschen und trocken zentrifugiert. Die gebundene DNA wurde mit 50 µl
ddH2O eluiert.

2.2.3.3 Midi-Plasmidpräparation

50 ml einer Bakterienkultur (OD600nm=3-6) wurden 15 min bei 5 000 g und 4 °C abzen-
trifugiert und in 8 ml S1 Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 8 ml S2 wurde mehrmals
invertiert und die Zellen 2-3 min bei Raumtemperatur lysiert. Danach wurde 8 ml eiskaltes
S3 zugegeben, nochmals invertiert und die Suspension 5 min auf Eis inkubiert. Das Lysat
wurde filtriert und in mit Puffer N2 äquilibrierte NucleoBond Säulen gefüllt. Die Säulen
wurden mit 12 ml N3 gewaschen und mit 5 ml N5 eluiert. Die Lösung wurde mit 3.5 ml
Isopropanol versetzt und 30 min bei 4 °C zentrifugert. Das Pellet wurde in 2 ml Ethanol
(70%) gewaschen, 10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert, in der Vakuumzentrifuge
getrocknet und mit 150 µl ddH2O gelöst.

2.2.3.4 PCR purification

Zu einem Volumenteil des PCR Ansatzes wurden 5 Teile Puffer PBI gemischt und in
eine QIAquick spin Säule überführt. Die Lösung wurde 1 min zentrifugiert, mit 0.75 ml
PE gewaschen, trocken zentrifugiert und gebundenes PCR Produkt mit mindestens 10 µl
ddH2O eluiert.

2.2.3.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren

Zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren wurden 1:50 Verdünnungen in ddH2O
hergestellt und spektrometrisch in 100 µl Küvetten bei 260 nm gemessen. Eine Extinkti-
onseinheit entspricht dabei 50 µg/ml dsDNA bzw. 40 µg/ml ssRNA. Zusätzlich wurden
Proteinkontaminationen über den Quotienten E260nm/E280nm bestimmt, der für reine DNA
theoretisch bei 1.8 bzw. für reine RNA bei 2.0 liegt. Alle Messungen wurden automati-
siert gegen die Trübung bei 320 nm bereinigt.
Bei Proben mit geringen DNA-Konzentrationen wurde alternativ eine Agarose-Gelelek-
trophorese mit geschätzten 20-80 ng DNA durchgeführt und die Bandenintensitäten mit
Größenmarkern bekannter Konzentration verglichen (Kapitel 2.2.1.6).
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2.2.4 Molekularbiologische Techniken

2.2.4.1 Analyse mit Restriktionsendonukleasen

Folgende Restriktionsenzyme und Puffer (je 10x) kamen zum Einsatz:

Enzym Schnittstelle Puffer TOptimum Inaktivierung
BseYI 5′...C|CCAGC...3′

3′...GGGTC|G...5′ NEB3 37 °C 20 min 65 °C

Eam1105I 5′−GACNNN |NNGTC−3′

3′...CTGNN |NNNCAG...5′ Tango 37 °C 20 min 65 °C

NotI 5′...GC|GGCCGC...3′

3′...CGCCGG|CG...5′ Buffer O 37 °C 20 min 80 °C

PvuII 5′...CAG|CTG...3′

3′...GTC|GAC...5′ Buffer G 37 °C 20 min 80 °C

SapI 5′...GCTCTTC(N)1|...3′

3′...CGAGAAG(N)4...5′ Tango 37 °C 20 min 65 °C

TaaI 5′...ACN |GT...3′

3′...TG|NCA...5′ Tango 65 °C ∅

Das Volumen eines Restriktionsverdaus wurde in der Regel auf 20 µl eingestellt. Die
DNA Konzentration sollte maximal 1 µg/µl betragen und der Puffer einfach konzentriert
sein. 1 U eingesetzes Enzym ist vom Hersteller definiert als die Aktivität, die 1 µg λ DNA
pro Stunde prozessiert.

2.2.4.2 DNA-Gelelektrophorese

Je nach Größe der aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden Gele mit 0.8% (15 kbp-
1 kbp), 1% (10 kbp-500 bp) und 2% (2.5 kbp-100 bp) (w/v) Agarose gegossen. Dafür
wurde Agarose in einem Erlenmayerkolben eingewogen und in der Mikrowelle in 50 ml
TAE (1x)-Puffer gelöst. Nach kurzem Abkühlen bei Raumtemperatur wurden der Lösung
3-4 µl Ethidiumbromid zugesetzt und gut gemischt. Die noch warme Lösung wurde in
die Gelkammer gegossen und der Kamm in die dafür vorgesehenen Halterungen platziert.
Nach dem Aushärten wurde das Gel in die mit TAE (1x) gefüllte Gelapparatur überführt,
mit DNA-Proben beschickt (inkl. DNA loading dye (1x)) und 45 min bei 80 V (konstante
Spannung) aufgetrennt. Die DNA-Banden wurden unter UV-Licht fotographiert.

2.2.4.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose

Die Gelextraktion erfolgte nach dem QIAquick Protokoll. Eine DNA-Bande wurde un-
ter UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten, gewogen und in 3 µl QG-Puffer pro mg
Agarosegel aufgenommen. Das Gel wurde 10 min bei 50 °C geschmolzen und mit 1 µl
Isopropanol pro mg Gel gemischt. Die Lösung wurde 1 min durch eine QIAquick Sili-
cagelsäule zentrifugiert, je 1 min mit 0.5 ml QG und 0.75 ml PE gewaschen, und 1 min
trocken zentrifugiert. Die DNA wurde mit mindestens 30 µl ddH2O eluiert.

2.2.4.4 Polymerasekettenreation (PCR)

Die Polymerasekettenreaktionen wurden mit hot-start fähigen Taq-Polymerasen von QIA-
GEN (HotStarTaq MasterMix) und NEB (Crimson Taq) durchgeführt. Je nach benötigter
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Ausbeute wurden 50 µl oder 100 µl angesetzt. Die 100 µM Primerstammlösungen wur-
den vor Gebrauch 1:10 verdünnt. Für eine 100 µl PCR nach dem QIAGEN Protokoll
wurden 50 µl HotStarTaq MasterMix (2.5 U DNA Polymerase, Endkonzentration je 200
µM dNTP in 1x PCR Puffer), jeweils 5 µl verdünnte sense und antisense Primerlösung
(entsprechend 0.5 µM Endkonzentration) und maximal 2 µg Template DNA in PCR Reak-
tionsgefäße pipettiert. Unter Verwendung des NEB Protokolls wurden Puffer, Polymerase
und dNTPs einzeln zugegeben. Die Endkonzentrationen waren identisch. Im Thermocy-
cler erfolgte eine initiale Aktivierung der Polymerase 15 min bei 95 °C. dsDNA wurde
1 min bei 94 °C denaturiert. Die Primer hybridisierten 1 min bei 50-68 °C an die Tem-
plate DNA (meist 4 °C unterhalb der niedrigsten Schmelztemperatur), gefolgt von 1 min
Elongation bei 72 °C. Es wurden zwischen 25 und 50 Zyklen durchgeführt. Der finale
Extensionsschritt betrug 10 min bei 72 °C. Nach Abschluss der PCR wurden die Proben
bei 4 °C gelagert. Gegebenenfalls wurde das Thermocyclerprogramm um weitere Schritte
ergänzt.

touchdown PCR

Bei der touchdown PCR wurde die Spezifität der Primerbindung durch zyklusweise Annä-
herung der annealing temperature an die zu erwartenden Schmelztemperatur des Primers
erhöht. Wenn die annealing temperature zu Beginn über der zu erwartenden Tm gewählt
wird, binden die Primer ausschließlich und damit hochspezifisch an die DNA. So werden
Primerdimere und Artefakte verringert, und es vermehrt sich vorzugsweise das gewünsch-
te Amplikon.

quick&dirty PCR

Um eine größere Anzahl transformanter Klone zu untersuchen, mussten zahlreiche Po-
lymerasekettenreaktionen parallel durchgeführt werden. Aus Gründen der Zeitersparnis
wurde auf Plasmidisolierungen verzichtet. Statt dessen wurden Klone mit einer sterilen
Pipettenspitze gepickt und zum Inokulieren der PCR-Ansätze verwendet. Beim initialen
Aktivierungsschritt lysierten die Zellen und die template DNA wurde freigesetzt.

PCR Ligation

Die Ligation zweier PCR-Produkte liess sich unter PCR-Bedinungen durchführen, wenn
der sense Primer des ersten Produktes und der antisense Primer des zweiten Produktes
zueinander komplementäre Ankersequenzen besassen. Beide PCR-Produkte wurden ge-
trennt voneinander amplifiziert, aufgereinigt und kombiniert. Die Mischung wurde 1:1
mit HotStarTaq MasterMix versetzt und wie oben beschrieben ligiert.
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2.2.4.5 Rapid Amplification of 5’-cDNA Ends with PCR

Reverse Transkription

Für die reverse Transkription wurden 2 µl Puffer RT (10x), 2 µl dNTP-Mix (5 mM pro
dNTP), 2 µl antisense Primer, 1 µl RNAse-Inhibitor (10 U/µl), 1 µl reverse Transkriptase
(4 U/µl), 2 µg RNA und ad 20 µl ddH2O für 1 h bei 37 °C inkubiert. Die reverse Tran-
skriptase wurde 5 min bei 95 °C hitzeinaktiviert. Das Reaktionsprodukt wurde über eine
Silicagel-Säule (PCR purification, Kapitel 2.2.3.4) aufgereinigt und mit 10 µl EB-Puffer
eluiert.

Polydesoxyadenylierung (Oligo-(dA) tailing)

Mit 10 µl cDNA, 1 µl dATP (100 mM), 4 µl TdT-Puffer (5x), 1 µl terminaler Desoxy-
nukleotidyltransferase und ad 20 µl ddH2O wurde das (dA) tailing 15 min bei 37 °C
durchgeführt. Die Reaktion wurde durch 10-minütige Hitzeinaktivierung bei 70 °C ge-
stoppt.

touchdown PCR

Eine touchdown PCR wurde durchgeführt mit 25 µl HotStarTaq MasterMix, 5 µl Pri-
mer AP, 5 µl antisense Primer, 5 µl polydesoxyadenylierter cDNA und ad 50 µl ddH2O.
Aufgrund der unterschiedlichen Schmelztemperaturen der beteiligten Primer wurde der
Hybridisierungsschritt über 20 Zyklen von initialen 58 °C um je 0.4 °C pro Zyklus ge-
senkt. Danach folgten weitere 20 Zyklen mit einer konstanten Hybridisierungstemperatur
von 50 °C.

nested PCR

Ausgehend von 5 µl des touchdown PCR Produkts wurde eine konventionelle PCR mit
5 µl AUAP und 5 µl verschachteltem antisense Primer gestartet. Die Hybridisierungstem-
peratur betrug 57 °C. Es wurden 40 Zyklen durchgeführt.

2.2.4.6 Subklonierung

Für die Topoisomerase-gestütze TA Subklonierung wurden 0.5-40 µl PCR Produkt, 1 µl
salt solution, 5 µl ddH2O und 1 µl TOPO Vektor gemischt und 5-30 min bei Raumtem-
peratur inkubiert. 2 µl des Ligationsansatzes wurden zu einem Vial OneShot® TOP10-
Zellen pipettiert. Diese wurden 5 bis 30 min auf Eis inkubiert und anschließend einem
30-sekündigen Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt. Die Zellen wurden sofort wieder auf
Eis gekühlt und mit 250 µl SOC 1 h bei 37 °C und 200 rpm geschüttelt. 10-50 µl des
Transformationsansatzes wurden auf einer LB-XGal-Agarplatte ausgestrichen und über
Nacht bei 37 °C kultiviert.
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2.2.4.7 Ligationsreaktion

Für die Ligationsreaktionen mussten die molaren Stoffmengen der eingesetzten DNA
betrachtet werden, die sich aus Masse und Anzahl der Basenpaare berechnen liessen
(picomol-ends Berechnung): Die Molmasse eines dNMP beträgt durchschnittlich 326
g/mol = 3.3*10−4µg/pmol, oder reziprok 3030 pmol/µg pro Basenpaar. Für die einge-
setzte Stoffmenge Plasmid gilt:

PicomolEndsPlasmid[pmol] =
3030

BasenpaarePlasmid

x
pmol

µg
xMassePlasmid[µg] (2.1)

Da für die Ligationsansätze zwischen 1-10 Teile Insert mit einem Teil Plasmid inkubiert
werden können, gilt:

PicomolEndsInsert[pmol] = PicomolEndsPlasmid[pmol]xMultiplikator (2.2)

Analog zu Gleichung 2.1 ist für die resultierende Masse des Insert:

MasseInsert[µg] =
PicomolEndsInsert[pmol]

3030
AnzahlBasenpaareInsert

xpmol
µg

(2.3)

Mit Gleichungen 2.1 und 2.2:

MasseInsert[µg] =

3030
BasenpaarePlasmid

xpmol
µg

xMassePlasmid[µg]xMultiplikator

3030
AnzahlBasenpaareInsert

xpmol
µg

(2.4)

Dies entspricht der im OpenWetWare Wiki (OpenWetWare, 2008) beschriebenen Formel:

MasseInsert[ng] = Multiplikatorx
BasenpaareInsert

BasenpaarePlasmid

xMassePlasmid[ng] (2.5)

200 ng Vektor wurden mit einem dreifachen molaren Überschuss des Inserts, 2 µl Li-
gationspuffer (10x) und 1 µl T4 DNA Ligase (400 U) in einem 20 µl Reaktionsansatz
inkubiert. Die Reaktion fand im Thermocycler für 1 h bei 22 °C (Temperaturoptimum der
T4 DNA Ligase), 8 h bei 16 °C, 9 h bei 4 °C (erleichterte TA-Anlagerung) statt. Anschlie-
ßend erfolgt eine 10-minütige Hitzeinaktivierung bei 65 °C.

2.2.4.8 Herstellen chemisch kompetenter XL1 Blue Zellen

Kompetente Zellen wurden nach der PEG/DMSO Methode (Chung et al., 1989) herge-
stellt. Dazu wurde ein Verdünnungsausstrich von XL1 Blue auf LB-Agarplatten mit 10
µg/ml Tetracyclin bei 37 °C über Nacht inkubiert. Ein Klon wurde gepickt und in 3.5 ml
LB-Medium (mit Tetracyclin) inokuliert und über Nacht bei 200 rpm und 37 °C geschüt-
telt. 1 ml der Vorkultur wurde zum Animpfen einer 100 ml Hauptkultur genutzt. Diese
wurde bis zum Erreichen einer OD600nm von 0.4 oder 0.7 geschüttelt, 5 min bei 4 500 rpm
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und 4 °C abzentrifugiert und in 10 ml TSS resuspendiert. Die Zellen wurden in 100 µl
Portionen aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei
-80 °C gelagert.

2.2.4.9 Transformation von E. coli

Ein Aliquot kompetenter Zellen wurde auf Eis aufgetaut und 0.1-100 ng Plasmid-DNA
zugegeben. Die Zellen wurden 20 min auf Eis gekühlt und exakt 45 Sekunden lang einem
Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt. Anschließend wurden die Zellen erneut 2 min auf Eis
gekühlt, mit 0.9 ml vorgewärmtem SOC Medium versetzt und 30 min bei 37 °C und
250 rpm geschüttelt. 200 µl des Transformationsansatzes wurden auf LB-Ampicillin-Agar
ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.4.10 Sequenzierung von Plasmiden und PCR-Fragmenten

Sequenzierungen werden bei GATC (GATC Biotech, 2008) in Auftrag gegeben. Hierfür
wurden PCR-Produkte durch Gelextraktion aufgereinigt und so in 30 µl gelöst, daß die
DNA Konzentration 10-50 ng/µl entsprach. Die Konzentration von Plasmidlösungen soll-
te hingegen zwischen 30-100 ng/µl betragen. Sequenzierungsprimer wurden bei GATC
synthetisiert oder, falls vorhanden, 30 µl einer 1:10 verdünnten Stammlösung (entspre-
chend 10 µM) eingeschickt.

2.2.5 Kulturführung von T. brucei

2.2.5.1 Anzucht und axenische Kultivierung der Blutformen

Die axenische Kultivierung erfolgte aus Stabilaten. Diese wurden sofort nach der Entnah-
me aus dem Stickstoff-Behälter unter fließendem warmem Wasser aufgetaut. Die Zellsus-
pension wurde in ein Falcon tube mit 10 ml kaltem BF-Kulturmedium überführt, und 5
min bei 3 000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde bis auf 1.5 ml verworfen,
die Zellen resuspendiert und in einer Verdünnung von 1:100 ausgezählt. Zur Aufnahme
von Wachstumskurven wurde eine Vorkultur auf 1-2.5e5/ml angesetzt, während der die
Zellen von einer lag Phase in eine exponentielle Wachstumsphase übergehen. Aus dieser
wurde eine Hauptkultur (1e5/ml) gestartet, die bei ca 3e6/ml die stationäre Phase erreichte
und in der Folge in die Absterbephase überging. Dauerkulturen wurden täglich verdünnt,
so daß die Zelldichte stets zwischen 1e5/ml und 1e6/ml lag. Die Zellen differenzierten
dann nicht zur short stumpy-Form und gingen nicht in die stationäre Phase über.
Zur Kultivierung der Zellen wurden Kulturflaschen verwendet, die über einen Sterilfilter
den Gasaustausch mit der im Brutschrank herrschenden Atmosphäre gewährleisteten. Um
ein optimales Verhältnis von Oberfläche zu Volumen zu erreichen, wurden 5-10 ml (20-
30 ml, 50-60 ml) Kulturen in T-25 (T-75, T-125)-Flaschen gefüllt. 24 well Platten wurden
mit 1 ml pro well beschickt. Der verwendete Brutschrank hielt eine wassergesättigte At-
mosphäre mit einem 5%-igen Kohlendioxid-Anteil bei 37 °C aufrecht.
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2.2.5.2 Transfektion und Selektion

Eine SMB-Dauerkultur in BF-Medium wurde 5 min bei 3 000 rpm und 4 °C abzentri-
fugiert und in vorgewärmtem HMI-9 wieder aufgenommen. Durch tägliche Verdünnung
wurde die Zelldichte zwischen 1e5/ml und 1e6/ml gehalten. Mit 0.04 µl (2 µg) G418
pro ml Kulturmedium wurde der Verlust der für T7 RNA Polymerase und Tetracyclin-
Repressor codierenden Gene verhindert. Für die Elektroporation wurden 2.5e7 Zellen 10
min bei 1000 g und 4 °C abzentrifugiert und in 25 ml eisgekühltem Cytomix gewaschen,
erneut zentrifugiert und in 440 µl Cytomix resuspendiert. Die Zelldichte wurde aus einer
1:100 Verdünnung ermittelt. 10 µl (10 µg) NotI linearisiertes Plasmid wurde zugegeben
und die Zellsuspension in eine Elektroporationsküvette überführt. Ein Puls von 1.4 kV,
25 µF und∞ Ω wurde gesetzt, und die Küvette danach sofort auf Eis gestellt. Die Zellen
wurden gezählt, komplett in 36 ml vorgewärmtes HMI-9 überführt, erneut gezählt und
bei 37 °C und 5% CO2 6 h inkubiert. Nach erneuter Zellzahlbestimmung wurden 1.44 µl
(2 µg/ml) G418 und 1.8 µl (2.5 µg/ml) Hygromycin zugebeben. Die Kultur wurde auf
24 well Platten verteilt (1 ml/well). Nach 5 Tagen wurden positive wells ausgezählt und
durch schrittweise Verdünnung in größere Volumina überführt. Ab 10 ml Gesamtvolumen
konnte im Rahmen weiterer Verdünnungen auf BF-Medium gewechselt werden. Zugege-
benes Medium wurde schrittweise gemischt, um die Adaption zu erleichtern (100%, 66%,
33%, 0% (v/v) HMI-9 in BF-Medium).

2.2.5.3 Induktion

Erfolgreich transfizierte Klone wurden in der exponentiellen Wachstumsphase auf 1e5-
5e5/ml verdünnt. Die einzustellende Zelldichte war abhängig vom erwarteten Wachstums-
verhalten der Zellen und sollte so gewählt werden, daß 1e6/ml während des Inkubations-
zeitraumes (i.d.R. 24 h) nicht überschritten wurden. Beispielsweise führten α-Tubulin-
defiziente Trypanosomen nur noch eine weitere Zellteilung durch, wodurch die Ausgangs-
konzentration erhöht werden konnte. Die Kulturen wurden in 60 ml BF-Medium angesetzt
und mit 0.5 µg/ml (Kapitel 3.4.1.1) bis 10 µg/ml (Djikeng et al., 2004) Tetracyclin 24 h
induziert. Der Nachweis dsRNA konnte frühestens nach 5h erfolgen.

2.2.5.4 Herstellung von Kulturstabilaten

Bei einer Zelldichte von 1e6/ml wurde eine Kultur steril in 50 ml Falcon tubes überführt,
10 min bei 3 000 rpm und 4 °C zentrifugiert, in 10 ml TDB gewaschen und erneut ab-
zentrifugiert. Das Pellet wurde in TDB aufgenommen und auf 1e8/ml eingestellt. Unter
ständiger Eiskühlung wurden die Zellen 1:1 mit Einfriermedium gemischt und sofort à
500 µl in Cryo-Röhrchen aliquotiert. Diese wurden schonend für 1 h bei -20 °C und über
Nacht bei -80 °C eingefroren. Die Lagerung erfolgte in flüssigem Stickstoff.
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2.2.5.5 Giemsa-Färbung und Lichtmikroskopie

Für eine Übersichtsfärbung wurde eine Giemsa Lösung aus 800 µl Giemsa Stammlösung
und 10 ml Weise-Puffer angesetzt. Mehrere Mikroliter einer Zellkultur wurden auf einem
Objektträger ausgestrichen und luftgetrocknet. Die Zellen wurden 3-5 min mit Methanol
entwässert und danach 25-30 min mit Giemsa Lösung angefärbt. Der Objektträger wurde
mit abgekochtem dH2O abgespült, mit einem Deckglas versehen und unter dem Mikro-
skop (PHACO und DIC) betrachtet. Aufgenommene Bilder wurden mit GIMP bearbeitet.

2.2.6 Northern blot

2.2.6.1 RNA-Isolierung

Für die Isolierung von 10 µg RNA wurden ca. 3e7 Trypanosomen benötigt. Alle Arbei-
ten erfolgten mit RNase-freiem Arbeitsmaterial. Die Zellen wurden 10 min bei 3 000 rpm
und 4 °C abzentrifugiert und mit einem RNeasy Kit wie folgt prozessiert: Der Überstand
wurde vollständig abgenommen, das Zellpellet in 350 µl Puffer RLT resuspendiert und
mit 350 µl 70% (v/v) Ethanol gemischt. Das Lysat wurde in RNeasy Ionenaustauscher-
säulen überführt, 15 Sekunden bei 10 000 rpm zentrifugiert und mit 700 µl Puffer RW1
gewaschen. Die Säule wurde auf ein neues Auffanggefäß gesteckt und zweimal mit 500
µl Puffer RPE gewaschen. Der Durchfluss wurde verworfen und die Säule 1 min bei
13 000 rpm getrocknet. Die Elution erfolgte mit 30 µl ddH2O.

2.2.6.2 Dot blot Verfahren

Benötigt wurden 2-5µg gesamt-RNA in 10 µl ddH2O pro Dot (Djikeng et al., 2004). Die
Proben wurden mit 20 µl Formamid, 7 µl Formaldehyd und 2 µl SSC (20x) versetzt und
15 min bei 68 °C inkubiert. Um eine Wiederanlagerung von ssRNA zu verhindern, wur-
den die Proben auf Eis gekühlt und mit 78 µl SSC (20x) komplettiert.
Eine Nitrocellulosemembran wurde zugeschnitten, 1 h in SSC (20x) gewässert und in die
mit 0.1 N NaOH gereinigte Dot-Blot Apparatur eingelegt. Mit einer Wasserstrahlpum-
pe wurde ein Vakuum vorgelegt, mit dem die vollständig beschickten Kammern jeweils
durch die Membran entleert wurden. Alle Kammern wurden zweimal mit 1 ml SSC (10x)
gewaschen, danach die Proben aufgetragen, abgesaugt und zweimal mit 1 ml SSC (10x)
gewaschen. Die Dots wurden 5 min im Wasserstrahl-Vakuum vorgetrocknet, die Nitrocel-
lulosemembran entfernt und über Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Die Fixierung
der RNA erfolgte beidseitig je 150 Sekunden unter ultraviolettem Licht (230 nm)

2.2.6.3 RNA-Gelelektrophorese

Es wurden 2.4 g Agarose eingewogen und in 200 ml FA Gel Laufpuffer (1x) in der Mikro-
welle gelöst. In die noch warme Lösung wurden unter dem Abzug 3.6 ml Formaldehyd
(37%) und 8 µl Ethidiumbromid zugegeben. Das Gel wurde in einen Schlitten (16x16 cm)
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gegossen und bis zum Erstarren bei Raumtemperatur gelagert. Für jede Probe wurden 10
µg RNA in 20 µl ddH2O mit 4 µl RNA Ladepuffer (5x) gemischt, 15 min bei 68 °C erhitzt
und anschließend auf Eis abgekühlt. Die Geltaschen wurden beschickt und die Elektro-
phorese 2 h bei 120 V durchgeführt. Danach wurde das Gel unter UV-Licht fotografiert.
Dabei dienten die rRNA-Banden bei 2250 b, 1850 b und 1350 b als Ladekontrolle.

2.2.6.4 Kapillar blot

Die Gelkammer wurde mit SSC (20x) gefüllt. Eine Nitrocellulosemembran wurde zuge-
schnitten, 1 h in SSC (20x) gewässert. Der RNA-Kapillartransfer erfolgte nach Vorschrift
in Sandwich-Anordnung. Nach 24 h wurde der Blot entnommen, zweimal kurz in SSC
(2x) gewaschen und über Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Die Fixierung der RNA
erfolgte beidseitig je 150 Sekunden unter ultraviolettem Licht (230nm)

2.2.6.5 Herstellung radioaktiv markierter Sonden

Für die Synthese α32P dATP-markierter Sonden wurden Kits der Firmen Amersham (Me-
gaprime Kit) und New England Biolabs (NEBlot Kit) verwendet. Beide Kits basierten auf
dem Einsatz randomisierter Oligodesoxynukleotidprimer, die denaturierte template DNA
an multiplen Stellen binden. Der von (Feinberg and Vogelstein, 1983; Feinberg and Vogel-
stein, 1984) etablierte Einsatz von Hexanukleotiden wurde von Amersham (bzw. NEB)
zur Effizienzsteigerung weiterentwickelt. Hier stellten Nonamerprimer (bzw. Octamer-)
eine freie 3’-OH Funktion für das 3′ → 5′ exo− Klenow-Fragment der DNA-abhängigen
DNA-Polymerase I zur Verfügung.
Bei Einsatz des Megaprime (NEBlot) Kits wurden 40 ng Template DNA ad 21 µl (ad
33 µl) verdünnt und 5 min bei 95 °C denaturiert. Sofortige 5-minütige Eiskühlung ver-
hinderte eine Wiederanlagerung komplementärer DNA-Stränge. Nacheinander wurden 5
µl Primer und 5 µl Puffer (5 µl kombinierte Primer/Puffer-Lösung), jeweils 4 µl (2 µl)
dCTP, dGTP, dTTP, sowie 5 µl=̂2000 kBq α32P dATP (110 TBq/mmol) zugegeben. Die
Kettenverlängerung erfolgte 15 min (60 min) bei 37 °C und wurde durch Zugabe von 5 µl
0.2M EDTA pH 8.0 gestoppt. Da die Sonden einzelsträngig vorliegen müssen, wurde der
Ansatz erneut 5 min auf 95 °C erhitzt und bis zur Hybridisierung auf Eis gelagert.

2.2.6.6 Hybridisierung, Exposition und Entwicklung

500 mg BSA (1% (w/v)) und 500 ml Lachssperma (1 mg/ml) wurden in 50 ml Hybrid-
mix gelöst. Der Blot mit der quervernetzten RNA wurde 10-15 min in der vorbereiteten
Lösung bei 68 °C geschüttelt, um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen. Anschlie-
ßend wurde die radioaktiv markierte Sonde zugegeben. Die Hybridisierung erfolgte 24 h
im Wasserbad bei 68 °C. Es folgte ein 20-minütiger Waschschritt bei 68 °C in 50 ml
Waschpuffer mit 250 mg BSA (0.5% (w/v)), sowie zwei weitere Waschschritte in 50 ml
BSA-freiem Waschpuffer. Der Blot wurde in eine zugeschnittene Frischhaltefolie ein-
gewickelt und die gebundene Aktivität mit einem Geiger-Müller-Zähler gemessen. Die
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Radioaktivität wurde um die örtliche Hintergrundstrahlung (Nullpunktsmessung) berei-
nigt. Der so ermittelte Wert diente als Anhaltspunkt zur Berechnung der erforderlichen
Belichtungszeit: 110 IPS=̂5 h. Der Röntgenfilm wurde bei -80°C unter Lichtausschluss
exponiert und anschließend in einem Röntgenentwickler entwickelt. Zuletzt wurde der
Blot dreimal für 20 min bei 68 °C in je 50 ml stripping buffer gewaschen, wonach er für
weitere Hybridisierungen wiederverwendet werden konnte.

2.2.7 Western blot

2.2.7.1 Proteinisolierung

Pro Probe wurden 5e6 Zellen abzentrifugiert, zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und
unter Eiskühlung 15 min in Lysepuffer lysiert. Die Membranfraktion wurde 1 min bei
13 000 g abgetrennt. Mit Centricons (15 min bei 3 500 rpm) wurden alle Proteine grö-
ßer als 30 kDa entfernt. Danach wurde die Lösung mit 10 kDa Centricons auf 100 µl
eingeengt und zweimal mit PBS verdünnt, sowie erneut eingeengt.

2.2.7.2 SDS-PAGE

Die zu untersuchenden Proben wurden mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die
Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele ist in Kapitel 2.1 aufgelistet. Die Kam-
mern wurden vor Gebrauch sorgfältig mit Aqua dest. und Ethanol gesäubert. Nach dem
Auspolymerisieren wurde das Trenngel mit dem Sammelgel überschichtet. Die Polyme-
risationszeit beider Gele betrug ca. 45 min. Die Proben wurden zuvor zur Reduktion und
Entfaltung 5 min bei 100 °C mit der entsprechenden Menge Probenpuffer erhitzt. Die
Gelelektrophorese erfolgte bei konstanter Spannung (200 V) unter Wasserkühlung. So-
bald die Laufmittelfront (Bromphenolblau) das Ende des Gels erreicht hatte, wurde der
Lauf beendet.

2.2.7.3 Transfer und blotting

Um das Gel zu blotten, wurden drei Lagen in Transferpuffer getränktes Whatman-Papier,
die ebenfalls getränkte Nitrocellulosemembran und dann das Gel vorsichtig auf die An-
odenplatte gelegt. Die Schichten wurden mit weiteren drei Lagen Whatman-Papier be-
deckt. Bei jedem Schritt wurde darauf geachtet, daß keine Luftblasen zwischen Membran,
Gel und Filterpapier verblieben. Die blotting Apparatur wurde mit der Kathodenplatte ge-
schlossen und mit 1-2 kg beschwert. Nach 1 h bei 12 V wurde die Membran entnommen
und über Nacht in blocking Lösung abgesättigt. Am nächsten Tag wurde die Membran
5 mal je 5 min mit Waschpuffer gewaschen, dann mit der primären Antikörper-Lösung
in eine Folie eingeschweißt und unter Schütteln 1 h inkubiert. Waschen und Inkubation
mit dem entsprechenden sekundären Antikörper erfolgten analog. Die Verdünnungen der
Antikörper erfolgten in TBS, da die Alkalische Phosphatase des zweiten Antikörpers mit
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Phosphatpuffer inaktiviert würde. Vor der Entwicklung wurde nochmals gewaschen, um
dann nach Zugabe der Nachweislösung die Farbreaktion unter ständiger Beobachtung zu
starten. Nach Sichtbarwerden der Banden wurde die Reaktion mit PBS gestoppt und auf
Filterpapier getrocknet.

2.2.8 Elektronenmikroskopie

Für die TEM wurden 1e8 Zellen 10 min bei 3 000 rpm und 4 °C abzentrifugiert und
zweimal mit TDB gewaschen. Nach der Fixierung mit 2% Glutaraldehyd für 1 h bei 4
°C, wurden die Zellen viermal mit Cacodylatpuffer gewaschen und nochmals 1 h bei 4
°C in 1.5% Osmiumtetroxid fixiert. Anschließend wurden die Zellen erneut einmal mit
Cacodylatpuffer und dreimal mit ddH2O gewaschen, um sie schließlich 1 h bei Raum-
temperatur mit 0.5% Uranylacetat zu kontrastieren. Zur Entwässerung wurde einmal mit
ddH2O und jeweils 5 min mit 50%, 70%, 95%, dreimal mit 100% Ethanol und dreimal
mit Propylenoxid gewaschen. Für die Einbettung der Zellen wurden diese in 50% Epo-
nharz (in Propylenoxid) aufgenommen. Nach 1 h bei Raumtemperatur wurde die Probe
mittels reinem Eponharz in Beem-Cups überführt und nochmals 1 h stehen gelassen. Zur
endgültigen Aushärtung wurde das Eponharz im Überstand gewechselt, und die Probe 12
h bei 45 °Cund 24 h bei 60 °C polymerisiert. Nach der Aushärtung des Harzes wurden die
Beem-Cups entfernt und die Spitze der Einbettung zu einem Trapez mit einer Basislänge
von ca. 0.5 mm getrimmt. Ultradünnschnitte wurden mit dem Kupfergrid gefischt. Um
die Schnitte anzufärben, wurde ein Tropfen einer Uranylactetatlösung auf Parafilm gege-
ben, die Grids mit der Oberseite nach unten auf die Flüssigkeit gelegt und so für 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Zur Kontrastierung wurden die gefärbten Grids mit ddH2O
gewaschen, für 45 Sekunden in eine Bleicitrat-Lösung gedippt, dann mit einem scharfen
Strahl sterilfiltriertem ddH2O abgespült, getrocknet und unter dem Elektronenmikroskop
betrachtet.
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3.1 Klonierung

3.1.1 Sequenzanalysen von ATG8

In Trypanosoma brucei stellten die drei Gene ATG8.1A (Tb927.7.5900 bzw. Tb07.10C21.-
50), ATG8.1B (Tb927.7.5910 bzw. Tb07.10C21.40) und ATG8.2 (Tb927.7.3320 bzw.
Tb07.28B13.800) potentielle Orthologe zu Saccharomyces cerevisiae ATG8 dar (Herman
et al., 2006). Solange nicht geklärt war, welches der Orthologe in Trypanosomen tatsäch-
lich an autophagischen Prozessen beteiligt war, sollte zunächst eine Phänotypisierung auf
der Grundlage eines triple knockdown durchgeführt werden.
Die vollständigen Sequenzen sind im Anhang (Kapitel A.1) aufgelistet. Sequenzverglei-
che (NCBI, 2008) von ATG8.1A und ATG8.1B ergaben eine 95% Homologie auf Nu-
kleotidebene (285 von 297 verglichenen Basen identisch). ATG8.1A bestand aus 351 Nu-
kleotiden, deren Translationsprodukt C-terminal auf Glycin endet. Damit lag ATG8.1A
bereits in der aktiven Form vor und muss nicht mehr von ATG4 (autophagin) proteo-
lytisch aktiviert werden. Das größere ATG8.1B (363 Nukleotide) war um einen Cystein-
rest verlängert, die Freilegung des reaktiven Glycinrestes erfolgte durch ATG4-vermittelte
Spaltung (Ichimura et al., 2000). Für die Positionen #92-#339 (Kapitel A.1) in ATG8.1A,
bzw. #101-#348 in ATG8.1B bestand ein 248 Nukleotide umfassender Bereich vollstän-
diger Sequenzhomologie. Ein kombinierter knockdown erschien hier besonders leicht zu-
gänglich, da entsprechend ausgewähle siRNA den Abbau der Gentranskripte sowohl von
ATG8.1A, als auch ATG8.1B initiieren konnte. ATG8.2 wies zu den Genen ATG8.1A und
ATG8.1B keine Homologie auf Nukleotidebene auf. Ein triple knockdown aller ATG8-
Gene erforderte daher die Konstruktion eines Vektors, der siRNA sowohl für ATG8.1A/B,
als auch ATG8.2 generierte. Dennoch war das 405 Nukleotide große ATG8.2 auf Proteine-
bene zu 34% zu den ATG8.1 Homologen identisch. C-terminale Aminosäure war Glycin,
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wodurch die direkte Konjugation an Phosphatidylethanolamin ohne ATG4-Prozessierung
möglich sein sollte.

3.1.2 Präparation des p2T7 RNAi Vektors

Das TrypanoFAN Projekt (Field, 2008) stellte mit dem Plasmid p2T7 ein System zur
Verfügung, das einen induzierbaren RNAi knockdown in T. brucei ermöglicht. Der Vek-
tor (Abbildung 3.1) erlaubte die direkte TA-Klonierung von PCR-Produkten mit 3’-A-
Überhängen in Eam1105I-Schnittstellen. Das integrierte Gen für Ampicillinresistenz er-
möglichte die Selektion von transformanten E. coli Zellen, ein LacZ-stuffer in der Klonie-
rungsstelle diente der IPTG-induzierten blau/weiß-X-Gal-Selektion von Rekombinanten.
Die Aufnahme in Trypanosomen erfolgte mittels Elektroporation des NotI-linearisierten
Vektors. Über ribosomale spacer Regionen inserierte der Vektor via homologer Rekombi-
nation in das Trypanosomengenom. Der Verlust des Konstrukts wurde über Hygromycin-
vermittelten Selektionsdruck verhindert. Zur Expression von dsRNA mussten die Wirts-
zellen über T7 Polymerase, zur Induzierbarkeit zusätzlich über Tet-Repressor verfügen
(T7RNAP::TETR::NEO) (Wirtz et al., 1999; Shi et al., 2000). Das Gen NeoR codierte für
Resistenzen gegen Neomycin, Kanamycin und Geneticin (G418). Es konnte sowohl pro-,
als auch eukaryontisch exprimiert werden. Entsprechend wirkten diese drei Antibiotika
hemmend auf NeoRneg Bakterien. Eukaryonten sind nur G418-sensitiv: Da Neomycin
und Kanamycin keinen zytostatischen/-toxischen eukaryontischen Effekt hatten, wurde
der Verlust von T7-RNA-Polymerase und Tetracyclin-Repressor über NeoRpos Selektion
in Trypanosomen nur durch G418 verhindert. p2T7 enthielt in sense und antisense Rich-
tung T7 promotor und Tet repessor Regionen, sowie je zwei hintereinander gereihte T7
terminator Regionen (Alibu et al., 2005):

Position Länge Gen
#0001-0592 592 bp rDNA spacer targeting fragment

#0593-3116 2524 bp Vektor (pUC/pGEM)
#3117-3412 296 bp T. brucei Aktin mRNA 3’
#3413-4435 1023 bp Hygromycin B Phosphotransferase ORF
#4436-4570 135 bp T. brucei Aktin mRNA 5’
#4571-4865 295 bp rDNA promotor

#4866-5338 473 bp 2x T7 terminator

#5339-5358 20 bp T7 promotor

#5359-5418 60 bp Tet Operator
#5419-6231 813 bp LacZ stuffer

#6232-6318 87 bp Tet Operator
#6319-6338 20 bp T7 promotor

#6339-6740 402 bp 2x T7 terminator
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Abbildung 3.1: p2T7 RNAi Vektor (Field, 2008)

Das Plasmid p2T7:TABlue wurde in E. coli vermehrt, bei einer OD600nm von 1.8 in einer
Midi-Plasmidpräparation aufgereinigt und spektrometrisch quantifiziert. 28 µg Plasmid
wurden mit 10 U Eam1105I 3 Stunden beiderseits der Klonierungsstelle geschnitten, so
daß überhängene T-Enden entstanden (Abbildung 3.2). Die Vollständigkeit der Restrikti-

p2t7-GACCTTGCGTC-lacZ’-GACGCAAGGTC-p2t7
p2t7-CTGGAACGCAG-lacZ’-CAGCGTTCCAG-p2t7

/ Eam1105I \

p2t7-GACCTT-3’ 5’-AGGTC-p2t7
p2t7-CTGGA-5’ 3’-TTCCAG-p2t7

Abbildung 3.2: Vorbereiten der p2T7 Klonierungsstelle

on wurde mit geringen Volumina gelelektrophoretisch überprüft (Abb. 3.3). Im Vergleich
mit dem Größenmarker GeneRuler 1kb lieferte das linearisierte Plasmid eine einzelne
Bande bei 6000 bp (erwartet: 5927 bp), der LacZ stuffer lag zwischen 750 bp und 1000
bp (erwartet: 813 bp). Der restliche Restriktionsansatz wurde mittels Gelextraktion auf-
gereinigt und als c=0.22 µg/µl (OD260nm/280nm=2.20) in 100 µl ddH2O eluiert.

Abbildung 3.3: 1% (w/v) Agarose-GE, 1:GeneRuler 1kbp, 2:p2T7 Eam1105I, 3:GeneRu-
ler 1kbp, 4:p2T7 Eam1105I nach Gelextraktion
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3.1.3 ATG8.1 A/B - ATG8.2 triple knockdown

Primerdesign

Für den homologen Sequenzbereich von ATG8.1A und ATG8.1B (und ebenso für einen
Teilbereich des Gens ATG8.2) wurden geeignete Primer konstruiert, die 5’-terminal um
verschiedene Restriktionsschnittstellen ergänzt wurden. Insbesondere wird auf die Erken-
nungsstelle für BseYI am 3’-Terminus von ATG8.1A hingewiesen. Dieselbe Erkennungs-
stelle wurde am 5’-Terminus des ATG8.2 PCR-Produkts eingeführt. Durch den Verdau
beider Schnittstellen liessen sich zueinander komplementäre Enden darstellen, die eine
Ligation beider Amplimere ermöglichten. Vier Nukleotide umfassende clamps erleichter-
ten dabei die Anlagerung der Restriktionsenzyme. Für eine PCR wurden 50 ng BF221
genomische DNA als template eingesetzt. Mit 30 Zyklen und einer annealing tempera-

ture von 54 °C wurde für das Primerpaar ATG8.1(A&B)-se/as-TripleKO (Kapitel 2.1) ein
Produkt von 219 bp erwartet, für ATG8.2-se/as-TripleKO ein Produkt von 287 bp. Abbil-
dung 3.4 a) zeigt die zugehörigen Banden bei gelelektrophoretischer Kontrolle.
Das ATG8.1 Amplimer enthält eine Schnittstelle für pvuII, wobei Abbauprodukte von

Abbildung 3.4: a) 1% (w/v) Agarose-GE. 1:GeneRuler 1kb, 2:ATG8.1 PCR, 3:ATG8.2
PCR, 4:GeneRuler ultra low range; b) 1% (w/v) Agarose-GE, 1:GeneRuler 1kb,
2:ATG8.1, 3:ATG8.1/pvuII, 4:ATG8.2, 5:ATG8.2/SapI, 6:GeneRuler ultra low range

ATG8.1:
TAGT-ACTGT-CCGATATTGGTGAGTTAGACAGG-TGTAAATTTCTCGTCCCATCTGATCTAACGGTCGGACAGTTTGTCAGCGTGC
TACGCAAACGTGTGCAGCTGGAAGCCGAATCTGCACTCTTCGTTTATACCAATGACACAGTACTCCCCTCCAGTGCGCAAATGGCGG
ACATTTACTCCAAATAT-AAGGATGAAGACGGTTTCCTA-CCCAGC-AGCT (219 bp)

ATG8.2:
TAGT-CCCAGC-AACACATTCCCATCCTTTGC-GAGCCCACTTCAGCCGCTAGCGCCTCTACACCGCGTGATGTGAGGCTCTTCTCC
ACACGGCAGCAGGTGCAGCGCGAGCTGGACTGTAATAAGTTTCTTCTCCCTGAAACTGCTACCGTTATGGAGTTCATGATGGCGCTG
CGGCAGCGGCTGCTGCTAGAAGAGGGTCAAGCCGTATTTGTGTTTATAGGAAATGAACTACCGCCGAACAGTGCCTGCTTGGGAGAC
-ATTTACGCAAGGGCAAAAGA-ACAGT-AGCT (287 bp)

Abbildung 3.5: PCR Produkte für ATG8.1(A&B)-se/as-TripleKO und ATG8.2-se/as-
TripleKO
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101 bp und 118 bp Länge entstehen. ATG8.2 wird von SapI in 82 bp und 205 bp frag-
mentiert. Ein Restriktionsverdau mit 10 µl PCR Ansatz lieferte dabei das in Abbildung
3.4 b) gezeigte Bandenmuster. Die korrekte Amplifikation von ATG8.1 und ATG8.2 mit
den vorliegenden Sonden wurde durch eine Sequenzierung bestätigt.

Sequenzierungslauf abgedeckter Bereich Fehler Bewertung
ATG8.1 forward #145 - #315 (Endposition) Lesefehler @ #155 antisense run ok

Deletion @ #156 Rohdaten ok
(vgl. Abb. 3.6)

ATG8.1 reverse #115 (Endposition) - #269 Lesefehler @ #242 in sense run ok
Lesefehler @ #243 in sense run ok

ATG8.2 forward #121 - #353 (Endposition) Lesefehler @ #135 in antisense run ok
ATG8.2 reverse #86 (Endposition) - #321 Lesefehler @ #318 in sense run ok

Abbildung 3.6: ATG8.1 sense Rohdaten @ #155-6: Die automatisiert ausgelesene Se-
quenz (...TCCNTCTG...) beinhaltet eine nicht erkannte Base, sowie die Auslassung eines
Adenins, das in den Rohdaten jedoch vorhanden ist. In antisense Richtung ist die Sequenz
vollständig korrekt (...TCCCATCTG...).

Abbildung 3.7: Position der für RNAi und Northern blot eingesetzen Primer für ATG8.1A

RNAi Konstruktion mit Subklonierung

Die PCR Produkte sollten über eine Subklonierung in einen TOPO Vektor eingebracht
werden, um sie in E. coli weiter zu amplifizieren. Dieses Vorgehen hätte beliebig viel
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Abbildung 3.8: Position der für RNAi und Northern blot eingesetzen Primer für ATG8.1B

Abbildung 3.9: Position der für RNAi und Northern blot eingesetzen Primer für ATG8.2

Ausgangsmaterial für nachfolgende Schritte geliefert. Zudem lassen sich Nukleinsäuren,
die in vivo vermehrt wurden, leichter enzymatisch prozessieren, als die unmittelbaren
PCR Produkte. Für die Subklonierung wurde das TOPO TA cloning Kit verwendet, das
PCR Produkte mit 3’-terminalen Adenosin-Überhängen in wenigen Schritten in E. coli

kloniert. Dies wird über einen linearisierten Subklonierungsvektor erreicht, dessen Enden
von einzelnen 3’-Thymidin-Überhängen flankiert werden, die jeweils kovalent an eine
Tyrosinseitenkette der Topoisomerase I gebunden sind. Die so konservierte Energie wird
nach Anlagerung der PCR-Produkte zur Ligation genutzt. Die Wiedergewinnung aus den
Plasmiden hätte über die TOPO Schnittstellen erfolgen können; ATG8.1 und ATG8.2
wären danach über eine sticky end-Ligation der BseYI Schnittstelle verknüpft worden.

ATG8.1(A&B) ATG8.2
SE: 5’-tagt-ACTGT-CCGATATTGGTGAGTTAGACAGG-3’ SE: 5’-tagt-CCCAGC-AACACATTCCCATCCTTTGC-3’
AS: 5’-agct-GCTGGG-TAGGAAACCGTCTTCATCCTT-3’ AS: 5’-agct-ACTGT-TCTTTTGCCCTTGCGTAAAT-3’

| |
5’-clamp-TaaI-ATG8.1(A&B)-BseYI-clamp-A-3’ 5’-clamp-BseYI-ATG8.2-TaaI-clamp-A-3’

3’-A-clamp-TaaI-ATG8.1(A&B)-BseYI-clamp-5’ 3’-A-clamp-BseYI-ATG8.2-TaaI-clamp-5’
| |

5’-tagt-ACTGT-ATG8.1(A&B)-CCCAGC-agct-A-3’ 5’-tagt-CCCAGC-ATG8.2-ACAGT-agct-A-3’
3’-A-atca-TGACA-ATG8.1(A&B)-GGGTCG-tcga-5’ 3’-A-atca-GGGTCG-ATG8.2-TGTCA-tcga-5’
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| Subklonierung in TOPO Vektor und Wiedergewinnung |
| über TOPO Schnittstelle (HindIII, KpnI, SacI, |
| BamHI, SpeI) und BseYI |

5’-TOPO-tagt-ACTGT-ATG8.1(A&B)-C-3’ 5’-CCAGC-ATG8.2-ACAGT-agct-TOPO-3’
3’-TOPO-atca-TGACA-ATG8.1(A&B)-GGGTC-5’ 3’-G-ATG8.2-TGTCA-tcga-TOPO-5’

\ sticky-end Ligation /
\ PCR mit ATG8.1SE und ATG8.2AS /

5’-tagt-ACTGT-ATG8.1(A&B)-CCCAGC-ATG8.2-ACAGT-agct-A-3’
3’-A-atca-TGACA-ATG8.1(A&B)-GGGTCG-ATG8.2-TGTCA-tcga-5’

\ in p2T7 ligieren /

p2t7-GACCTT-tagt-ACTGT-ATG8.1(A&B)-CCCAGC-ATG8.2-ACAGT-agct-AAGGTC-p2t7
p2t7-CTGGAA-atca-TGACA-ATG8.1(A&B)-GGGTCG-ATG8.2-TGTCA-tcga-TTCCAG-p2t7

ATG8.1 und ATG8.2 wurden amplifiziert (ATG(A&B)-se/as-TripleKO, ATG8.2-se/as-
TripleKO, 40 Zyklen, annealing temperature 54 °C) und gemäß dem Invitrogen TOPO TA

cloning Protokoll in chemisch kompetente TOP10 Zellen kloniert. Für ATG8.1 sind nur

Abbildung 3.10: Ligation mit Invitrogen TOPO TA cloning Kit

blaue und hellblaue Transformanten gewachsen. Es war deshalb davon auszugehen, daß
die aufgenommenen Plasmide selbstligiert wurden. Für ATG8.2 wurden blaue und weiße
Kolonien erhalten. Aus beiden Ansätzen wurden einige blaue und weiße (bzw. hellblaue)
Klone gepickt und in Flüssigkultur angezüchtet. Die Plasmidisolierung wurde nach dem
Ethanolpräzipitationsprotokoll durchgeführt. Bei einer anschließenden Restriktionsanaly-
se wurden folgende Fragmentlängen erwartet:

TOPO TOPO.ATG8.1 TOPO.ATG8.2
pvuII SapI pvuII pvuII SapI

2433, 1922, 2433, 2433, 1922,
717 1799, 717, 717, 1702,
421 210 bp 360, 708, 384,
360 bp 340, 360 bp 210 bp

300 bp

Für hellblaue ATG8.1-Kolonien entsprachen die vier Banden einem selbstligierten (nicht
inserierten) TOPO Vektor (Abbildung nicht gezeigt). Auch bei wiederholten Subklonie-
rungen wurden keine rein weissen Kolonien erhalten. Hier lag kein korrekter Einbau des
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PCR-Produktes vor. Der Plasmidverdau weißer ATG8.2-Kolonien ergab nur drei eindeu-
tig definierbare Banden. Die gelelektophoretische Auflösung der pvuII Fragmente mit
360/421 bp für selbstligierte Vektoren und 708/717 bp für rekombinante Vektoren war
nicht optimal. Dennoch wies die weiße Kolonie bei ca 700 bp eine Doppelbande auf,
während die blaue Kolonie zwischen 250 und 500 bp eine Doppelbande lieferte. Für den

Abbildung 3.11: Alle Klone TOPO.ATG8.2. 1:weißer Klon I (pvuII), 2:blau (pvuII),
3+4:GeneRuler 1kb, 5:blau (SapI), 6-10:weiße Klone I-V (SapI), 11:GeneRuler 1kb

Verdau mit SapI entsprachen die Banden der blauen und weißen Kolonien den in silico

Vorhersagen. Bei den rekombinanten Plasmiden trat wie erwartet eine Bande bei 384 bp.
Die erhaltenen Daten bestätigten, daß ATG8.2 erfolgreich in den TOPO Vektor subklo-
niert und in TOP10 Zellen vermehrt wurde. Entsprechende Versuche für ATG8.1 blieben
erfolglos.

RNAi Konstruktion ohne Subklonierung

Für ATG8.2 wurden rekombinante TOPO-TOP10 Zellen erhalten, nicht jedoch für ATG8.1.
Somit konnten die zur konventionellen Ligation beider PCR Produkte notwendigen Stoff-
mengen nicht über Subklonierungsverfahren in vivo dargestellt werden. Aus diesem Grund
wurden Versuche unternommen, die PCR Produkte direkt zu prozessieren, d.h. auf eine
intermediäre Subklonierung zu verzichten. Die Amplimere wurden über eine PCR purifi-

cation aufgereinigt, unmittelbar mit BseYI verdaut, über eine Gelextraktion aufgereinigt
und anschließend ligiert. Die dabei zu erwartende geringe Ausbeute könnte theoretisch
durch PCR Amplifikation des ATG8.1-ATG8.2 Addukts kompensiert werden. Tatsäch-
lich wurden Fragmente korrekter Größe erhalten (Abb. 3.12), die jedoch bei eingehender
Untersuchung als fehlerhaft eingestuft werden mussten.

RNAi Konstruktion mit PCR Ligation

Die PCR Ligation stellt eine Methode dar, die Einzelstränge zweier PCR Produkte über
Primer-gekoppelte Ankersequenzen zu hybridisieren und zu doppelsträngiger DNA auf-
zufüllen (Richmond and Smith, 2007). Damit wäre eine Subklonierung nicht notwendig.



3. Ergebnisse 54

Abbildung 3.12: 1:GeneRuler low range, 2:PCR mit ATG8.1(A&B)-se-TripleKO und
ATG8.2-as-TripleKO, 3:ATG8.1, 4:ATG8.2, 5:GeneRuler ultra low range

Die zu Beginn verwendeten Primer wurden entsprechend angepasst, d.h. ATG8.1(A&B)-
se-LinkerPCR und ATG8.2(A&B)-as-LinkerPCR wiesen keine Restriktionsstellen und
clamps mehr auf. In ATG8.1(A&B)-as-LinkerPCR und ATG8.2-se-LinkerPCR wurden
die Restriktionsstellen und clamps zudem gegen einen 22 Nukleotide umfassenden An-
ker ausgetauscht, so daß die Ankersequenzen der genannten Primer zueinander kom-
plementär waren. Ferner wurde die Primersequenz aus ATG8.1(A&B)-as-TripleKO bei
ATG8.1(A&B)-as-LinkerPCR um ein Adenosin verlängert, um die Komplementarität zum
3’-A-Überhang des ATG8.2 PCR Produktes zu gewährleisten. Dabei stieg die Schmelz-
temperatur auf 58.2 °C.

ATG8.1(A&B) ATG8.2
SE: 5’-CCGATATTGGTGAGTTAGACAGG-3’ SE: 5’-tgacggtccgtaagtttaaacg-AACACATTCCCATCCTTTGC-3’
AS: 5’-cgtttaaacttacggaccgtca-ATAGGAAACCGTCTTCATCCTT-3’ AS: 5’-TCTTTTGCCCTTGCGTAAAT-3’

| PCR mit gDNA |

5’-ATG8.1..CCTAT-tgacggtccgtaagtttaaacg-A-3’ 5’-tgacggtccgtaagtttaaacg-AACA..ATG8.2-A-3’
3’-A-ATG8.1..GGATA-actgccaggcattcaaatttgc-5’ 3’-A-actgccaggcattcaaatttgc-TTGT..ATG8.2-5’

| PCR Aufreinigung |
| PCR Ligation |

5’-ATG8.1(A&B)...CCTAT-tgacggtccgtaagtttaaacg-A-3’ --> auffüllen
auffüllen <-- 3’-A-actgccaggcattcaaatttgc-TTGT...ATG8.2-5’

| Gelextraktion |
| PCR mit ATG8.1SE und ATG8.2AS |
| PCR Aufreinigung |

5’-ATG8.1(A&B)...CCTAT-tgacggtccgtaagtttaaacg-AGAA...ATG8.2-A-3’
3’-A-ATG8.1(A&B)...GGATA-actgccaggcattcaaatttgc-TTGT...ATG8.2-5’

\ in p2T7 ligieren /

p2t7-GACCTT-ATG8.1(A&B)-tgacggtccgtaagtttaaacg-ATG8.2-AAGGTC-p2t7
p2t7-CTGGAA-ATG8.1(A&B)-actgccaggcattcaaatttgc-ATG8.2-TTCCAG-p2t7

Ausgehend von jeweils 1 µl BF221 genomischer DNA (50 ng/µl) wurden die PCR Pro-
dukte mit den neuen Primern (40 Zyklen, annealing temperature 54 °C) in guter Ausbeute
erhalten (ATG8.1: 223bp und ATG8.2: 290 bp, Abbildung 3.13 links). ATG8.2 wurde da-
bei etwas schwächer amplifiziert.
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Abbildung 3.13: 1% (w/v) Agarose-GE, links: 1:GeneRuler 1kb, 2:ATG8.1, 3:ATG8.2,
4:GeneRuler ultra low range, rechts: 1:GeneRuler 1kb, 2:ATG8.1-ATG.8.2-Addukt

Die PCR Ansätze wurden mittels PCR purification aufgereinigt, die Eluate vereinigt und
mit HotStarTaq MasterMix versetzt. Die Ligation erfolgte in 40 Zyklen mit 57 °C an-

nealing temperature. Der Ligationsansatz lieferte in einer 1% (w/v) Agarose-Gelelektro-
phorese noch keine definierte Bande bei 491bp (nicht gezeigt). Allerdings wurden 7 µl
erfolgreich als template einer weiteren PCR mit den randständigen Primern eingesetzt
(Abbildung 3.13 rechts). Der PCR Ansatz wurde in einem 1% (w/v)-igem Agarosegel

ATG8.1-Linker-ATG-8.2: Länge: 491 bp (492 bp mit A-Überhang)
CCGATATTGGTGAGTTAGACAGG-TGTAAATTTCTCGTCCCATCTGATCTAACGGTCGGACAGTTTGTCAGCGTGCTACGCAAACGTGT
GCAGCTGGAAGCCGAATCTGCACTCTTCGTTTATACCAATGACACAGTACTCCCCTCCAGTGCGCAAATGGCGGACATTTACTCCAAAT
AT-AAGGATGAAGACGGTTTCCTAT-tgacggtccgtaagtttaaacg-AACACATTCCCATCCTTTGC-GAGCCCACTTCAGCCGCTA
GCGCCTCTACACCGCGTGATGTGAGGCTCTTCTCCACACGGCAGCAGGTGCAGCGCGAGCTGGACTGTAATAAGTTTCTTCTCCCTGAA
ACTGCTACCGTTATGGAGTTCATGATGGCGCTGCGGCAGCGGCTGCTGCTAGAAGAGGGTCAAGCCGTATTTGTGTTTATAGGAAATGA
ACTACCGCCGAACAGTGCCTGCTTGGGAGAC-ATTTACGCAAGGGCAAAAGA (-A)

Abbildung 3.14: ATG8.1-ATG.8.2-Addukt

aufgetrennt, das Addukt ausgeschnitten, säulenchromatographisch gereinigt und mit 25 µl
ddH2O eluiert (c=0.102 µg/µl bei OD260nm/280nm = 2.10). Die Ligation in p2T7 erfolgte
mit einem molaren Verhältnis von 3:1 (Insert zu Vektor) (OpenWetWare, 2008), wobei
die eingesetzten Massen gemäß Gleichung 2.5 wie folgt berechnet wurden:

MasseATG8.1−ATG8.2[ng] = 3x
BasenpaareATG8.1−ATG8.2

Basenpaarep2T7

xMassep2T7[ng] (3.1)

MasseATG8.1−ATG8.2[ng] = 3x
491bp

5927bp
x200ng = 50ng (3.2)

Der Ligationsansatz wurde bei schrittweise abnehmender Temperatur inkubiert (Kapitel
2.2.4.7). Ein ähnliches (allerdings cyclisches) Temperaturschema wurde in der Literatur
zur Steigerung der Klonierungseffizienz beschrieben (Lund et al., 1996).
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Der Ligationserfolg war mit Hilfe einer Gelelektrophorese nicht nachzuweisen (nicht ge-
zeigt), was allerdings keine Aussage über den tatsächlichen Verlauf zulässt. Eine Trans-
formation mit 5 µl des Ligationsansatzes führte zum Wachstum zahlreicher, Ampicillin-
resistenter Klone. Ein blau/weiß screening war an dieser Stelle nicht möglich, da das LacZ
bei den Vorbereitungsarbeiten (Kapitel 3.1.2) entfernt worden war. 9 Klone wurden ge-
pickt und kultiviert, von denen die Klone III und IV für eine Plasmid-Minipräparationen
verwendet wurden. Diverse Restriktionsverdaue mit je 1 µg Plasmid hätten bei erfolgrei-
cher Rekombination nachstehende Fragmentlängen ergeben; das erwartete Konstrukt trat
jedoch nicht auf (Abbildung 3.15).

NotI pvuII SapI HpaI PCR
" p2T7 " ATG8.1 " ATG8.2 Insert freisetzen
6412 bp 6412 bp 4110, 5904, 492 bp

1354, 508 bp
948 bp

Abbildung 3.15: Restriktionsanalyse der Klone III und IV. 1% (w/v) Agarose-GE. 1:Ge-
neRuler 1kb, 2:NotI, 3:pvuII, 4:SapI, 5:HpaI, 6:PCR ATG8.1-8.2

Im Rahmen eines schnellen sceenings wurde eine quick&dirty PCR (40 Zyklen, annealing

temperature 54 °C) der Klone I,II,IV,V,VI,VII und des ATG-8.1-8.2-Addukts als Positiv-
kontrolle durchgeführt (Abbildung 3.16). Die Klone I und VI des PCR Assays waren posi-
tiv. Klon VI wurde in Flüssigkultur angezüchtet und zur Plasmid-Minipräparation genutzt

Abbildung 3.16: quick&dirty PCR screening. 1:GeneRuler 1kb, 2:Postivkontrolle, 3:Klon
I, 4:Klon II, 5:Klon IV, 6:Klon V, 7:Klon VI, 8:Klon VII

(c=0.125 µg/µl bei OD260nm/280nm=2.20). Es folgte eine ausführliche Restriktionsanalyse
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mit Not I, pvuII, SapI, HpaI. Parallel dazu wurden drei PCRs mit den Primerkombina-
tionen ATG8.1(A&B)-se/as-LinkerPCR, ATG8.2-se/as-LinkerPCR und ATG8.1(A&B)-
se-LinkerPCR / ATG8.2-as-LinkerPCR mit 40 Zyklen und 57 °C annealing temperature

durchgeführt (Abbildung 3.17).
Die Banden des Verdaus mit NotI, SapI, HpaI und der PCR von ATG8.1-8.2 entsprachen

Abbildung 3.17: Restriktionsanalyse von Klon VI. 1:GeneRuler 1kb, 2:NotI, 3:pvuII,
4:SapI, 5:HpaI, 6:PCR ATG8.1, 7:PCR ATG8.2, 8:PCR ATG8.1-8.2

den Erwartungen. Die Linearisierung mit pvuII lieferte neben der vorhergesagten Bande
bei 6412 bp noch eine weitere, schwache Bande, die als überspiralisiertes (unvollständig
geschnittenes) Plasmid gedeutet wurde. Die PCR von ATG8.1 führte nur zu einer schwa-
chen Amplifikation, ATG8.2 konnte nicht nachgewiesen werden. Dies kann jedoch auch
auf eine fehlerhafte PCR zurückzuführen sein. Zusammenfassend war davon auszugehen,
daß es sich bei dem präparierten Plasmid um ein korrektes p2T7-ATG8.1-ATG8.2 Kon-
strukt handelte. Diese Vermutung wurde durch eine Sequenzierung unter Verwendung des
p2T7 PVS Primers (5’-CCGCTCTAGAACTAGTGGA-3’) abgesichert. Die auftretenden
Deletionen stellten keine kritische Beeinträchtigung für die Wirksamkeit des Konstruktes
in RNAi-Experimenten dar, da die RNAi-Ziel mRNA durch nur 21 Basen umfassende
siRNA Fragmente erkannt wird (vgl. Anhang A.2.1.1). Es wurden E. coli Stabilate her-
gestellt. Eine Plasmid-Midipräparation lieferte das Konstrukt in großer Ausbeute (300 µl
mit c=0.65 µg/µl bei OD260nm/280nm=2.28).

3.1.4 ATG8.1 A/B double knockdown

Ausgehend von BF221 genomischer DNA lieferte eine PCR mit ATG8.1(A&B)-se/as-
LinkerPCR Primern (40 Zyklen, annealing temperature 54 °C) und anschließender Gel-
extraktion 25 µl Produkt mit c=0.065 µg/µl bei OD260nm/280nm=2.0. Für die Ligation in
den p2T7 Vektor wurden nach Gleichung 2.5

MasseATG8.1[ng] = 3x
223bp

5927bp
x200ng = 23ng (3.3)

des Amplimers eingesetzt. Die Ligation erfolgte über Nacht bei cyclisch wechselnden
Temperaturen von 30 °C, 22 °C, 16 °C und 4 °C. Jede Stufe wurde 5 min gehalten. Mit
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5 µl des inaktivierten Ligationsansatzes wurden chemisch kompetente TOP10 transfor-
miert. Die quick&dirty PCR von 6 Klonen wurde sowohl mit dem Primerpaar ATG8.1-
(A&B)-se/as-LinkerPCR (Positivkontrolle), als auch mit ATG8.2-se/as-LinkerPCR (Ne-
gativkontrolle) durchgeführt. Die Kontrolle der Klone I-III verlief negativ (nicht gezeigt),
während Klon IV positiv auf ATG8.1 (und negativ auf ATG8.2) getestet wurde (Abbil-
dung 3.18).
Der Klon wurde in 100 ml LB-Amp inokuliert und für die Herstellung von Stabilaten, so-
wie eine Plasmid-Midipräparation genutzt (c=1.92 µg/µl bei OD260nm/280nm= 2.26). Bei
der durchgeführten Restriktionsanalyse wurden folgende Fragmentlängen erwartet und
erhalten (Abbildung 3.19:

NotI pvuII SapI HpaI
" p2T7 " ATG8.1 " ATG8.2 Insert freisetzen
6145bp 6145bp 4110, 5904,

2035bp 241bp

Die zur Absicherung erhobenen Sequenzierungsdaten bestätigten die inverse, jedoch kor-
rekte Insertion von ATG8.1 in p2T7. Da das Insert in beide Richtungen transkribiert wird,
um dsRNA zu generieren, ist die Orientierung hier unerheblich. Eine Einzelanalyse der
mismatches findet sich im Anhang (A.2.1.2).

Abbildung 3.18: 1+8:GeneRuler 1kb, 2+3:Klon IV, 4+5:Klon V, 6+7:Klon VI, jeweils
quick&dirty PCR mit ATG8.1 Primern und ATG8.2 Primern

Abbildung 3.19: 1:GeneRuler 1kb, 2:NotI, 3:pvuII, 4:SapI, 5:HpaI
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3.1.5 ATG8.2 single knockdown

Für die Konstruktion von ATG8.2 single-knockdown RNAi Vektoren wurde eine PCR
mit dem Primerpaar ATG8.2-se/as-TripleKO durchgeführt (40 Zyklen, annealing tempe-

rature 54 °C). Das PCR Produkt wurde nach einer Gelextraktion in 25 µl ddH2O eluiert
(c=0.07 µg/µl bei OD260nm/280nm= 2.0). Für die Ligationsansätze mit Eam1105I geschnit-
tenem Vektor wurde für ein 1:3 Verhältnis (Plasmid:Insert) gewählt:

MasseATG8.2[ng] = 3x
287bp

5927bp
x200ng = 29ng (3.4)

Die Ligation erfolgte mit schrittweise abnehmenden Temperaturen und anschließender
Hitzeinaktivierung. 5µl des Ligationsansatzes wurden für eine Transformation in che-
misch kompetente TOP10 Zellen eingesetzt. Drei transformante Klone wurden mittels
quick&dirty PCR analysiert (Abbildung 3.20).
Alle untersuchten Klone zeigen eine Bande bei 287 bp und waren damit rekombinant.

Abbildung 3.20: quick&dirty PCR, 1% (w/v) Agarose-GE. 1-3:p2T7.ATG8.2 Transfor-
manten I-III, 4:GeneRuler 1kb

Mehrere Geisterbanden zeugten von unerwünschten Nebenprodukten, wie sie unter den
Bedingungen einer quick&dirty PCR in der Regel auftreten. Klon III wurde zur Anzucht
einer 100 ml Kultur genutzt. Eine Midi-Plasmidpräparation (c=1.74 µg/µl bei OD260nm/280nm=
2.28) diente als Basis einer weiteren PCR mit ATG8.2-se/as-TripleKO Primern (Positiv-
kontrolle) und ATG8.1(A&B)-se/as-TripleKO (Negativkontrolle) (Abbildung 3.21). Al-
lerdings gelang der Negativnachweis des nicht verwendeten ATG8.1 ebenfalls, repro-
duzierbar und unter sauberen Arbeitsbedingungen. Auch nichtinseriertes p2T7 erschien
nicht kontaminationsfrei. Dies ist für eine sensitive Methode wie die PCR bereits bei mi-
nimalster Kontamination möglich. Dennoch besteht die Gefahr, daß die Konstrukte später
zu off-target Effekten führen. Sicherheitshalber wurde eine Re-Transformation mit 50 ng
Plasmid in chemisch kompetenten XL1 Blue Zellen durchgeführt. Von 3 Klonen wurden
Plasmidpräparationen durchgeführt, die als template für PCR-Analysen dienten (erneut
beide Primerpaare, 40 Zyklen, annealing temperature 54 °C). Wie in Abbildung 3.22 dar-
gestellt waren nun keine ATG8.1-Verunreinigungen mehr enthalten. Die diffusen Banden
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Abbildung 3.21: 1+6:GeneRuler 1kb, 2:ATG8.2-p2T7 (PCR mit ATG8.1 Primern),
3:ATG8.2-p2T7 (ATG8.2 Primer), 4:p2T7 (ATG8.1 Primer), 5:p2T7 (ATG8.2 Primer)

der Negativkontrollen wurden von den Primern selbst gebildet. Klon II wurde in 100 ml

Abbildung 3.22: ATG8.2-p2T7 Re-Transformation; 1+8:GeneRuler 1kb, 2-3:Klon I
(ATG8.2 Primer, ATG8.1 Primer), 4-5:Klon II, 6-7:Klon III

kultiviert und zur Herstellung von Stabilaten verwendet. Aus der isolierten Plasmidlö-
sung (c=0.67 µg/µl bei OD260nm/280nm=2.28) wurden Restriktionsanalysen durchgeführt.
Parallel hierzu wurde eine Sequenzierung in Auftrag gegeben. Alle Daten bestätigten die
erfolgreiche Klonierung von p2T7.ATG8.2. Die auftretenden Deletionen und Mutationen
stellen keine kritische Beeinträchtigung für die Wirksamkeit des Konstruktes in RNAi-
Experimenten dar (Anhang A.2.1.3).

NotI SapI pvuII HpaI
" p2T7 " ATG8.2 " ATG8.1 Insert freisetzen
6209bp 4410, 6209bp 5904,
(linear) 1363, (relaxed und supercoiled) 305bp

736bp

3.1.6 alpha-Tubulin knockdown

Der α-Tubulin knockdown stellt aufgrund des ausgeprägten Phänotyps (zwei Flagellen,
kugelförmig deformierte FAT Zellen) eine einfache Positivkontrolle bei der Etablierung
der RNA Interferenz in T. brucei dar (Shi et al., 2000). Das Plasmid p2T7.alpha-Tubulin
wurde in E. coli vermehrt, in 150 µl ddH2O isoliert, photometrisch quantifiziert (c=1.01 µg/µl
bei OD260nm/280nm=2.28) und zur Sequenzierung eingeschickt. Es ergab sich keine kriti-
sche Beeinträchtigung für RNAi Experimente (Anhang A.2.1.4).



3. Ergebnisse 61

Abbildung 3.23: ATG8.2-p2T7 Restriktionsverdau; 1+6:GeneRuler 1kb, 2:NotI, 3:SapI,
4:pvUII, 5:HpaI
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3.2 Transfektion von T. brucei

3.2.1 Plasmid-DNA und Zelllinie

NotI-Linearisierung

200µl p2T7.ATG8.1-ATG8.2 (c=0.65 µg/µl) und 80µl p2T7.alpha-Tubulin (c=1.01 µg/µl)
wurden über Nacht (24 h, 37 °C) mit 10 U bzw. 7 U NotI linearisiert. Dies entspricht
ungefähr einem 2-fachen Überverdau. Die Vollständigkeit der Verdaue wurde gelelektro-
phoretisch kontrolliert (Abbildung 3.24). Das Enzym wurde 20 min bei 80 °C inaktiviert
und die Nukleinsäure mit 1/10 Volumenanteil 3M Natriumacetat (pH 5.2) und 2 Teilen
Ethanol (100%) für 30 min bei -20 °C gefällt, mit Ethanol (70%) gewaschen und in 50 µl
bzw. 30 µl ddH2O aufgenommen. Die Konzentrationsbestimmung im Photometer ergab:

Abbildung 3.24: 1:GeneRuler 1kb, 2:p2T7-ATG8 mit NotI, 3:p2T7-ATG8 ohne NotI,
4:p2T7-α-Tubulin mit NotI, 5:p2T7-α-Tubulin ohne NotI

Probe c [µg/µl] OD260nm/280nm

p2T7.ATG8.1-ATG8.2 1.7 2.14
p2T7.α-Tubulin 2.5 2.16

Um die ermittelten Konzentrationen zu überprüfen, wurde jeweils ein Mikroliter einer
1:50 Verdünnung auf einem 1%(w/v)-igen Agarosegel aufgetragen. Abbildung 3.25 zeigt
das Gelfoto, das mit QuantityOne ausgewertet wurde. Als Referenz diente die 8kb Bande
des GeneRuler 1kb Markers. Diese entspricht 30 ng für 0.5 µg Auftragsmasse. Die so
erhaltenen DNA-Konzentrationen der 1:50 Verdünnungen betrugen 50 ng/µl, bzw. 2.5
µg/µl für die unverdünnte DNA.

Verwendete Stabilate

Alle in dieser Arbeit verwendeten SMB Zellen basieren auf einem Kulturstabilat vom
17.06.2003. Dieses wurde in großem Volumen vermehrt und zur Herstellung neuer Stabi-
late (2.5e7 Zellen) verwendet. Die Generationszeit der Zelllinie beträgt ca. 9 Stunden in
BF-Medium.
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Abbildung 3.25: 1:GeneRuler 1kb, 2:p2T7.ATG8.1-ATG8.2 1:50, 3:p2T7.α-Tubulin 1.50

3.2.2 Elektroporationssystem

Allgemein wurde für die Elektroporation von Blutformzellen ein Biorad GenePulserII

System mit einer Potentialdifferenz von 1.4 kV und einer Kapazität von 25 µF verwendet,
die bei Inkubation der Zellen im Cytomix Elektroporationspuffer zu einer Zeitkonstanten
von ca 0.3 ms führt. Es wurden unterschiedliche Küvetten-Fabrikate eingesetzt. Zu Be-
ginn auftretende Kurzschlüsse (”ARC detected”) und hohe Kontaktwiderstände (t>6000
ms) führten zu geringen unmittelbaren Überlebensraten bzw. schlechter Transfektions-
effizienz. Die höchste Zuverlässigkeit wurde mit Biorad 2mm Elektroporationsküvetten
erreicht. Die tatsächlich aufgebauten Spannungen lagen hier im Bereich zwischen 1.0-
1.3 kV.

3.2.3 Initiale Parameter

Als Startbedingung für die Elektroporationsexperimente wurde eine Zellzahl von 5e7 ge-
wählt. Die Zellen wurden in 25 ml Cytomix gewaschen, abzentrifugiert, in 440 µl Cy-
tomix resuspendiert und mit 50 µg linearisiertem Plasmid gemischt. Es wurde ein Puls
abgegeben. Danach wurde die Zelldichte in BF-Medium auf 4e5 bzw. 5e5/ml einge-
stellt. Während einer 6-stündigen recovery Phase findet die Integration des Plasmids in
das Trypanosomengenom statt. Danach wurden 2.0 µg/ml G418 und 10 µg/ml Hygromy-
cin zugegeben. Die Kulturen wurden in T-25-Flaschen belassen. Dadurch erfolgte zwar
keine klonale Entwicklung transgener Trypanosomen, jedoch erleichterte dieses Vorge-
hen die Zelldichtekontrolle. Gegebenenfalls wurde durch Verdünnung sichergestellt, daß
die Zelldichte 1e6/ml nicht überschritt.
Die hohe Zellzahl und der Einsatz großer DNA-Mengen sollten eine möglichst gute
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Transfektionseffizienz gewährleisten. Bei Applikation eines Elektroporationspulses be-
trug die Überlebensrate zwischen 4% und 20%. Multiple Pulse erschienen somit nicht
sinnvoll. Der Hygromycin-vermittelte Selektionsdruck wurde am oberen Rand der be-
schriebenden Konzentrationen gewählt (Clayton, EMBO/TDR practical course handbook).
Durch die Zelldichtekontrolle sollte sichergestellt werden, daß keine Differenzierung in
short stumpy Formen auftritt.

Zellzahl (abs.) 5e7 5e7 5e7 5e7
10 min @ 1000g & 4 °C, 25 ml Cytomix, 10 min @ 1000g & 4 °C, 440 µl Cytomix
Zellzahl/ml 2.5e8 1.8e8 2.3e8 1.4e8
DNA (NotI) TUB TUB ATG ATG

50µg 50µg 50µg 50µg
puls Biorad 1.0kV 0.3ms 1.0kV 0.3ms 1.2kV 0.2ms 1.1kV 0.4ms
Zellzahl/ml 1.7e8 1.3e8 3.8e7 2.5e7
(survivals [%]) 68 72 17 18
+ BF-Medium 50ml 40ml 10ml 5ml
Zellzahl/ml 4e5 4e5 4e5 5e5
(survivals [%]) 17 20 4 5
6h recovery
Zellzahl/ml 4e5 4.6e5 7e4 ∅
(survivals [%]) 18 23 0.7 0
+ G418 2.0µg/ml 2.0µg/ml 2.0µg/ml
+ Hyg 10µg/ml 10µg/ml 10µg/ml

Verlauf [1/ml]/[h] nach 13h 1:1
verdünnt

Phänotyp nach 18h FAT nach 18h FAT

Während der 6-stündigen recovery Phase brach die Zelldichte der p2T7.ATG8.1-ATG8.2-
transfizierten Zellen fast vollständig ein und es kam auch zu keiner Erholung während
der nächsten 5 Tage. Die mit 50 µg p2T7.alpha-Tubulin elektroporierten Trypanosomen
zeigten 18 Stunden posttransfektional einen ausgeprägten FAT Phänotyp mit kugelför-
mig abgerundeten Zellkörpern, da Strukturproteine für das Zytoskelett nicht mehr gebil-
det wurden (Abbildung 3.26). Die Methode war damit prinzipiell erfolgreich. Allerdings
sprach das frühe Auftreten des Phänotyps ohne vorherige Induktion für eine zu große
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DNA-Menge. Dies führte offenbar zu einer vielfachen Integration ins Trypanosomen-
genom. Durch die hohe Kopienzahl stand nicht ausreichend Tetracyclin-Repressor zur
Vergügung, um die p2T7-Operator-Sequenzen abzusättigen und der knockdown wurde
leaky. Da α-Tubulin defiziente Zellen keinen funktionsfähigen Spindelapparat assemblie-
ren können erfolgte keine weitere Mitose. Die Kulturen starben innerhalb von 3 Tagen ab.

Abbildung 3.26: FAT Phänotyp alpha-Tubulin defizienter Zellen mit 50 µg DNA, 18 Stun-
den posttransfektional
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3.2.4 Anpassung der DNA-Menge

Im Folgenden wurde eine schrittweise Reduktion der eingesetzten DNA-Menge genutzt,
um transgene Zelllinien zu generieren, die die zur RNAi benötigte dsRNA nicht kon-
stitutiv, sondern induzierbar transkribierten. Dadurch können Trypanosomen selbst dann
kultiviert werden, wenn der knockdown zu einem letalen Phänotyp führt.

Zellzahl (abs.) 5e7 5e7 5e7 5e7
10 min @ 1000g & 4 °C, 25 ml Cytomix, 10 min @ 1000g & 4 °C, 440 µl Cytomix
Zellzahl/ml 8.5e7 7.5e7 9.6e7 1e8
DNA (NotI) TUB TUB ATG ATG

25µg 12.5µg 25µg 12.5µg
puls Biorad 1.1kV 0.4ms 1.1kV 0.4ms 1.2kV 0.3ms 1.1kV 0.4ms
Zellzahl/ml 3.2e7 3.8e7 5.8e7
(survivals [%]) 38 51 60
+ BF-Medium 15ml 10ml 10ml 10ml
Zellzahl/ml 4.4e5 5.7e5 4e5 5.4e5
(survivals [%]) 17 17 9 12
6h recovery
Zellzahl/ml 5e5 7e5 2.8e5 3.8e5
(survivals [%]) 20 21 6 8
+ G418 2.0µg/ml 2.0µg/ml 2.0µg/ml 2.0µg/ml
+ Hyg 10µg/ml 2.5µg/ml 10µg/ml 2.5µg/ml

Verlauf [1/ml]/[h] nach 9h 1:1
verdünnt

nach 21h 1:1
verdünnt

Phänotyp noch 50% FAT <5% FAT

Beim Einsatz von lediglich 12.5 µg p2T7.alpha-Tubulin zeigten weniger als 5% aller
Trypanosomen eine FAT Morphologie. Die Wachstumskurven unterschieden sich unter-
dessen nicht signifikant von denen, die nach dem Einsatz höherer DNA-Konzentrationen
erhalten wurden. So lieferten 50 µg DNA bei einem von zwei Versuchen einen Anstieg der
Zelldichte (Kapitel 3.2.3), bei 25 µg erfolgte kein Wachstum und bei 12.5 µg wiederum
stieg die Zellzahl erneut temporär. Für p2T7.ATG wurden indes konsistente Wachstums-



3. Ergebnisse 67

kurven erhalten: Während bei 50 µg keine der Kulturen die ersten 6 Stunden überlebte,
fand bei 25 µg und 12.5 µg zeitweise ein Wachstum statt. Anhand dieser Daten wurde
eine DNA-Konzentration von 10-12.5 µg für weitere Experimente festgelegt. Der knock-

down sollte damit ohne Hintergrundeffekte induzierbar sein.
Weiterhin war festzustellen, daß die Kulturen nach Ablauf von zwei Tagen vollständig
abstarben. Ursächlich hierfür konnte weder ein letaler, konstitutiver knockdown sein, noch
eine Differenzierung in short stumpy Formen mit anschließender Prostaglandin D2-ver-
mittelter Apoptose. Dies war ausgeschlossen, da die Zelldichten stets im exponentiellen
Wachstumsbereich gehalten wurden, ähnlich den durchgeführten SMB-Dauerkulturen.
Fraglich erschien, welchen Anteil das zur Selektion zwingend notwendige Hygromycin
am Einbruch der Zellkulturen hatte.

3.2.5 Anpassung der Hygromycin-Konzentration

Das Aminoglykosid Hygromycin hemmt die Proteinbiosynthese (Pittenger et al., 1953).
Zur Selektion p2T7-transformanter Trypanosomen wurden Konzentrationen von 0.5 µg/ml
(Li and Gottesdiener, 1996), 2.5 µg/ml (Field, 2008; Horn, 2008), 5 µg/ml (Alibu et al.,
2005; Witola et al., 2004) und 5-15 µg/ml (Clayton, EMBO/TDR practical course hand-
book) beschrieben. Es sollte untersucht werden, wie sich die Reduktion der Hygromycin-
Konzentration auswirkt, und nach welchem Zeitraum die Zellzahl nicht-resistenter Trypa-
nosomen abnimmt. SMB Kulturen wurden auf eine Zelldichte von 5e5/ml eingestellt und
mit 15 µg/ml, 10 µg/ml, 5 µg/ml oder 2.5 µg/ml Hygromycin versetzt. Eine Negativkon-
trolle wurde ohne Hygromycin inkubiert. Über einen Zeitraum von 30 Stunden wurden
Wachstumskurven aufgenommen (Abbildung 3.27).
Innerhalb der ersten 15 Stunden wurden vermutlich begonnene Zellteilungen abgeschlos-

Abbildung 3.27: Wachstumskurven mit unterschiedlichen Hygromycinkonzentrationen.
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sen. In diesem Zeitraum verdoppelte sich die Zellzahl (2.5 µg/ml Hygromycin) oder stieg
auf das 1.5-fache des Ausgangswertes (15 µg/ml Hygromycin). Danach fand offenbar
keine weitere Mitose statt, da die Zelldichte kontinuierlich abnahm. Mit Ausnahme der
Negativkontrolle starben alle Kulturen nach 30 Stunden (nahezu gleichzeitig) ab. Dies
stand in Einklang mit den Wachstumskurven, die während der posttransfektionalen Se-
lektionsphase aufgenommen wurden (Kapitel 3.2.3 und 3.2.4).
2.5 µg/ml Hygromycin waren somit ausreichend dimensioniert und wurden als Standard
folgender Elektroporationen festgelegt. Da maximal eine Verdopplung erfolgte, war eine
Verdünnung von unter 5e5 Zellen/ml angesetzten Kulturen nicht nötig. Dass jedoch inner-
halb von fünf Tagen keine klonale Entwicklung einzelner, rekombinanter Zellen erfolgte,
war auf fehlende Wachstumsfaktoren im Medium zurückzuführen. Während sich einzelne
Trypanosomen in infizierten Versuchstieren vermehren konnten, war dies im BF-Medium
offensichtlich nicht möglich.

3.2.6 Einsatz von feeder Trypanosomen

Die klonale Entwicklung rekombinanter Zellen sollte erleichtert werden, indem 24 Stun-
den nach der Elektroporation unbehandelte SMB Zellen (feeder Trypanosomen) zur Kon-
ditionierung des Mediums zugegeben wurden. Damit konnte die Zelldichte für mehr als
50 Stunden über 1e5/ml gehalten werden. Die Gesamtkonzentration von Hygromycin
blieb stets auf 2.5 µg/ml eingestellt. Erwartungen, daß die feeder Trypanosomen das
Wachstum der rekombinanten Zellen stimulierten, bestätigten sich allerdings nicht. Es
wurden keine Hygromycin-resistenten Trypanosomen erhalten.

Zellzahl (abs.) 5e7
10 min @ 1000g & 4 °C, 25 ml Cytomix, 10 min @ 1000g & 4 °C, 440 µl Cytomix
Zellzahl/ml 1.5e8
DNA (NotI) ATG 12.5µg (5µl)
puls Biorad 1.1kV 0.4ms
+ BF-Medium 30ml
Zellzahl/ml 4.9e5
(survivals [%]) 22
6h recovery
Zellzahl/ml 8.7e5
(survivals [%]) 39
+ BF-Medium 20ml
+ G418 2.0µg/ml
+ Hyg 2.5µg/ml

Verlauf nach 24 h Zugabe von 50 ml Zellkultur mit 2e5/ml
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3.2.7 HMI-9 Medium

Die Blutform von T. brucei kann in HMI-9 Medium axenisch kultiviert (Hirumi and Hiru-
mi, 1994) und klonal entwickelt werden (Horn, 2008). HMI-9 Medium entspricht in sei-
ner Zusammensetzung dem HMI-11 Medium, wurde jedoch um 10% (v/v) Serum Plus ®
ergänzt. Serum Plus ® ist ein proprietäres Produkt aus fetalem Kälberserum und nicht nä-
her spezifizierten Proteinen, die Nährstofftransport und Zellwachstum verbessern (SAFC
Produktinformation). Die Generationszeit von SMB Zellen liegt in BF-Medium bei 9.0
Stunden, in HMI-9 bei 6.6 Stunden (Abbildung 3.28).
Mit p2T7.ATG8.1-ATG8.2 und p2T7.alpha-Tubulin wurden 2.5e7 Zellen elektroporiert,
und in 36ml HMI-9 aufgenommen (Konzentrationen von DNA und Hygromycin wie in
Kapiteln 3.2.4 und 3.2.5 optimiert). Nach einer recovery Phase von 6 Stunden wurden die
Kulturen mit Antibiotika versetzt, auf 24 well Platten verteilt und nach 5 Tagen lichtmi-
kroskopisch untersucht (Field, 2008).

Zellzahl (abs.) 2.5e7 2.5e7
10 min @ 1000g & 4 °C, 25 ml Cytomix, 10 min @ 1000g & 4 °C, 440 µl Cytomix
Zellzahl/ml 8.1e7 8.4e7
DNA (NotI) ATG TUB

12.5µg 10µg
puls Biorad 1.2kV 0.3ms 1.1kV 0.4ms
Zellzahl/ml 2.1e7
(survivals [%]) 26
+ HMI-9 36ml 36ml
Zellzahl/ml 1.3e5 3e5
(survivals [%]) 13 29
6h recovery
Zellzahl/ml 2.0e5 3.3e5
(survivals [%]) 20 32
+ G418 2.0µg/ml 2.0µg/ml
+ Hyg 2.5µg/ml 2.5µg/ml
24 well Platte 1ml/well 1ml/well
entnommene Klon I 2.8e5/ml Klon I 2e4/ml
Klone nach Klon II 8.3e5/ml
5 Tagen Klon III 7.8e5/ml

Klon IV 1.4e5/ml
Klon V 2.9e5/ml

In 5 von 36 wells wurden ATG8 triple knockdown Klone mit mehr als 1e5 Zellen/ml ge-
funden und zur weiteren Anzucht entnommen. 4 weitere wells enthielten noch einzelne
lebende Zellen. Damit waren 25% aller wells positiv. Für den alpha-Tubulin knockdown
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wurde nach 5 Tagen ein positives well mit 2e4 Zellen/ml erhalten. Die Klone wurden
täglich mit HMI-9 Medium auf 1e5/ml verdünnt. Ab einem Gesamtvolumen von 10 ml
wurden die Kulturen in BF-Medium überführt. Dazu wurde bei den zwei folgenden Ver-
dünnungsschritten eine Mischung aus HMI-9 und BF-Medium zugegeben, wobei das Mi-
schungsverhältnis von 66% auf 33% HMI-9 reduziert wurde. Von allen Klonen wurden
Stabilate hergestellt.

Abbildung 3.28: Wachstumsverhalten von single marker bloodstreamform Zellen in
HMI-9 und BF-Medium.

3.2.8 Prostaglandin F2α supplementiertes BF-Medium

Trypanosoma brucei synthetisiert während der Parasitämie verschiedene Prostaglandine,
die für unterschiedliche Effekte verantwortlich sind. In der frühen exponentiellen Wachs-
tumsphase produziert die long slender Form hauptsächlich PGF2α, in der stationären Pha-
se sind Expression und Aktivität der PGF2α Synthase hingegen gering (Kubata et al.,
2000). Die Vermutung liegt daher nahe, daß PGF2α als Wachstumsfaktor fungiert, wie
auch schon für andere Zellen beschrieben wurde (De Asua et al., 1975). Es sollte unter-
sucht werden, ob unter Zugabe von PGF2α einzelne Trypanosomen auch in BF-Medium
vermehrungsfähig sind. Dazu wurden SMB Zellen auf 24 well Platten in einer Konzentra-
tion von 1e5/ml angesetzt und jeweils um den Faktor 10 verdünnt. Das Medium wurde mit
100 µM, 50 µM, oder 10µM PGF2α angereichert. Reines BF-Medium diente als Negativ-,
HMI-9 Medium als Positivkontrolle. Die wells wurden über einen Zeitraum von 5 Tagen
täglich lichtmikroskopisch untersucht. Diejenigen wells, in denen hohe Zellpopulationen
auftraten, wurden entsprechend gekennzeichnet (Abbildung 3.29).
In HMI-9 Medium waren 1e1 Zellen/ml ausreichend, um innerhalb von 5 Tagen eine

Population mit mehr als 5e5 Zellen/ml zu entwickeln. In BF-Medium hingegen war dies
im vorgegebenen Zeitrahmen nur bei einer Ausgangskonzentration von 1e3 Zellen/ml
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1e5/ml 1e4/ml 1e3/ml 1e2/ml 1e1/ml 1e0/ml
100µM PGF2α in BF-M. X X X X ∅ ∅
50µM PGF2α in BF-M. X X X X X ∅
10µM PGF2α in BF-M. X X X X X ∅
BF-Medium X X X (X) ∅ ∅
HMI-9 Medium X X X X X ∅

Abbildung 3.29: Wachstumsverhalten bei geringer Zelldichte in verschiedenen Medien.
X: mehr als 5e5/ml innerhalb von 5 Tagen, (X): Zelldichte nach 5 Tagen unter 5e5/ml,
bei stetigem Wachstum, ∅: keine Zellen nach 5 Tagen sichtbar.

möglich. Für die nächste Verdünnungsstufe (1e2/ml) wurden weniger als 5e5/ml erhal-
ten, allerdings bei ebenfalls stetigem Wachstum. Die durchschnittlichen Generationszei-
ten (ohne Berücksichtigung von lag Phasen) betrug in HMI-9 Medium ca. 6 Stunden, in
BF-Medium ca. 9 Stunden. Unter Zugabe von PGF2α wuchsen die Kulturen ab 1e1 Zel-
len/ml (10µM und 50µM), bzw. 1e2 Zellen/ml (100µM). Da sich für alle PGF2α Konzen-
trationen bei höheren Zelldichten ein vergleichbares Wachstumsverhalten ergab, ist dies
als statistischer Fehler zu werten. Die Generationszeiten in Medium mit PGF2α lagen im
Bereich der Generationszeit reinen BF-Mediums. Damit wird durch den Zusatz von Pros-
taglandin F2α ein marginaler Wachstumsvorteil hochverdünnter Zellkulturen erreicht. Für
die klonale Entwicklung nach Elektroporationen stellt dies jedoch keine Alternative zu
HMI-9 Medium dar.
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3.3 Sequenzanalyse der 5’-untranslated regions

3.3.1 trans-Spleißen und spliced leader Sequenz

Um einen knockdown auf Transkriptionsebene nachweisen zu können, wurden spezifi-
sche Northern blot Sonden benötigt. Deren Länge soll idealerweise zwischen 200 und
800 Basen liegen und nicht mit der Sequenz der dsRNA überlappen. Auf diese Weise
könnte bei Northern blot Experimenten die einzelne mRNA Bande eindeutig zugeordnet
werden. Aufgrund der geringen Länge der betreffenden Gene, und der großen Homologie
von ATG8.1A und ATG8.1B (vgl Kapitel 3.1.1) sind diese Bedingungen nur erfüllt, wenn
die 5’-terminalen untranslated regions der nachzuweisenden mRNAs in die Konstrukti-
on der Sonden einbezogen werden: Unreife, polycistronische RNA wird in Trypanosoma

brucei in trans gespleißt und auf diese Weise 5’-terminal mit einer SL-Sequenz verknüpft
(Kapitel 1.1.6.3). Zwischen dem SL und dem open reading frame des eigentlichen Gens
verbleibt jedoch stets eine variable Anzahl von Nukleotiden, die zum Nachweis via Nor-

thern blot verwendet werden können. Somit erweitert sich der spezifisch nachweisbare
Genabschnitt deutlich über den codierenden Bereich hinaus. Die tatsächliche Größe der
reifen mRNA muss experimentell ermittelt werden.
Die in den Abbildungen 3.30, 3.31 und 3.32 schematisch dargestellten PCR-Primer wur-
den zur Bestimmung der 5’-UTR-Längen der jeweiligen mRNA genutzt.

Abbildung 3.30: Position der zur 5’-UTR Bestimmung vorhandenen Primer für ATG8.1A

3.3.2 Primer nichtidentischer Schmelztemperatur

Ausgehend von 5 µl BF221 cDNA wurde eine PCR (40 Zyklen, annealing temperature

55 °C) mit den laborintern bereits verfügbaren Primern (Viola Denninger) durchgeführt:
SL23Se, VD8.1Aas, VD8.1Bas und VD8.2as. Unter den gewählten Bedingungen entstan-
den keine Amplimere (Gelphoto nicht gezeigt).
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Abbildung 3.31: Position der zur 5’-UTR Bestimmung vorhandenen Primer für ATG8.1B

Abbildung 3.32: Position der zur 5’-UTR Bestimmung vorhandenen Primer für ATG8.2

Deshalb wurden die PCR Bedingungen aus den zugehörigen laborinternen Aufzeichnun-
gen übernommen (50 Zyklen, annealing temperature 55 °C, 4 min Elongation). Aufgrund
der unterschiedlichen Schmelztemperaturen von sense und antisense Primern war mit un-
spezifischer Hybridisierung und dem Auftreten von Nebenprodukten zu rechnen. Eine
Schmelzpunkterhöhung des SL-Primers konnte jedoch durch einfache Verlängerung nicht
erreicht werden, ohne die Selbstkomplementarität maßgeblich zu erhöhen.
Eine weitere PCR mit variabler annealing temperature sollte eine schrittweise und voll-
ständige Hybridisierung ermöglichen (50 Zyklen, Anlagerung von VD8.1Aas/ VD8.1Bas/
VD8.2as bei 57 °C, Anlagerung von SL23se bei 50 °C, 4 min Elongation). Dieses Ver-
fahren führte zur weiteren Verringerung der Spezifität und der Amplifikation weiterer
unerwünschter Produkte. Allerdings konnte nur so sichergestellt werden, daß auch die für
ATG codierende cDNA erfasst wird (Abbildung 3.33).
Zum jetzigen Zeitpunkt war es nicht möglich die Größe der ATG8-5’-UTR abzuschät-

zen, da noch unklar war, welche Bande das korrekte Amplimer repräsentiert. In jedem
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Abbildung 3.33: 2%(w/v) Agarose-GE. 1:FastRuler low range, 2:GeneRuler ultra low
range, 3-5: ATG8.1A / 8.1B / 8.2 mit einfacher annealing temperature, 6-8: ATG8.1A /
8.1B / 8.2 mit doppelter annealing temperature

Fall handelte es sich um Fragmente mit mehr als 50 Nukleotiden. Für effektive Northern

blot Sonden reicht dies nicht aus.

3.3.3 Amplifikation von 300 bp Sonden

Frühere, im Labor durchgeführte Vorversuche deuteten darauf hin, daß die UTR-Regionen
größer als 300 bp sind. Abbildung 3.33 bestätigt dies, wenn die jeweils größten Banden
(einfache annealing temperature) zu Grunde gelegt werden. Mit ca. 500 bp Länge des
PCR-Produktes ergeben sich unter Berücksichtigung der Primer-Hybridisierungspositionen
(VD8.1Aas: #31-#55, VD8.1Bas: #38-#61, VD8.2as: #171-#193) (vgl. Anhang A.1) UTRs
mit mindestens 300 bp Länge.
Vor diesem Hintergrund wurden Primer für 300 bp lange Northern blot Sonden gene-
riert. Die dazu benötigten upstream-Sequenzen von T. brucei ATG8 sind in GeneDB (Ge-
neDB, 2008) verfügbar. Eine PCR (40 Zyklen, annealing temperature 57 °C) lieferte für
ATG8.1A, 8.1B und 8.2 Amplimere korrekter Länge (Abbildung 3.34). Dabei handelte es
sich jedoch nicht um Kopien gespleißter ATG8-mRNA (Kapitel 3.3.5). Tatsächlich sind
die untranslated regions kleiner als 300 bp. Dass beim beschriebenen Procedere dennoch
PCR-Produkte erhalten wurden, lässt sich wohl nur dadurch erklären, daß die eingesetz-
ten cDNA templates mit genomischer DNA oder revers transkribierter ungespleißter RNA
verunreinigt waren.

3.3.4 Verschachtelte PCR zur 5’-UTR-Längenbestimmung von ATG8.2

Durch schrittweise Vervielfältigung mit wechselnden Primern und intermediärer Auf-
reinigung wurde nun eruiert, welche der in Abbildung 3.33 gezeigten Banden relevant
ist (Abb. 3.35). Als interne Primer werden ATG8.1(A&B)-as-TripleKO und ATG8.2-as-
TripleKO aus Kapitel 3.1.3 benutzt. Mit 55 °C annealing temperature wurde eine definier-
te Bande für ATG8.2 (ca 550 bp) sichtbar (Abbildung 3.36). Diese wurde ausgeschnitten
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Abbildung 3.34: Amplifikation von 300 bp Sonden. 1:GeneRuler 1kb, 2:PCR mit
ATG8.1Ase/as-Northern, 3: PCR mit ATG8.1Bse/as-Northern, 4: PCR mit ATG8.2se/as-
Northern, 5:GeneRuler 1kb

Abbildung 3.35: Schrittweise Vervielfältigung mit wechselnden Primern und intermedi-
ärer Aufreinigung

und extrahiert (Kapitel 2.2.4.3). Für ATG8.1 wurde kein PCR Produkt erhalten.
5 µl des ATG8.2 PCR Produkts wurden ergebnislos als template für eine erneute PCR

mit SL23se und VD8.2as eingesetzt (Gelphoto nicht gezeigt). Mit 15 µl template lieferte
die folgende PCR (annealing temperatures von 57 °C und 50 °C) eine Bande bei 400 bp
(Abbildung 3.37), die auch in Abbildung 3.33 bei doppelter annealing temperature zu
sehen war. Damit handelt es sich hierbei um das für ATG8.2 relevante Amplimer. Tat-
sächlich war diese Bande bei der ersten PCR mit UTR-proximalem Primer und einfacher
annealing temperature (Abb. 3.33, links) nicht zu sehen. Das zeigt, daß die schrittweise
Durchführung mehrerer PCRs und der Einsatz multipler Hybridisierungsstufen hilfreich
bei der Aufklärung der UTR-Größe sein können. Unter Berücksichtigung der Hybridi-
sierungsposition von VD8.2as (#171-#193) ergibt sich für die ATG8.2 5’-untranslated

region eine Größe von ca. 200 Nukleotiden.
Der Versuch, ATG8.1A und B mit SL23se und Gen-internem Primer zu vervielfälti-
gen wurde mit doppelter annealing temperature wiederholt (50 Zyklen, Anlagerung von
ATG8.1(A&B)-as-TripleKO bei 57 °C, Anlagerung von SL23se bei 50 °C). Die dabei er-
haltene, 500 bp große Bande (Abbildung 3.38) wurde mittels Gelextraktion aufgereinigt.
Es wurde ein Gemisch aus ATG8.1A und B PCR Produkten erhalten. Je 5 µl wurden als
template mit VD8.1Aas und VD8.1Bas eingesetzt (erneut doppelte annealing tempera-

ture).
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Abbildung 3.36: 1%(w/v) Agarose-GE. PCR mit einfacher annealing tempera-
ture aus cDNA. 1:GeneRuler 1kb, 2:SL23se/ATG8.1AB-as-TripleKO (Gen-intern),
3:SL23se/ATG8.2-as-TripleKO (Gen-intern), 4:GeneRuler 1kb

Die folgende Darstellung mit 2%(w/v)-Gelelektrophorese (Abbildung 3.39) zeigt kein
klar definiertes Bandenmuster. Die prominenten Banden erscheinen größer als das ein-
gesetzte template. Damit ist für ATG8.1A und 8.1B mit dieser Methode keine Aussage
möglich.

3.3.5 SL23se- und AS-Primer gleicher Smt für ATG8.1A und 1B

Die bislang durchgeführten Experimente basierten auf dem Einsatz von Primerpaaren, de-
ren Hybridisierungstemperaturen sich deutlich voneinander unterschieden. Da die kurze
spliced leader Sequenz keine weiteren Designmöglichkeiten für spezifischere Primer er-
öffnet, verbleiben zwei grundsätzliche Möglichkeiten zur Optimierung: 1. der Ersatz kon-
ventioneller Polymerasekettenreaktionen durch Methoden, welche mRNA mit nur einem
Primer spezifisch amplifizieren (Kapitel 3.3.6), und 2. die Angleichung der Schmelztem-
peratur des antisense Primers an diejenige des spliced leader Primers.
Die Primer ATG8.1A-UTR-length und ATG8.1B-UTR-length hybridisieren bei ca 53 °C
an den Matrizenstrang und liegen damit im Bereich der Schmelztemperatur von SL23se.
Eine touchdown PCR (10 Zyklen, annealing temperature 57-52 °C, danach 40 Zyklen,
annealing temperature 52 °C) ergab für ATG8.1A eine prominente Bande bei ca 250 bp
und für ATG8.1B eine Vielzahl schwächerer Banden (Abbildung 3.40).
Das PCR-Produkt von ATG8.1A wurde als template einer neuen PCR mit ATG8.1Ase/as-
Northern eingesetzt (2 µl template, 40 Zyklen, annealing temperature 57 °C). Es wurde
kein Amplimer von 300 bp Länge erhalten (Abbildung 3.41). Wie bereits erwähnt, wur-
den die ATG8.1Xse/as-Northern Primer für mehr als 300 bp große UTRs gewählt, was
nicht den tatsächlichen templates entspricht.



3. Ergebnisse 77

Abbildung 3.37: 2%(w/v) Agarose-GE. PCR nach Gelextraktion mit doppelter annealing
temperature. 1:FastRuler low range, 2:GeneRuler ultra low range, 3:SL23se/VD8.2as
(UTR-proximal)

Abbildung 3.38: 1%(w/v) Agarose-GE. PCR mit doppelter annealing temperature. 1:Ge-
neRuler 1kb, 2:SL23se/ATG8.1AB-as-TripleKO (Gen-intern)

3.3.6 Rapid Amplification of 5’-cDNA Ends with PCR

Aufgrund der niedrigen Schmelztemperatur des spliced leader Primerpaares und der da-
mit einhergehenden mangelhaften Spezifität führte insbesondere die Vervielfältigung von
ATG8.1B zu einer Vielzahl von unterschiedlichen Amplimeren (Kapitel 3.3.5). Folglich
ist eine Abschätzung der 5’-UTR-Länge auf diesem Weg nicht möglich.
Die untranslated region von ATG8.2 konnte mittels verschachtelter PCR auf ca. 200 bp
geschätzt werden, für ATG8.1A und B versagte diese Methode (Kapitel 3.3.4). Desweite-
ren waren die Ergebnisse für ATG8.1A nicht schlüssig zur Deckung zu bringen.
Im Folgenden wurden die 5’-terminalen Enden der ATG-mRNA mit einer anderen Metho-
de analysiert, und zwar unabhängig von der trypanosomalen spliced leader Sequenz: Die
Rapid Amplification of 5’-cDNA Ends with Polymerase Chain Reaction (5’-RACE-PCR)
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Abbildung 3.39: 2%(w/v) Agarose-GE. PCR nach Gelextraktion mit doppelter annealing
temperature. 1:FastRuler low range, 2:GeneRuler ultra low range, 3:Gelextrakt (templa-
te), 4:SL23se/VD8.1Aas (UTR-proximal), 5:SL23se/VD8.1Bas (UTR-proximal)

Abbildung 3.40: 2%(w/v) Agarose-GE. 1:FastRuler low range, 2:SL23se/ATG8.1A-
UTR-length-as, 3:SL23se/ATG8.1B-UTR-length-as

stellt eine Methode dar zur Vervielfältigung von RNA-Sequenzen ausgehend von einer
definierten internen Primerbindungsstelle bis zum 5’-Terminus (Frohman et al., 1988).
Für konventionelle Polymerasekettenreaktionen werden zwei sequenzspezifische Primer
benötigt, die die zu vervielfältigende Region einrahmen (Saiki et al., 1985; Saiki et al.,
1988). Für Regionen, deren Grenzen nicht bekannt sind, oder wie im vorliegenden Fall
nicht zur Synthese spezifischer Primer ausreichen, sind diese Voraussetzungen einer PCR
nicht gegeben. Steht nur einer der beiden Primer zur Verfügung, können mit der RACE-
PCR die beschriebenen Beschränkungen umgangen werden. Die Amplifizierung mit ein-
seitig spezifischen Primern wurde erstmals als ”one-sided PCR“ (Ohara et al., 1989) und
”anchored PCR“ (Loh et al., 1989) beschrieben. Damit erleichtert die 5’-RACE-PCR die
Isolierung und Charakterisierung von 5’-mRNA-Enden (Frohman, 1993).
Abbildung 3.42 skizziert den Ablauf einer 5’-RACE-PCR: Im ersten Schritt wird mRNA
ausgehend von einem definierten antisense Primer revers transkribiert. Eine vorzeitige
Degradation der RNA wird durch den Zusatz von RNAse A/B/C-Inhibitor verhindert. Die
eingesetzte Reverse Transkriptase (Qiagen, 2008) ist ein multifunktionelles Enzym, be-
stehend aus RNA-abhängiger DNA Polymerase, RNA:DNA-hybridabhängiger RNAse H,
sowie DNA-abhängiger DNA Polymerase. In vitro werden die ersten beiden Aktivitäten
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Abbildung 3.41: 2%(w/v) Agarose-GE. 1:FastRuler low range, 2:SL23se/ATG8.1A-
UTR-length-as, 3:PCR Produkt (aus Bahn 2) mit ATG8.1Ase/as-Northern, 4:cDNA mit
ATG8.1Ase/as-Northern, 5:FastRuler low range

genutzt, um einzelsträngige cDNA herzustellen. Im zweiten Schritt wird der neu syntheti-
sierte cDNA-Einzelstrang 3’-terminal polydesoxyadenyliert. In einer nachfolgenden PCR
markiert ein oligo(dT)-Primer den Beginn des nun hinzugefügten sense Stranges (Adapter

Primer AP). Als antisense Primer kann derselbe Primer wie bei der reversen Transkrip-
tion genutzt werden. Alternativ kann durch eine verschachtelte Primerwahl die Spezifität
erhöht werden. Aufgrund der geringen (und eventuell ungleichen) Anlagerungstempera-
turen können hier allerdings noch Nebenprodukte entstehen.
Durch den Adapter Primer (AP) wurde eine neue Primerbindungsstelle (Anker) in die
PCR-Produkte eingebracht, deren Schmelztemperatur und Spezifität den Anforderungen
an eine spezifische PCR genügt. Die Ankersequenz wird vom Abridged Universal Am-

plification Primer (AUAP) in einer zweiten PCR wieder aufgenommen. Ein (nochmals)
verschachtelter antisense Primer definiert den 3’-Terminus des Produkts.
Die reverse Transkription für ATG8.1A und B wurde mit dem antisense Primer ATG8.1-
(A&B)-as-TripleKO und 2.4 µg Gesamt-RNA durchgeführt. Das Reaktionsprodukt wur-
de aufgereinigt, polydesoxyadenyliert und über eine touchdown PCR amplifiziert (Abb.
3.43, links).
Das PCR Produkt wird als template zweier verschachtelter PCRs eingesetzt, bei denen
ATG8.1A und B getrennt wurden (antisense Primer VD8.1Aas bzw. VD8.1Bas, Abb.
3.43, rechts). Für ATG8.1A wurde eine intensive Bande bei 200-250 bp und für 8.2B eine
Bande bei 200 bp erhalten. Da das eingesetzte template bei den gewählten Primerkombi-
nationen 264 bp (ATG8.1A) bzw. 257 bp (ATG8.1B) größer sein muss, kommt hierfür nur
die sehr schwach ausgeprägte Bande bei ca 500 bp (siehe Pfeil, Abb. 3.43, links) in Frage.
Die Ergebnisse sind damit in sich stimmig. Zudem wurden beide Banden auch mit den
SL23se/ATG8.1A (bzw. B)-UTR-length Primerpaaren erhalten (ATG8.2B nur schwach,
vgl. Kapitel 3.3.5).
Für ATG8.2 wurden reverse Transkription, Aufreinigung, tailing, touchdown und nested

PCR analog durchgeführt, jedoch unter Verwendung von ATG8.2-as-TripleKO, respekti-
ve VD8.2as (Abb. 3.44). Bei gelelektrophoretischer Kontrolle der ersten PCR wurde keine
Bande nachgewiesen, die 163 bp größer ist als eine der Produktbanden der nested PCR.
Für das Endprodukt scheint die Bande knapp über 400 bp (Pfeil) dem gesuchten Produkt
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Abbildung 3.42: Rapid Amplifikation of 5’-cDNA Ends with Polymerase Chain Reaction
(RACE-PCR)

zu entsprechen, da dieselbe Bande für die verschachtelte PCR mit SL23se/ATG8.2-as-
TripleKO -> SL23se/VD8.2 erhalten wurde (Kapitel 3.3.4).
Die PCR-Produkte aller ATG8-UTRs wurden in kombinierte Taschen eines 2%(w/v)-

igen Agarosegels aufgetragen, 45 min mit 120V aufgetrennt, aus einem Agarosegel aus-
geschnitten und extrahiert. Abbildung 3.45 zeigt das Gelfoto, das mit QuantityOne aus-
gewertet wurde, um eine Konzentrationsbestimmung vorzunehmen. Als Referenz diente
der low range Marker, der bei einem Auftragsvolumen von 10 µl pro Bande 40 ng DNA
enthält. Damit errechnen sich die Konzentrationen zu (1073 ng ATG8.1A)/50 µl, (899 ng
ATG8.1B)/50 µl, (444 ng ATG8.1A)/30 µl. Alle Proben lagen damit im von GATC gefor-
derten Bereich von 10-50 ng/µl und wurden zur Sequenzierung eingeschickt.

3.3.7 Sequenzierung und Integration der Ergebnisse

Die upstream Sequenzen von T. brucei ATG8 wurden aus GeneDB (GeneDB, 2008)
heruntergeladen und mit den erhaltenen GATC-Sequenzierungsdaten mit bl2seq (NCBI,
2008) verglichen. Bei den RACE-PCR-Produkten handelte es sich erwartungsgemäß um
die zu untersuchenden ATG8.1A, B und 8.2 Abschnitte. Auftretende Punktmutationen las-
sen sich durch die wiederholte Vervielfältigung durch die Taq-Polymerase erklären. Alle
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Abbildung 3.43: RACE-PCR von ATG8.1. 1:FastRuler low range, 2:PCR mit
AP/ATG8.1(A&B)-as-Triple-KO, 3:nested PCR mit AUAP/VD8.1Aas, 4:nested PCR mit
AUAP/VD8.1Bas

Abbildung 3.44: RACE-PCR von ATG8.2. 1:FastRuler low range, 2:PCR mit
AP/ATG8.2-as-TripleKO, 3:nested PCR mit AUAP/VD8.1Aas

Sequenzen beinhalten 5’-terminal den spliced leader, wie für trans-gespleißte mRNA üb-
lich. Es ergeben sich folgende Längen der 5’-UTRs (jeweils inkl. 35 b SL):

mRNA 5’-UTR ohne SL für Northern blot Sonden nutzbar
ATG8.1A 169 Basen 134 Basen 134b (UTR) + 91b (spezifisch) = 225b
ATG8.1B 150 Basen 115 Basen 115b (UTR) + 100b (spezifisch) = 215b
ATG8.2 228 Basen 193 Basen 193b (UTR) + 85b (vor RNAi Primer) = 278b

Abbildung 3.45: Gelextraktion zur Sequenzierung. 1+5: FastRuler low range, 2:AU-
AP/VD8.1Aas, 3:AUAP/VD8.1Bas ,4:AUAP/VD8.2
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3.4 Charakterisierung der rekombinanten Klone

3.4.1 alpha-Tubulin

3.4.1.1 Optimierung der Induktionsparameter

Zur Induktion der RNA Interferenz wird in der Literatur die Zugabe von 100 ng/ml (Clay-
ton et al., 2005) bis 10 µg/ml (Djikeng et al., 2004) Tetracyclin oder 1 µg/ml Doxycy-
clin (Field, 2008) beschrieben. Die Induktion des α-Tubulin knockdown führt zu einem
G2-Zellzyklusarrest. Es kommt zur Anreicherung von Zellen mit doppelt ausgebildeten
Zellkernen, Kinetoplasten, Basalkörpern und Flagellen. Nach dem Synthesestopp des α-
Tubulin kann keine mitotische Zellteilung erfolgen. Wird die Induktion allerdings durch
Metabolisierung des Tetracyclins unterbrochen, so wird die α-Tubulinsynthese wieder-
aufgenommen. Dann wird die Teilung von Zellkern und Kinetoplast abgeschlossen und
es folgt eine einmalige Zytokinese. Zu diesem Zeitpunkt manifestieren sich jedoch De-
fekte im Zytoskelett und es entstehen nicht mehr teilungsfähige, squärische FAT Zellen
(Shi et al., 2000).
Um die optimalen Induktionsparameter zu bestimmen, wurde eine 24 well Platte mit je
2e5 Zellen (SMB, p2T7.alpha-Tubulin) pro ml und well beschickt. Die Kulturen wurden
24 h mit 10 µg/ml, 5 µg/ml, 2 µg/ml, 1.5 µg/ml, 1 µg/ml, bzw. 500 ng/ml Tetracyclin
induziert. Eine Negativkontrolle enthielt kein Tetracyclin. Der Versuch fand als Dop-
pelbestimmung statt. Zur Auswertung wurden die Zellen resuspendiert und in 4 Groß-
quadraten einer Neubauer-Zählkammer ausgezählt. Dabei wurde unterschieden zwischen
morphologisch unauffälligen Zellen, und solchen, die einen beginnenden (mehrere Fla-
gellen oder Deformationen) oder vollständigen (kugelförmige Zellen) Phänotyp zeigten.
Durchschnittlich 33% aller Zellen zeigten uninduziert morphologische Veränderungen im

cTetracyclin 1. Kultur 2. Kultur Durchschnitt
[µg/ml] NonFAT:FAT Anteil FAT NonFAT:FAT Anteil FAT
0 31:15 33% 33:17 34% 33%
0.5 6:11 65% 3:12 80% 72%
1.0 7:14 67% 9:32 78% 72%
1.5 6:9 60% 8:9 53% 56%
2.0 5:14 74% 14:17 55% 64%
5.0 7:15 68% 11:33 75% 72%
10.0 13:14 52% 24:30 56% 54%

Abbildung 3.46: Ausprägung des FAT Phänotyps nach 24 stündiger Tetracyclin-
Induktion. Angegeben wird das Verhältnis NonFAT:FAT, bzw. der prozentuale Anteil der
FAT Zellen.

Sinne eines FAT Phänotyps. Der α-Tubulin knockdown war also leaky. Der maximale An-
teil von FAT Zellen betrug 72% und wurde bereits ab 500 ng/ml Tetracyclin erreicht.
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3.4.1.2 Lichtmikroskopische Aufnahmen des FAT Phänotyps

5e5/ml p2T7.alpha-Tubulin-SMB Zellen wurden mit 500 ng/ml Tetracyclin induziert.
Nach 16 h und 40 h wurden Zellen fixiert, mit Giemsa Lösung gefärbt und lichtmikrosko-
pisch untersucht. Abbildungen 3.48 und 3.49 zeigen den charakteristischen Verlauf eines
α-Tubulin knockdowns. Als Negativkontrolle dienten long slender SMB Zellen (Abbil-
dung 3.47).

Abbildung 3.47: Giemsa Färbung von SMB (single marker bloodstream form) Zellen,
long slender. Alle Balken entsprechen 5 µm.

Abbildung 3.48: Giemsa Färbung von α-Tubulin defizienten SMB Zellen, 16h induziert
mit 0.5µg/ml Tetracyclin. Alle Balken entsprechen 5 µm.

Abbildung 3.49: Giemsa Färbung von α-Tubulin defizienten SMB Zellen, 40h induziert
mit 0.5µg/ml Tetracyclin. Alle Abbildungen mit gleichem Vergrößerungsmaßstab.
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3.4.2 ATG8 triple knockdown

3.4.2.1 Northern dot blot screening

Bei der Elektroporation mit p2T7.ATG8.1-ATG8.2 wurden 5 Hygromycin-resistente Klo-
ne zur weiteren Kultivierung erhalten (Kapitel 3.2.7). Mit Hilfe eines Northern dot blot

screenings sollte untersucht werden, welcher Klon eine hohe Induktionsfähigkeit mit ei-
ner geringen Hintergrundexpression dsRNA vereint. Dazu wurden für jeden Klon jeweils
eine nicht-induzierte Kultur (2.0 µg/ml G418, 2.5 µg/ml Hygromycin) und eine 5 h indu-
zierte Kultur (zusätzlich 500 ng/ml Tetracyclin) zur Isolierung von gesamt-RNA genutzt.
Es wurden jeweils 30 µl folgender Konzentrationen erhalten:

I IInd II IIInd III IIIInd IV IVInd V VInd

c [µg/µl] 1.55 1.02 0.97 1.14 1.15 1.31 0.11 0.32 1.03 0.98
OD260nm/280nm 2.23 2.19 2.22 2.24 2.18 2.19 2.20 2.14 2.19 2.15

Pro Probe wurden 3 µg RNA wie beschrieben (Kapitel 2.2.6.2) vorbereitet und auf ei-
ner Nitrocellulosemembran fixiert. Als template für die Herstellung radioaktiv markierter
Sonden wurden 40 ng des ATG8.1-ATG8.2-Addukts aus Kapitel 3.1.3 benutzt, das auch
zur Klonierung in p2T7 verwendet wurde. Die Sonde diente damit hauptsächlich dem
Nachweis von dsRNA, die zum Dicer/RISC vermittelten knockdown führt. Der durch Hy-
bridisierung an ATG8 mRNA zu erwartende Hintergrund war dabei vernachlässigbar.
Wie in Abbildung 3.50 dargestellt, sind die Klone I und II nur schwach leaky, dabei jedoch
gut induzierbar. Der Unterschied in der Volumenintensität zwischen nicht-induzierten und
induzierten Klonen wurde mit QuantityOne gemessen:

I IInd II IIInd III IIIInd IV IVInd V VInd

Int. [AU] 1355 1928 1231 1946 1588 1974 2140 2254 1651 2001
Differenz 142% 158% 124% 105% 121%

Die höchste Differenz wurde für Klon II erhalten. Alle weiteren Experimente wurden mit
diesem Klon durchgeführt.

Klon I Klon II Klon III Klon IV Klon V

uninduziert

5 h mit 500 ng/ml Tetracyclin

Abbildung 3.50: Northern dot blot von ATG8-Triple-KD-Trypanosomen zum Nachweis
der Induzierbarkeit dsRNA mit ATG8.1-ATG8.2-Sonde
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3.4.2.2 Northern Blotting

Das Northern dot blot Verfahren eignete sich aufgrund der fehlenden gelelektrophoreti-
schen Auftrennung unterschiedlich großer RNA Fragmente besonders für schnelle Ras-
teruntersuchungen vieler Proben. Allerdings konnten hier vermehrt unspezifische Wech-
selwirkungen auftreten. Der zuvor ausgewählte Klon II wurde nun erneut mittels konven-
tionellem Northern Blotting untersucht. Dazu wurden nicht-induzierte ATG8− Zellen und
24 h in 1500 ng/ml Tetracyclin induzierte ATG8− Zellen jeweils direkt verwendet oder
2.5 h in TDB gehungert. Als Kontrolle dienten SMB Zellen und gehungerte SMB Zellen.
Bei der RNA-Isolierung wurden jeweils 30 µl folgender Konzentration und Reinheit er-
halten:

SMB SMB/Tet ATG ATG/Tet ATG/TDB ATG/TDB/Tet
c [µg/µl] 1.34 1.27 1.29 0.94 1.17 0.96
OD260nm/280nm 2.19 2.20 2.21 2.14 2.11 2.11

Pro Probe wurden 10 µg gesamt-RNA in einer RNA-Gelelektrophorese 2h bei 120 V auf-
getrennt. Die rRNA-Banden wurden unter UV-Licht fotografiert (Abbildung 3.51). Da-
nach wurde die RNA in einem Kapillar blot auf eine Nitrocellulosemembran übertragen,
über Nacht getrocknet und beidseitig je 150 s unter ultraviolettem Licht fixiert. Zusätz-
lich zur Auswertung der rRNA-Banden wurde eine Ladekontrolle über den Nachweis
von β-Tubulin mRNA durchgeführt. Danach wurde wie bereits im dot blot Verfahren
eine Hybridisierung mit dem ATG8.1-ATG8.2-Addukt vorgenommen. Die dabei auftre-
tenden Banden wurden aufgrund ihrer Größe und Intensität als dsRNA interpretiert. Wei-
tere Banden, die durch Hybridisierung mit ATG8-mRNA hätten entstehen können, waren
nicht sichtbar.
Die Northern blots wurden eingescannt und die Bandenintensitäten mit der Software

QuantityOne ausgewertet (Abbildung 3.52. Die ribosomalen RNA Banden der einzelnen
Proben unterschieden sich in ihrer Intensität um 41 Prozentpunkte. Deutlich größere Un-

SMB SMB ATG8− ATG8− ATG8− ATG8− Belichtungszeit
— TDB — — TDB TDB
— — — Tet — Tet

rRNA 15ms (UV)

β-Tubulin 34 h (α32P )

dsRNA 60 h (α32P )

Abbildung 3.51: Northern blot mit 10 µg RNA/Spur; TDB: 2.5 h in TDB pH 7.0; Tet: 24
h in 1.5 µg/ml Tetracyclin
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terschiede ergaben sich für die β-Tubulin Banden, die ursprünglich als zusätzliche Lade-
kontrolle dienen sollten. Es zeigte sich, daß TDB gehungerte Zellen offensichtlich nicht
mehr in der Lage waren, β-Tubulin zu exprimieren. dsRNA konnte erwartungsgemäß
nur in ATG8− Zellen nachgewiesen werden. Nicht-induzierte ATG8− Zellen transkribier-
ten immerhin noch 31 % der dsRNA-Menge, die mit 1500 ng/ml Tetracyclin erreicht
wurde und waren damit schwach leaky. Bemerkenswerterweise wurde in TDB gehunger-
ten Zellen keine dsRNA mehr exprimiert. Vermutlich war der Stoffwechsel gehungerter
Trypanosomen bereits zu stark verlangsamt. Für zukünftige Experimente sollte daher die
Autophagie bevorzugt mit Rapamycin induziert werden.
Basierend auf den Ergebnissen der ATG8 5’-UTR-Längenbestimmungen (vgl. Kapitel

SMB SMB ATG8− ATG8− ATG8− ATG8−

— TDB — — TDB TDB
— — — Tet — Tet

rRNA 85 % 76 % 86 % 100 % 59 % 56 %
β-Tubulin 98 % 22 % 84 % 100 % 24 % 40 %
dsRNA 0 % 5 % 31 % 100 % 0 % 0 %

Abbildung 3.52: Quantitative Auswertung der Northern blots. Als Bezugspunkt wurde
ATG8−/Tet gewählt.

3.3.7) wurden PCR Primer zur Darstellung spezifischer ATG8 mRNA Sonden konstruiert,
die nicht mit der dsRNA überlappten. Eine PCR mit den Primerpaaren ATG8.1Ase/as-
209bp-Northern, ATG8.1Bse/as-206bp-Northern und ATG8.2se/as-215bp-Northern lie-
ferte die templates zur Herstellung radioaktiv markierter Northern blot Sonden (Abbil-
dung 3.53). Der Nachweis der entsprechenden mRNAs gelang jedoch nicht. Vermutlich
waren die Expressionslevel so gering, daß der Einsatz von jeweils 10 µg gesamt-RNA
pro Probe nicht ausreichend dimensioniert war. Bei zukünftigen Experimenten könnte es
daher sinnvoll sein, im Anschluß an die RNA-Isolierung eine Aufreinigung von mRNA
durchzuführen und diese in höheren Konzentrationen einzusetzen.

Abbildung 3.53: 2% (w/v) Agarose-GE, 1:FastRuler low range, 2:ATG8.1A-mRNA-
Sonde, 3:FastRuler low range, 4: ATG8.1B-mRNA-Sonde, 5: ATG8.2-mRNA-Sonde

3.4.2.3 Western Blotting

Erste Versuche, ATG8 auf Proteinebene nachzuweisen, wurden mit ATG8 defizienten Zel-
len (nicht-induziert und 24 h mit 500 ng/ml Tetracyclin induziert) und SMB Kontrollzel-
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len durchgeführt. Die Kulturen wurden jeweils ohne Rapamycin oder mit 5 µM Rapamy-
cin inkubiert. Die erhaltenen Western blots wiesen Banden zwischen 55 und 70 kDa auf.
Es gab Hinweise darauf, daß es sich hierbei um ATG8-Oligomere handeln könnte. Al-
lerdings konnten diese Ergebnisse ohne weitere Experimente nicht abschließend beurteilt
werden.

3.4.2.4 Wachstumskurven

Falls in T. brucei ATG8 zwingend zur Bildung von Autophagosomen erforderlich ist,
sollten sich unter Bedingungen, die typischerweise Autophagie induzieren, deutliche Un-
terschiede im Wachstumsverhalten zwischen ATG8 defizienten Trypanosomen und Kon-
trollzellen zeigen. Eine Möglichkeit, Autophagie zu induzieren, stellt das Aushungern
in Aminosäure-freiem trypanosome dilution buffer dar. Zellen, die den Nährstoffmangel
durch selektiven Selbstverdau kurzzeitig kompensieren können, sollten hier länger über-
leben. Unbehandelte SMB Zellen, nicht-induzierte ATG8 defiziente Zellen, sowie 24 h
mit 500 ng/ml Tetracyclin induzierte ATG8− Zellen wurden abzentrifugiert und in TDB
aufgenommen, so daß die Zelldichte jeweils 1e6/ml betrug. Im Abstand von 20 min wur-
de die Zellzahl bestimmt. Dabei war zu beobachten, daß die Motilität der Trypanosomen
aller Kulturen sehr rasch abnahm. Tote Zellen desintegrierten offensichtlich nicht sofort,
wodurch eine zuverlässige Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen wesent-
lich erschwert wurde. Nach 2.5 h waren alle drei Kulturen komplett eingebrochen. Auf-
grund der Ungenauigkeiten bei der Zellzahlbestimmung und dem raschen Absterben der
Zellen konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Kulturen gemessen werden.
Das Makrolidantibiotikum Rapamycin eignet sich ebenfalls zur Induktion der Autopha-
gie, indem es über die Inhibition von TOR eine unzureichende Nährstoffversorgung vor-
täuscht (vgl. Kapitel 1.2). SMB, nicht-induzierte ATG8−, sowie 24 h mit 500 ng/ml Tetra-
cyclin induzierte ATG8− Kulturen wurden in BF-Medium auf eine Zelldichte von 1e5/ml
eingestellt. Es wurde jeweils eine Kontrollkultur ohne Rapamycin und eine Kultur mit
5 µM Rapamycin inkubiert. Zweimal täglich wurde die Zellzahl als Doppelbestimmung
ermittelt (Abbildung 3.54).
Die Kulturen ohne Rapamycin zeigten ein normales exponentielles Wachstum bei ver-

gleichbaren Generationszeiten. Die maximale Zelldichte betrug 2e6/ml. Nach ca. 55 h
ging zuerst die Tetracyclin-induzierte ATG8− Kultur in die Absterbephase über, danach
folgten SMB und nicht-induzierte ATG8− Kulturen nahezu gleichzeitig. Alle Kulturen
mit Rapamycin wuchsen wesentlich langsamer und erreichten lediglich Zelldichten von
6e5/ml. Innerhalb der ersten 12 h halbierte sich die Zelldichte der SMB Kontrollzellen,
während sich die ATG8 defizienten Zellen hingegen vermehrten. Danach zeigten alle Kul-
turen exponentielles Wachstum. Mit Tetracyclin induzierte ATG8− Zellen schienen kürze-
re Generationszeiten aufzuweisen als nicht-induzierte, was aber aufgrund der Daten nicht
als gesichert betrachtet werden konnte. Gestützt wird diese Vermutung von der Tatsache,
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Abbildung 3.54: Wachstumskurven von SMB und ATG8 defizienten Zellen. Tet: 24 h vor
Versuchsbeginn Induktion mit 500 ng/ml Tetracyklin. Rapa: Ab Versuchsbeginn 5 µM
Rapamycin im Medium.

daß die vermeintlich schnell proliferierenden induzierten ATG8− Zellen am frühesten in
die Absterbephase übergehen, gefolgt von den sich langsamer teilenden nicht-induzierten
ATG8− Zellen. Zuletzt erreichen die SMB Trypanosomen die Absterbephase, deren ex-
ponentielles Wachstum bei einem geringeren Basiswert begann.

3.4.2.5 Elektronenmikroskopie

Das Auftreten autophagischer Strukturen sollte elektronenmikroskopisch eindeutig er-
kennbar sein. Um zu untersuchen, ob ATG8 defiziente Trypanosomen die Fähigkeit zur
Bildung von Autophagosomen verloren haben, wurden jeweils 1e8 SMB Kontrollzellen,
nicht-induzierte ATG8− Zellen, sowie 24 h mit 500 ng/ml Tetracyklin induzierte ATG8−

Zellen für 2 h in TDB inkubiert. Danach wurden die Trypanosomen wie in Kapitel 2.2.8
beschrieben in Eponharz eingebettet. Bei der nachfolgenden Betrachtung im Transmis-
sionselektronenmikroskop wurde jedoch nicht in allen Proben auswertbares Zellmaterial
gefunden. Offensichtlich überlebten zu wenige Zellen die 2-stündige Inkubation in TDB.
Für zukünftige Versuche sollte daher der Einsatz von Rapamycin bevorzugt werden.



4. Diskussion

T. brucei scheint mit ATG3, ATG4, ATG7, sowie drei potentiellen ATG8-Orthologen
(ATG8.1A, ATG8.1B, ATG8.2) über alle wesentlichen Komponenten des ATG8-Systems
zu verfügen. Das alternative ATG12-System konnte dagegen bioinformatisch nicht in
Trypanosomen nachgewiesen werden. Dennoch könnte sich im Laufe der Evolution ein
weiterer, bislang unbekannter Umgehungsweg entwickelt haben, der die vollständige Aus-
bildung von Autophagosomen (vesicle expansion and completion) ermöglicht. In diesem
Fall sollten Trypanosomen, deren Genexpression aller ATG8-Orthologe mittels RNA In-
terferenz blockiert wurde, weiterhin Autophagie betreiben können. Wäre ATG8 defizi-
enten Zellen eine solche Kompensation jedoch nicht möglich, bliebe zu klären, ob mit
ATG8.1 und ATG8.2 das ATG8-System selbst redundant ausgelegt ist. Vor dem Hinter-
grund, daß T. cruzi ATG8.2 in Saccharomyces cerevisiae ATG8 nicht substituieren kann,
ist auch ein Funktionsverlust von T. brucei ATG8.2 nicht auszuschliessen.

Klonierung

Für die Konstruktion von RNAi Vektoren wurden Sequenzvergleiche von ATG8.1A, ATG-
8.1B und ATG8.2 vorgenommen. Dabei zeigte sich, daß ATG8.1A und B über einen Be-
reich von 248 Nukleotiden identisch waren. Dies eröffnete die Möglichkeit, beide Gene
durch eine geeignete Wahl der siRNA gleichzeitig abzuschalten. ATG8.2 wies zu den Ge-
nen ATG8.1A und ATG8.2B keine Homologie auf Nukleotidebene auf. Damit eignete es
sich für die Konstruktion eines spezifischen single knockdowns.
Die Synthese der Genabschnitte, die zur Transkription von dsRNA eingesetzt werden soll-
ten, wurde mittels PCR unter Verwendung der Primerpaare ATG8.1(A&B)-se/as-LinkerPCR
(für einen ATG8.1A/B double knockdown) bzw. ATG8.2-se/as-TripleKO (für einen ATG8.2
single knockdown) durchgeführt. Die Klonierung erfolgte in den p2T7-Vektor, dessen clo-
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ning site zuvor durch Eam1105I-Restriktionsverdau geöffnet wurde. Die korrekte Rekom-
bination Ampicillin-resistenter Klone wurde über Restriktionsanalysen und Polymerase-
kettenreaktionen überprüft. In p2T7.ATG8.2 Transformanten konnten aufgrund der hohen
Sensitivität der PCR auch Kontaminationen mit ATG8.1 nachgewiesen werden. Um bei
zukünftigen RNAi Experimenten das Risiko unerwünschter off-target Effekte zu minimie-
ren, wurde eine Plasmidisolierung mit nachfolgender Re-Transformation durchgeführt.
Die Konstruktion von ATG8.1 A/B-ATG8.2 triple knockdown RNAi Vektoren erfolgte
durch Kopplung der ATG8.1 A/B und ATG8.2 PCR Amplimere und nachfolgender Klo-
nierung in p2T7. Ursprünglich sollten die PCR Produkte mit Hilfe von Subklonierungen
in großer Ausbeute generiert werden. Eine Wiedergewinnung hätte danach über die Re-
striktionsschnittstellen des TOPO TA Subklonierungsvektors erfolgen können. Zusätzlich
wurden die PCR Primer so konstruiert, daß am 3’-Terminus von ATG8.1 A/B und am
5’-Terminus von ATG8.2 eine BseYI Erkennungsstelle angehängt worden war. Hierüber
hätten sich zueinander komplementäre Enden darstellen lassen, die eine sticky ends Li-
gation beider Fragmente ermöglicht hätten. Die Topoisomerase-gestützte Subklonierung
lieferte für ATG8.2 rekombinante Kolonien, deren korrekte Insertion in Restriktionsanaly-
sen bestätigt werden konnte. Für ATG8.1 A/B traten jedoch bei einer blau/weiß-Selektion
wiederholt keine rein weißen (und damit rekombinanten) Kolonien auf. Die vorhandenen
hellblauen Transformanten erwiesen sich in Restriktionsanalysen als selbstligiert. Mögli-
che Faktoren, die zu einer ineffizienten Insertion des ATG8.1 A/B geführt haben, könnten
einerseits in der Ausbeute des PCR Produkts bestehen. Hier hätte der Einsatz größerer
Volumina eine Effizienzsteigerung bewirken müssen. Andererseits wurde vom Hersteller
eine Variation der Ligationsdauer zwischen 30 s und 30 min empfohlen. Ferner könnte
durch den Einsatz unterschiedlicher Salzkonzentrationen sichergestellt werden, daß die
Topoisomerase nach erfolgter Ligation nicht erneut an die DNA bindet und wiederholt
Einzelstrangbrüche setzt. Obwohl die genannten Parameter mehrfach variiert wurden, ge-
lang die Subklonierung von ATG8.1 A/B nicht. Daraufhin wurde versucht, die PCR Pro-
dukte ATG8.1 A/B und ATG8.2 unmittelbar über die BseYI Schnittstellen zu koppeln. Das
in geringer Ausbeute entstehende Addukt sollte über eine PCR Amplifikation vermehrt
werden. Der Nachteil dieses Verfahrens bestand zum einen darin, daß nur eine gerin-
ge Menge Ausgangsmaterial zur Verfügung stand, das zudem mehrfach verlustbehaftet
aufgereingt werden musste. Zum anderen war die enzymatische Prozessierung von DNA
Fragmenten, die in vitro synthetisiert wurden, ineffizienter als von subklonierter DNA.
Bei minimalem Ligationserfolg führte eine nachfolgende PCR des Addukts zwangsläu-
fig zu einer hohen Amplifikation von einzelsträngiger DNA, da die Primer auch an nicht
ligierte DNA Fragmente banden. Tatsächlich wurde ein PCR Produkt korrekter Größe er-
halten, das bei eingehender Untersuchung jedoch als fehlerhaft eingestuft werden musste.
Schließlich wurden neue Primer konstruiert, die anstelle der Restriktionsstellen über An-
kersequenzen verfügten. Über diese wurden die Fragmente ATG8.1 A/B und ATG8.2 mit
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einer PCR Ligation erfolgreich gekoppelt und in p2T7 kloniert. Die korrekte Rekombina-
tion wurde mittels Restriktionsanalysen bestätigt.
Die Einsatzfähigkeit aller Konstrukte wurde durch Sequenzierungen abgesichert. Für RNAi
Experimente stellten weder Punktmutationen, noch Deletionen zwingende Ausschluss-
kriterien dar, da der knockdown durch nur 21 Nukleotide umfassende siRNA vermittelt
wurde. Damit blieb eine Erkennung der Ziel-mRNA stets gewährleistet.

Transfektion von T. brucei

Während konventionelle Experimente meist aus Kulturstabilaten als Vor- und Hauptkul-
tur angesetzt werden, wurden für die vorliegende Arbeit größtenteils Dauerkulturen ein-
gesetzt. Der Grund hierfür lag in der geringeren Verfügbarkeit von Kulturstabilaten, und
der erweiterten lag-Phase nach dem Auftauen, die die Verwendung genetisch veränderter
Zelllinien mit sich brachte. Die Herstellung von Stabilaten aus Versuchstieren würde hier
größeren rechtlichen und praktischen Aufwand verursachen. Der notwendige Selektions-
druck müsste durch regelmässige Antibiose des Tieres aufrechterhalten werden, oder an-
schließend in Kultur stattfinden, was de facto einer Dauerkultur gleich käme. Außerdem
ist eine Hygromycin-Selektion in Wildtyp-Mäusen aufgrund der hohen Toxizität nicht
möglich (Uzureau et al., 2007). Insofern wurden die SMB-Zellen täglich verdünnt und
damit im Bereich exponentiellen Wachstums gehalten. Stabilate wurden aus Zellkultur
hergestellt. Es war bekannt, daß dieses Vorgehen eine Adaption der Zelllinie an das Me-
dium nach sich ziehen konnte, was eventuell zur Entwicklung von rein monomorphen
Stämmen geführt hätte.
Die Transfektion von single marker bloodstreamform Trypanosomen erfolgte mit p2T7-
ATG8.1 A/B-ATG8.2 zur Erzeugung eines induzierbaren ATG8 triple knockdown und mit
p2T7.alpha-Tubulin als Kontrolle. Die Plasmide wurden mit Not I linearisiert und über
Elektroporationen in die Zellen eingeschleußt, wo sie über ribosomale spacer Regionen
ins Trypanosomengenom integrierten. Die erfolgreiche Transfektion war von mehreren
Parametern abhängig. 1) Der gesetzte Puls musste die Translokation der DNA ins Zy-
toplasma ermöglichen, sollte dabei aber eine möglichst hohe Überlebensrate der Zel-
len gewährleisten. 2) Die eingesetzte DNA-Menge und die zur Selektion verwendete
Hygromycin-Konzentration mussten aufeinander abgestimmt werden. So führte eine hohe
DNA Konzentration offensichtlich dazu, daß das Konstrukt in höherer Kopienzahl in das
Genom integriert wurde. In der Folge genügte die synthetisierte Menge des Tetracyclin-
Repressors nicht mehr, um die Tet Operator Regionen abzusättigen. Der knockdown wur-
de stark leaky und führte zu einem letalen Phänotyp. Andererseits bedingte eine geringe
DNA-Menge eine weniger häufige Integration ins Wirtsgenom und führte damit auto-
matisch zu einer potentiell geringeren Hygromycin-Resistenz. 3) Weiterhin musste si-
cher gestellt werden, daß die Zelldichte zu keinem Zeitpunkt 1e6/ml überstieg, um eine
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Anreicherung des niedermolekularen Differenzierungsfaktors im Medium zu verhindern.
Ansonsten wäre es zu einer Differenzierung in short stumpy Formen mit anschließender
Prostaglandin D2-vermittelter Apoptose gekommen. Sank die Zellzahl in der Selektions-
phase jedoch unter 1e5/ml, wie es für die klonale Entwicklung einzelner rekombinanter
Trypanosomen erwünscht war, so wurde der Einsatz spezieller supplementierter Medien
erforderlich, um ein Wiederanwachsen zu ermöglichen.
Zu Beginn wurden 50 µg DNA pro Elektroporation eingesetzt und nach einer 6-stündigen
recovery Phase mit 10 µg/ml Hygromycin selektiert. Unter diesen Bedingungen führte ein
Elektroporationspuls zu einer Überlebensrate zwischen 4% und 30%. Die mit p2T7.alpha-
Tubulin elektroporierten Trypanosomen zeigten 18 h posttransfektional einen ausgepräg-
ten FAT Phänotyp. Ihre ATG8 defizienten Pendants brachen innerhalb der ersten 6 h
komplett ein. Die Elektroporationsparameter (1.1kV, 25µF, ∞ Ω, ca. 0.3ms) waren of-
fensichtlich geeignet, um eine Aufnahme der DNA in die Zellen und ihre Integration zu
bewirken. Danach wurde die DNA Menge schrittweise reduziert, bis weniger als 5% der
α-Tubulin defizienten Zellen eine nicht-induzierte FAT Morphologie zeigten. 10 µg DNA
erwiesen sich dabei als optimal. Bei den ATG8 defizienten Kulturen fand nun zeitweise
ein Wachstum statt. Nach Ablauf von zwei Tagen starben jedoch alle Kulturen vollständig
ab, was nun nicht mehr in einem letalen, konstitutiven knockdown begründet sein konn-
te. Auch eine Differenzierung aufgrund zu hoher Zelldichte schied als Möglichkeit aus,
da die Zellzahl gegebenenfalls durch Verdünnung im exponentiellen Wachtstumsbereich
gehalten wurde. Vermutet wurde zuerst ein zu starker Selektionsdruck. Deshalb wurden
SMB-Wachstumskurven mit unterschiedlichen Hygromycin-Konzentrationen aufgenom-
men. Es zeigte sich, daß innerhalb der ersten 15 h begonnene Zellteilungen vermutlich
abgeschlossen wurden. Es fand höchstens eine Verdopplung der Zellzahl statt. Nach ins-
gesamt 30 h starben die Zellen als Folge der gehemmten Proteinbiosynthese vollständig
ab. Dies galt gleichermaßen für alle eingesetzten Konzentrationen. Folgende Schlussfol-
gerungen wurden gezogen: 1) Der Einsatz von lediglich 2.5 µg/ml Hygromycin war zur
Selektion ausreichend. 2) Da maximal eine Verdopplung erfolgte, war eine Verdünnung
von unter 5e5 Zellen/ml nicht notwendig. 3) Der Einbruch der elektroporierten Kolonien
war auf die Hygromycin-Selektion zurückzuführen. Bei weiteren Elektroporationen mit
lediglich 2.5 µg/ml kam es jedoch innerhalb von fünf Tagen zu keiner Erholung der Zell-
population. Dies wurde so interpretiert, daß eine Entwicklung von hochverdünnten (oder
einzelnen) Trypanosomen im BF-Medium nicht möglich war. Durch die Zugabe von un-
behandelten SMB Zellen (feeder Trypanosomen) sollte das Medium konditioniert und die
transgene Population stabilisiert werden. Bis zum Absterben der nicht-resistenten SMB
Zellen hätte die Zelldichte rekombinanter Trypanosomen auf ein Niveau steigen sollen,
auf dem deren eigenständiges Überleben gesichert wäre. Dieser Ansatz blieb jedoch er-
folglos. Erst der Umstieg von BF-Medium auf HMI-9 Medium ermöglichte die klonale
Entwicklung einzelner Trypanosomen. Gleichzeitig verkürzte sich die Generationszeit in
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diesem Medium von 9.0 auf 6.6 h. Diese Wirkung wurde auf die proprietäre Kompo-
nente Serum Plus ® zurückgeführt, dessen Zusammensetzung jedoch nicht offengelegt
ist. Long slender Trypanosomen synthetisieren Prostaglandin F2α, dessen Wirkung als
Wachstumsfaktor beispielsweise auf Lymphocyten bekannt ist. Der Versuch, BF-Medium
mit PGF2α zu supplementieren, zeigte nur marginale Effekte bezüglich der Eignung zur
klonalen Vermehrung von Trypanosomen. Damit blieb HMI-9 für zukünftige Elektropo-
rationen das Medium der Wahl.
Für die Elektroporation von Blutformen wurden unter den optimierten Versuchsbedin-
gungen folgende Zellzahlen erhalten: Pro Elektroporation wurden 2.5e7 Zellen in 440 µl
Cytomix eingesetzt, von denen unmittelbar nach dem Puls noch 10-70% überlebten. Nach
Aufnahme in 36ml HMI-9 waren noch 10-30% der Zellen am Leben. Während der 6-
stündigen recovery Phase nahm die Zelldichte wieder leicht zu. Nach der Zugabe von
Hygromycin wurden innerhalb der ersten 10 h begonnene Zellteilungen abgeschlossen,
in den nächsten 20 h starben nicht-rekombinante Zellen ab. Nach 3 Tagen waren wieder
einzelne lebende Trypanosomen mikroskopisch zu beobachten und nach 5 Tagen waren
in 1-5 wells transgene Populationen mit 1e5-8e5/ml vorhanden. Diese Werte können bei
zukünftigen Elektroporationen als Vergleichsstandard dienen.

Sequenzanalyse der 5’-untranslated regions

Um die down Regulation von mRNA im Rahmen eines knockdown zu beweisen, wur-
den spezifische Northern blot Sonden benötigt, die zwischen 200 und 800 Basen groß
sein sollten. Desweiteren sollten diese nicht mit der zur RNA Interferenz eingebrachten
dsRNA überlappen. Um diesen Anforderungen zu genügen, war es für die verhältnismä-
ßig kleinen ATG8-Gene notwendig, die 5’-untranslated regions in die Konstruktion der
Sonden mit einzubeziehen. Deren Längen mussten jedoch experimentell bestimmt wer-
den, da Transkriptome in Genomdatenbanken nicht nachgeschlagen werden konnten.
Zu Beginn wurde aufgrund vorhergegangener, laborinterner Experimente vermutet, daß
die UTR-Regionen größer als 300bp waren. Die größten PCR Produkte, die mit den Pri-
merpaaren SL23se/VD8.1A, VD8.1B und VD8.2 erhalten wurden, schienen dies zu be-
stätigen. Tatsächlich konnten mit Primern, die für die Amplifikation von 300bp großen
Sonden konstruiert wurden (ATG8.Xse/as-Northern), PCR Produkte korrekter Größe er-
halten werden, sofern cDNA als template eingesetzt wurde. Diente jedoch beispielsweise
das PCR Produkt der Primerkombination SL23se/ATG8.1A-UTR-length als template, so
wurde kein entsprechendes ATG8.1A Amplimer enthalten. Diese und weitere Beobach-
tungen zeigten, daß die untranslated regions tatsächlich deutlich kleiner sein mussten.
Daß dennoch zuerst PCR Produkte amplifiziert wurden, könnte durch Kontamination der
cDNA templates mit genomischer DNA oder ungespleißter, revers transkribierter RNA
erklärt werden.
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Der vermeintliche Vorteil, daß in trans gespleißte mRNA 5’-terminal stets mit einer spli-

ced leader Sequenz beginnt, erwies sich für die UTR-Längenbestimmung als nicht un-
problematisch. Zwar stand mit dem spliced leader Primer ein Werkzeug zur Verfügung,
das eine unmittelbare Amplifikation beliebiger UTRs ermöglichen sollte. Doch mit ei-
ner Schmelztemperatur von lediglich 54 °C war dieser Primer zu unspezifisch und führte
zur Amplifikation von zahlreichen Nebenprodukten. Eine Schmelzpunkterhöhung konnte
durch einfache Verlängerung der Primers nicht erreicht werden, da dadurch seine Selbst-
komplementarität zu stark gestiegen wäre. Verschiedene Ansätze wurden unternommen,
um das jeweils korrekte Amplimer zu identifizieren. Unterschieden sich sense und anti-

sense Primer in ihrer Schmelztemperatur deutlich, so erwies sich der Einsatz multipler
Hybridisierungsstufen als hilfreich. Ebenso wurden mit der Durchführung verschachtel-
ter PCRs entscheidende Hinweise erhalten. Die Reduktion der Schmelztemperatur des
antisense Primers auf das Niveau des spliced leader Primers ermöglichte in einem Fall
die korrekte Amplifikation ohne Nebenprodukte. Obwohl die Experimente durchaus ziel-
führend waren, glich die Auswertung kriminalistischer Detailarbeit. Eine schnellere, effi-
zientere und letztlich aufgrund der Sequenzierungsergebnisse aussagekräftigere Analyse
konnte mit Hilfe der 5’-RACE-PCR erreicht werden.
In Abbildung 4.1 werden die Ergebnisse der einzelnen Experimente noch einmal zusam-
mengefasst. ATG8.1A lies sich mit den laborintern bereits vorhandenen Primern SL23se/
VD8.1Aas (mit einfacher annealing temperature) nur als sehr schwache Satellitenban-
de nachweisen. Eine touchdown PCR mit Primern gleicher Schmelztemperatur (SL23se/
ATG8.1A-UTR-length-as) lieferte hingegen eine intensive Bande korrekter Länge.
ATG8.1B konnte unter verschiedenen Bedingungen mit SL23se / VD8.1Bas überhaupt
nicht amplifiziert werden. Die klar definierten und intensiven Banden suggerierten eine
UTR-Länge, die im nachhinein revidiert werden musste. Primer identischer Schmelztem-
peratur (SL23se/ATG8.1A-UTR-length-as) generieren eine Vielzahl von PCR-Produkten,
darunter auch (aber nicht dominant) das Amplimer korrekter Länge. Verschachtelte PCRs
nach Kapitel 3.3.4 blieben für ATG8.1A und B erfolglos. ATG8.2 wurde vom Primerpaar
SL23se/VD8.2as erst unter modifizierten Hybridisierungsbedingungen (d.h. bei doppelter
annealing temperature) als zusätzliche Bande sichtbar. Diese Bande konnte mittels einer
verschachtelten PCR bestätigt werden.
Letztlich führte jedoch erst die RACE-PCR mit nachfolgender Sequenzierung zur ein-
deutigen Aufklärung der 5’-UTR-Länge aller drei ATG-mRNAs. Die tatsächlichen Län-
gen der 5’-UTRs beliefen sich (inklusive spliced leader Sequenz) auf 169 Basen für
ATG8.1A, 150 Basen für ATG8.1B und 228 Basen für ATG8.2.

Charakterisierung der rekombinanten Klone

Anhand der α-Tubulin defizienten Trypanosomen wurde bewiesen, daß die Herstellung
transgener Blutformen und die Methode der RNA Interferenz unter den gewählten Bedin-
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Primer Kap. Abb. ATG8.1A ATG8.1B ATG8.2
SL23se/VD8.Xas 3.3.2 3.33 224 (X) 211 421 (X)
ATG8.Xse/as-Northern 3.3.3 3.34 304  302  302  
SL23se/ATG8.X-as-T.KO 3.3.4 3.36 / 3.38 484 X 465 X 581 X
SL23se/VD8.Xas 3.3.4 3.37 / 3.39 224 211 421 X
SL23se/ATG8.X-UTR-l. 3.3.5 3.40 253 X 231 (X) –
AP/ATG8.X-as-T.KO 3.3.6 3.43 / 3.44 >484 (X) >465 (X) > 581
AUAP/VD8.Xas 3.3.6 3.43 / 3.44 >224 X >211 X >421 X

Abbildung 4.1: Erwartete Banden aller durchgeführter PCRs. Legende: X definierte Ban-
de vorhanden; (X) Bande vorhanden, aber nicht dominant;  Bande vorhanden, sollte
aber ausgehend von mRNA gar nicht nachweisbar sein.

gungen funktionierten. Verschiedene Tetracyclin-Konzentrationen wurden zur Induktion
eingesetzt. Es wurde festgestellt, daß bereits 500 ng/ml Tetracyclin ausreichten, um einen
maximalen Phänotyp zu generieren. Dabei musste beachtet werden, daß ein FAT Phäno-
typ im Sinne sphärischer Zellkörper erst nach Wiederaufnahme der α-Tubulin Synthese
ausgebildet wird. Wurden also besonders hohe, und damit vermeintlich wirkungsvolle
Tetracyclin-Konzentrationen eingesetzt, so kam es primär zur Anreicherung von Zel-
len mit doppelt angelegten Zellkernen, Kinetoplasten, Basalkörpern und Flagellen. Der
α-Tubulin knockdown führte zu einem G2-Zellzyklusarrest. Konnte das Tetracyclin auf-
grund seiner Konzentration nicht schnell genug metabolisiert werden, kam es zu keiner
erneuten α-Tubulin-Synthese. Damit wurde die Zellteilung nicht abgeschlossen und der
morphologisch besonders auffällige sphärische FAT Phänotyp bildete sich nicht aus. Den-
noch lag ein funktionierender knockdown vor.
Ausgehend von den fünf erhaltenen p2T7.ATG8.1 A/B-ATG8.2 Transfektanten wurde
in einem Northern dot blot Verfahren derjenige Klon identifiziert, der unter Tetracyclin-
Induktion die größte Transkriptionssteigerung von dsRNA erfuhr. Dieser Klon wurde zu-
sammen mit SMB Kontrollzellen in einem Northern blot unter verschiedenen Bedingun-
gen untersucht. Bei der Hybridisierung mit β-Tubulin Sonden fiel auf, daß die normaler-
weise sehr prominente Bande nur noch schwach sichtbar war, wenn die Zellen 2.5 h in
TDB gehungert wurden. Unter Tetracyclin-Induktion lieferten ATG8− Trypanosomen ei-
ne intensive dsRNA Bande. Nicht-induziert wurden noch 31 % Restintensität gemessen,
was eine schwache Hintergrundexpression des RNAi Konstrukts offenbarte. Bei TDB ge-
hungerten ATG8− Zellen (induzierten und nicht-induzierten) konnte keine dsRNA mehr
nachgewiesen werden. Dies wurde dahingehend interpretiert, daß das Aushungern in
Aminosäure-freiem trypanosome dilution buffer zur Induktion von Autophagie nur be-
dingt geeignet war, da die Trypanosomen sehr rasch ihren Stoffwechsel verlangsamten.
Wachstumsanalysen zeigten ebenso, daß nach kurzer Zeit in TDB die Motilität der Trypa-
nosomen rasch abnahm und nach 2.5 h alle Zellen desintegriert waren. Die Autophagie-
Induktion mit Rapamycin sollte deshalb zukünftig präferiert werden. ATG8 mRNA konn-



4. Diskussion 96

te weder mit Hilfe der ATB8.1 A/B-ATG8.2-Addukt-Sonde (die primär gegen die dsRNA
gerichtet war), noch mit Hilfe spezifischer, auf Grundlage der 5’-UTR-Analysen kon-
struierter Sonden nachgewiesen werden. Es wurde vermutet, daß die Expressionslevel so
gering waren, daß der Einsatz von jeweils 10 µg gesamt-RNA pro Probe nicht ausreichte.
Hier würde eventuell eine Steigerung der RNA Menge, kombiniert mit einer mRNA-
Isolierung Abhilfe schaffen. Aufgrund des eindeutigen Nachweises der dsRNA und des
erfolgreichen proof of concept mit einem α-Tubulin knockdown konnte jedoch davon aus-
gegangen werden, daß ATG8 in T. brucei erfolgreich herunterreguliert wurde.
Bei ersten Western blots mit Antikörpern gegen ATG8 wurden Banden zwischen 55 und
70 kDa erhalten. Es gab Hinweise darauf, daß es sich hierbei nicht um unspezifische
Wechselwirkungen, sondern um den Nachweis von ATG8-Oligomeren handeln könnte.
Außerdem wurden Hinweise darauf erhalten, daß die Expression von ATG8 durch Ra-
pamycin induziert wurde. Dies würde bedeuten, daß ATG8 selbst an der Regulation der
Autophagie beteiligt ist, und nicht etwa konstitutiv exprimiert wird. Diese vorläufigen Er-
gebnisse sind jedoch noch nicht gesichert und müssten in zukünftigen Projekten genauer
überprüft werden.
Wachstumsanalysen ergaben, daß mit Rapamycin behandelte Trypanosomen durch deut-
lich längere Generationszeiten gekennzeichnet waren als unbehandelte Kontrollzellen.
Innerhalb der ersten 12 h halbierte sich die Zelldichte von SMB Zellen unter Rapamy-
cineinwirkung, da diese vermutlich vorrangig Autophagie betrieben oder in altruistischer
Weise apoptotisch starben. Danach schien das Rapamycin weitgehend abgebaut zu sein,
worauf sich die Zellpopulation erholte. ATG8− Zellen zeigten auch unter Zugabe von
Rapamycin keine Abnahme der Zelldichte, wenngleich die Wachstumsrate geringer war
als bei den Rapamycin-freien Kontrollen. Offensichtlich waren diese Zellen weniger in
der Lage, Autophagie zu betreiben, so daß statt dessen mehr Energie in die Proliferation
investiert wurde. Dass das ursprüngliche Wachstumsniveau nicht erreicht wurde, könnte
dadurch erklärt werden, daß neben dem ATG8 System entgegen bioinformatischer Vor-
raussagen ein Alternativsystem zur Verfügung stand. Andererseits stellte TOR ein zen-
trales Element diverser Signalkaskaden dar, so daß die Inhibition von TOR neben der
Induktion der Autophagie zu einer Vielzahl von Stoffwechselveränderungen führte. Mit
Tetracyclin induzierte ATG8− Zellen schienen unter Autophagiebedingungen nochmals
schneller zu wachsen als nicht-induzierte, was dem Modell des induzierbaren knockdown

entspräche. Entsprechend gingen die am schnellsten wachsenden (Tetracyclin induzier-
ten) Zellen zuerst in die Absterbephase über, gefolgt von den nicht-induzierten Trypano-
somen, die jedoch leicht leaky waren. Die SMB Kontrollzellen überlebten am längsten,
da sie ihr exponentielles Wachstum aufgrund des anfänglichen Einbruchs bei einem ge-
ringeren Basiswert begannen.
Eine vollständige Charakterisierung ATG8 defizienter Zellen würde eine elektronenmi-
kroskopische Untersuchung autophagischer Strukturen einschließen. Obwohl eine voll-
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ständige Phänotypisierung nicht Teil dieser Arbeit war, wurden erste Versuche in diese
Richtung bereits vorbereitet. Durchgeführte Einbettungen lieferten jedoch bislang nicht
genügend zelluläres Probenmaterial aufgrund des schnellen Absterbens der TDB gehun-
gerten Trypanosomen. Hier sollte deshalb zukünftig Rapamycin zur Induktion der Auto-
phagie genutzt werden.
Die in der Einleitung benannten Ziele konnten im Rahmen dieser Arbeit vollständig er-
reicht werden. Darüber hinaus wurden weiterführende Experimente begonnen, die die
Basis für zukünftige Untersuchungen der hier generierten Zelllinien bilden.



5. Abstract

Autophagy is a means which allows eukaryotic cells to selectively self-digest cellular
components or whole compartments in order to adapt to new environmental conditions,
to re-organize during differentiation or to overcome times of lack of nutrients. It seems
that an evolutionary simple autophagic system has been conserved in trypanosomes, the
causative agent of African sleeping sickness. Out of two known systems, which are re-
sponsible for the expansion and completion of autophagosomes, apparantly only one,
namely the ATG8-based system, seems to be present in T. brucei.
Three potential ATG8 orthologues have been identified in T. brucei, two of them being
nearly identical. In this work an inducible knockdown of all three ATG8 genes has been
established by RNA interference. Therefore single marker bloodstream form trypanoso-
mes have been used, which express T7 RNA polymerase and tetracyclin repressor. The
RNAi vector contained two T7 promotor and Tet operator sites in opposite directions, al-
lowing dsRNA to be expressed under tetracyclin induction.
At first, ATG8.1 A/B double knockdown and ATG8.2 single knockdown constructs were
cloned into E. coli. Afterwards, the ATG8.1 A/B and ATG8.2 PCR products were cou-
pled by PCR ligation technique and cloned, leading to a triple knockdown construct. The
correct composition of all RNAi constructs was confirmed by restriction analysis and
DNA sequencing. SMB cells were transfected with the p2T7.ATG8.1 A/B-ATG8.2 triple
knockdown construct and p2T7.alpha-tubulin as positive control. Foremost, the electro-
poration of bloodstream forms had to be established as a new method in the laboratory.
Therefore several parameters, including the best suited amount of DNA, convenient con-
centration of selective antibiotics, measurement of cell density control and variation of
medium supplements, had to be optimized. In order to elucidate ATG8 mRNA levels by
Northern blotting, specific probes had to be constructed. This implicated the need to de-
termine the length of the ATG8 5’-untranslated regions by several methods, including
5’-RACE PCR. The knockdown strains were analysed by Northern blotting and it was
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tested which induction parameters lead to the best results. The effect of autophagy and its
potential knockdown was visualized in growth curves. An explicit analysis of the respec-
tive phenotypes was not part of this work.



A. Appendix

A.1 Sequenzanalysen

A.1.1 ATG8.1A (Tb927.7.5900)

/* 351 Nukleotide, 116 Aminosäuren */

/* für ATG8.1A spezifischer Sequenzbereich */

1 ATG AAG TAT AAC TTC AAG GAT TCA CAT TCT CTG GTA AAG CGA TTG AAT GAA TCC GCA AAG 60
Met Lys Tyr Asn Phe Lys Asp Ser His Ser Leu Val Lys Arg Leu Asn Glu Ser Ala Lys

61 GTG CGC AAG AGT CAC CCC AAC CAT TTT CCC G 91
Val Arg Lys Ser His Pro Asn His Phe Pro Val

/* für ATG8.1A und B identischer Seq.bereich */

92 TC ATA TGT GAA AAG GTG TAT AAC TCC GAT 120
Val Ile Cys Glu Lys Val Tyr Asn Ser Asp

|--ATG

121 ATT GGT GAG TTA GAC AGG TGT AAA TTT CTC GTC CCA TCT GAT CTA ACG GTC GGA CAG TTT 180
Ile Gly Glu Leu Asp Arg Cys Lys Phe Leu Val Pro Ser Asp Leu Thr Val Gly Gln Phe
8.1(A&B)-se-TripleKO--|

181 GTC AGC GTG CTA CGC AAA CGT GTG CAG CTG GAA GCC GAA TCT GCA CTC TTC GTT TAT ACC 240
Val Ser Val Leu Arg Lys Arg Val Gln Leu Glu Ala Glu Ser Ala Leu Phe Val Tyr Thr

241 AAT GAC ACA GTA CTC CCC TCC AGT GCG CAA ATG GCG GAC ATT TAC TCC AAA TAT AAG GAT 300
Asn Asp Thr Val Leu Pro Ser Ser Ala Gln Met Ala Asp Ile Tyr Ser Lys Tyr Lys Asp

|ATG8.1

301 GAA GAC GGT TTC CTA TAC ATG AAA TAT TCA GGT GAG GCG 339
Glu Asp Gly Phe Leu Tyr Met Lys Tyr Ser Gly Glu Ala
(A&B)-as-TripleKO-|

/* für ATG8.1A spezifischer Sequenzbereich */

340 GCA TTT GGA TAA 351
Ala Phe Gly Term

A.1.2 ATG8.1B (Tb927.7.5910)

/* 363 Nukleotide, 120 Aminosäuren */

/* für ATG8.1B spezifischer Sequenzbereich */

1 ATG AGT AAA AAA GAT AGC AAG TAC AAA ATG AGC CAC ACC TTT GAG AGC CGA CAG TCG GAT 60
Met Ser Lys Lys Asp Ser Lys Tyr Lys Met Ser His Thr Phe Glu Ser Arg Gln Ser Asp
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61 GCC GCA AAG GTG CGT GAA AGG CAT CCG GAT CGT TTG CCC A 100
Ala Ala Lys Val Arg Glu Arg His Pro Asp Arg Leu Pro Ile

/* für ATG8.1A und B identischer Seq.bereich */

101 TC ATA TGT GAA AAG GTG TAT 120
Ile Ile Cys Glu Lys Val Tyr

121 AAC TCC GAT ATT GGT GAG TTA GAC AGG TGT AAA TTT CTC GTC CCA TCT GAT CTA ACG GTC 180
Asn Ser Asp Ile Gly Glu Leu Asp Arg Cys Lys Phe Leu Val Pro Ser Asp Leu Thr Val

|--ATG8.1(A&B)-se-TripleKO---|

181 GGA CAG TTT GTC AGC GTG CTA CGC AAA CGT GTG CAG CTG GAA GCC GAA TCT GCA CTC TTC 240
Gly Gln Phe Val Ser Val Leu Arg Lys Arg Val Gln Leu Glu Ala Glu Ser Ala Leu Phe

241 GTT TAT ACC AAT GAC ACA GTA CTC CCC TCC AGT GCG CAA ATG GCG GAC ATT TAC TCC AAA 300
Val Tyr Thr Asn Asp Thr Val Leu Pro Ser Ser Ala Gln Met Ala Asp Ile Tyr Ser Lys

301 TAT AAG GAT GAA GAC GGT TTC CTA TAC ATG AAA TAT TCA GGT GAG GCG 348
Tyr Lys Asp Glu Asp Gly Phe Leu Tyr Met Lys Tyr Ser Gly Glu Ala

|-ATG8.1(A&B)-as-TripleKO-|

/* für ATG8.1B spezifischer Sequenzbereich */

349 ACA TTT GGA TGC 360
Thr Phe Gly Cys

361 TAA 363
Term

A.1.3 ATG8.2 (Tb927.7.3320)

/* 405 Nukleotide, 134 Aminosäuren */

/* für ATG8.2 spezifischer Seq.bereich */

1 ATG CCT TCA CAC TAC CGG TAC CAG TAC ACA CGT AGT TTT GCT GAA CGC GCG AAG GAA ACA 60
Met Pro Ser His Tyr Arg Tyr Gln Tyr Thr Arg Ser Phe Ala Glu Arg Ala Lys Glu Thr

61 GAA TCC GCG CGC TTG CGC TAC CCC AAA CAC ATT CCC ATC CTT TGC GAG CCC ACT TCA GCC 120
Glu Ser Ala Arg Leu Arg Tyr Pro Lys His Ile Pro Ile Leu Cys Glu Pro Thr Ser Ala

|---ATG8.2-se-TripleKO---|

121 GCT AGC GCC TCT ACA CCG CGT GAT GTG AGG CTC TTC TCC ACA CGG CAG CAG GTG CAG CGC 180
Ala Ser Ala Ser Thr Pro Arg Asp Val Arg Leu Phe Ser Thr Arg Gln Gln Val Gln Arg

181 GAG CTG GAC TGT AAT AAG TTT CTT CTC CCT GAA ACT GCT ACC GTT ATG GAG TTC ATG ATG 240
Glu Leu Asp Cys Asn Lys Phe Leu Leu Pro Glu Thr Ala Thr Val Met Glu Phe Met Met

241 GCG CTG CGG CAG CGG CTG CTG CTA GAA GAG GGT CAA GCC GTA TTT GTG TTT ATA GGA AAT 300
Ala Leu Arg Gln Arg Leu Leu Leu Glu Glu Gly Gln Ala Val Phe Val Phe Ile Gly Asn

301 GAA CTA CCG CCG AAC AGT GCC TGC TTG GGA GAC ATT TAC GCA AGG GCA AAA GAC CCT GAT 360
Glu Leu Pro Pro Asn Ser Ala Cys Leu Gly Asp Ile Tyr Ala Arg Ala Lys Asp Pro Asp

|---ATG8.2-as-TripleKO---|

361 GGC TTT CTG TAC GTG TCG TAT GGT GTG GAA AAT ACA TTT GGT TGA 405
Gly Phe Leu Tyr Val Ser Tyr Gly Val Glu Asn Thr Phe Gly Term

A.1.4 p2T7 RNAi Vektor

GAATTCGATGCGAGGCGAATCGCTCAGTAGTGTTAGTGCAGGCATTGTTTCTCTTTTCCATTTCGGCTCGCTCTCTGTGCCAGAAAGGCTTTTGGAGTCTTGGTTACTCGTGGGACTAGG 0001-0120
GCAAGCGTCGCTTCCCTAATAATTGTTGCTAACGTTTCACCGTGCGTGTGTGGATATCTTCCAAGTTGTCATTTTCTCTACCCCTCTCTTTTCCGGCGCGGTCTAACTTCCTCCAACTAG 0121-0240
CGCATTTCCATGATAACGGGGTCCACATAGTCCGTTGTAGTGAAATTGGCATGCCATCAGGGCCAAGGCATACATCGCGGCCGCGATAAAAATGATACGATGATCTCCGTGTGGAGCAGA 0241-0360
CCGTGGCGACCAGTTTGTACCATGGAAGTTCTTCGATAGAGTTATATCGAGTGCGGAATTGATGCTACGGTCACAGTGTCGTATCGTGTGGTCTCCCATGTGTTTTTGACGGTGTACCAA 0361-0480
TTATCTTTGCACTAATGGGCTATGGAATCTTTCCTTTTAATCAGGGGGACATGTTTATCCCACGCCAGTAGTCTGGAATTAGAATACATACCAACTATATGAGCTCGAATTCTGCATTAA 0481-0600
TGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAG 0601-0720
GCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTC 0721-0840
CGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCG 0841-0960
ACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGT 0961-1080
GTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGC 1081-1200
AGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGA 1201-1320
GTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACG 1321-1440
GGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGT 1441-1560
ATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTGGTGTAGATAACTACG 1561-1680
ATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGT 1681-1800
CCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCA 1801-1920
CGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGA 1921-2040
AGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGA 2041-2160
GAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTC 2161-2280
TCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAAT 2281-2400
GCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGT 2401-2520
ATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCC 2521-2640
TTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCA 2641-2760
GCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATTCGACGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAG 2761-2880
TAGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCAAGGAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGCGCTCATGAGCCCG 2881-3000
AAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATATAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCGTAGAGGATCTGGCTAGGAATA 3001-3120
CTGCATAGATAACAAACGCATCAAACACAACTGGTGGCACTATTTCAATCATGTCGACACACCAAGACGAGAAAATTTGAGTTAAACAAGATGCCTACAACCCTATATTTATTATCTTCA 3121-3240
AGTGATCTTCTCTTCTCTTGTGCGCTGTACGTAAATGTGTTGCAAATAAGGCATAGGGCTGAGTACAGGCACCACACGCGAGGAAAATCATAAGCACTAGCCGTGTCAACTCACAGCGAC 3231-3360
TACAGAACAATTTTGGCCACACAACCCGGTGTTAGGATCTCCGAGGCCTCTATTCCTTTGCCCTCGGACGAGTGCTGGGGCGTCGGTTTCCACTATCGGCGAGTACTTCTACACAGCCAT 3361-3480
CGGTCCAGACGGCCGCGCTTCTGCGGGCGATTTGTGTACGCCCGACAGTCCCGGCTCCGGATCGGACGATTGCGTCGCATCGACCCTGCGCCCAAGCTGCATCATCGAAATTGCCGTCAA 3481-3600
CCAAGCTCTGATAGAGTTGGTCAAGACCAATGCGGAGCATATACGCCCGGAGCCGCGGCGATCCTGCAAGCTCCGGATGCCTCCGCTCGAAGTAGCGCGTCTGCTGCTCCATACAAGCCA 3601-3720
ACCACGGCCTCCAGAAGAAGATGTTGGCGACCTCGTATTGGGAATCCCCGAACATCGCCTCGCTCCAGTCAATGACCGCTGTTATGCGGCCATTGTCCGTCAGGACATTGTTGGAGCCGA 3721-3840
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AATCCGCGTGCACGAGGTGCCGGACTTCGGGGCAGTCCTCGGCCCAAAGCATCAGCTCATCGAGAGCCTGCGCGACGGACGCACTGACGGTGTCGTCCATCACAGTTTGCCAGTGATACA 3841-3960
CATGGGGATCAGCAATCGCGCATATGAAATCACGCCATGTAGTGTATTGACCGATTCCTTGCGGTCCGAATGGGCCGAACCCGCTCGTCTGGCTAAGATCGGCCGCAGCGATCGCATCCA 3961-4080
TGGCCTCCGCGACCGGCTGCAGAACAGCGGGCAGTTCGGTTTCAGGCAGGTCTTGCAACGTGACACCCTGTGCACGGCGGGAGATGCAATAGGTCAGGCTCTCGCTGAATTCCCCAATGT 4081-4200
CAAGCACTTCCGGAATCGGGAGCGCGGCCGATGCAAAGTGCCGATAAACATAACGATCTTTGTAGAAACCATCGGCGCAGCTATTTACCCGCAGGACATATCCACGCCCTCCTACATCGA 4201-4320
AGCTGAAAGCACGAGATTCTTCGCCCTCCGAGAGCTGCATCAGGTCGGAGACGCTGTCGAACTTTTCGATCAGAAACTTCTCGACAGACGTCGCGGTGAGTTCAGGCTTTTTCATCACTA 4321-4440
GTTCTAGAGCTTATTTTATGGCAGCAACGAGACCTTACGTAAAGCAAAACTAAATAAGAGCGGAGACTGCAATGCAGAGTAAAAAAAAAAAAAACATGAATTTCAGAAGACCTTGCTGTG 4441-4560
CCCGGGCTCTGAGAGCGGTCAGTTGCTCTCCTGCTCCGTACGCCGTAAGCGCTACTTTTACTGCTTAATCTTTCCTATATAAGATATATTTCTATTACTATATATACTTTTTTAACTTTA 4561-4680
TCATTATTATCCTATTGTGTGTTGTATTGACTTTACAATAAAACATATTATATCTAACATGTCAAAAGCATCGGCTCTTCAATACAGTTACCCGTCCCTTATCAACACAGTACAATATAC 4681-4800

TCTGTCATGACAATAAGTATATATAAGAGCCAGAATGCACCCGCGCTGGGTGGAAAGCTAGCTTGCATGCCTGCAGGGGCCCAATCCGGATATAGTTCTCCTTTCAGCAAAAAACCCCTC 4801-4920
|<<<--2st-T7-terminator-AR-----

AAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTGGCAGCAGCCAACTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCCTATCCGGATATAGTTCTCCTTTCAGC 4921-5040
------------<<<--------------2st-T7-terminator-AR-------------------------------------<<<| |<<<---------------

AAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTGGCAGCAGCCAACTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCTGCAGAATACTGCAT 5041-5160
-------1nd-T7-terminator-AR------------------------------------1nd-T7-terminator-AR---------------<<<|

AGATAACAAACGCATCAAACACAACTGGTGGCACTATTTCAATCATGTCGAGGAGGACCGAATACTAATAACGACACTTGCGGTCAAAAAGTAGAAGAACAAATGCTCAACGATGAGTGA 5161-5280

ATCAGGTTAGGGTAGTCGGAAAATTATACAGAATGTCTTTGGCAACACACCGGCTGATTAATACGACTCACTATAGGGAGATCTCCCTATCAGTGATAGAGATCTCCCCGGGCCCCCCCT 5281-5400
|>-T7-promotor-->| |>--Tet-operator->| |-XhoI

CGAGTTAACGACCTTGCGTCCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGAT 5401-5520
---| |Eam1105I-|

|HpaI|

GGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAAC 5521-5640

GTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCG 5641-5760
|Met----LacZ’-->>>--

TCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAG 5761-5880
---LacZ’-------------->>>-----------------------------LacZ’-------------------->>>---------------------LacZ’------------

GGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCCGCGGGATATCACTAG 5881-6000
---LacZ’------------Term|

TGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTG 6001-6120

TGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCGACGCAAGGTCG 6121-6240
|Eam1105I-||-HpaI

TTAACGGAtccactagttctagagcggCCGGCCGCCACCGCGGCTAGATCTCTATCACTGATAGGGAGATCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATCAGCCGGTGTGTTGCCAAAGACATTC 6241-6360
----||----| BamHI |<--Tet-op.-AR--<| |<--T7-prom.AR--<|
|3’ PVS Primer 5’|

TGTATAATTTTCCAACTACCCTAACCTGATTCACTCATCGTTGAGCATTTGTTCTTCTACTTTTTGACCGCAAGTGTCGTTATTAGTATTCGGTCCTGGGCTGCAGGCTGCTAACAAAGC 6361-6480
|>>>--------

CCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGAACTATATCCGGATAGGGC 6481-6600
-----1st-T7-terminator----------------->>>------------------1st-T7-terminator---------------------------->>>|

TGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGAACTATA 6601-6720
|>>>---------2nd-T7-terminator---------------------------------------------------2nd-T7-terminator------------------>>>|

TCCGGATTGGGCCCCTGCAG 6721-6740

A.2 Sequenzierungsdaten

A.2.1 RNAi Vektoren

A.2.1.1 p2T7.ATG8.1-ATG8.2

>>>>>>>>>>>>>AGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTGGCAGCAGCCAACTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCCTATCCGGATATAGTTCTCCTTTCAGC 4921-5040 geplant
...N....................N........N............N................................... Klon VI sequenziert

<<<-------------2st-T7-terminator-AR-------------------------------------<<<| |<<<---------------

AAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTGGCAGCAGCCAACTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCTGCAGAATACTGCAT 5041-5160 geplant
.................................................NN..................................................................... Klon VI sequenziert

-------1nd-T7-terminator-AR------------------------------------1nd-T7-terminator-AR---------------<<<|

AGATAACAAACGCATCAAACACAACTGGTGGCACTATTTCAATCATGTCGAGGAGGACCGAATACTAATAACGACACTTGCGGTCAAAAAGTAGAAGAACAAATGCTCAACGATGAGTGA 5161-5280 geplant
........................................................................................................................ Klon VI sequenziert

ATCAGGTTAGGGTAGTCGGAAAATTATACAGAATGTCTTTGGCAACACACCGGCTGATTAATACGACTCACTATAGGGAGATCTCCCTATCAGTGATAGAGATCTCCCCGGGCCCCCCCT 5281-5400 geplant
................T....................................................................................................... Klon VI sequenziert

|>-T7-promotor-->| |>--Tet-operator->| |-XhoI

CGAGTTAACGACCTTCCGATATTGGTGAGTTAGACAGGTGTAAATTTCTCGTCCCATCTGATCTAACGGTCGGACAGTTTGTCAGCGTGCTACGCAAACGTGTGCAGCTGGAAGCCGAAT 5401-5520 geplant
...............---...................................................................................................... Klon VI sequenziert

---| |exEam|
|HpaI| |--ATG-8.1-SE-Primer--|

CTGCACTCTTCGTTTATACCAATGACACAGTACTCCCCTCCAGTGCGCAAATGGCGGACATTTACTCCAAATATAAGGATGAAGACGGTTTCCTATtgacggtccgtaagtttaaacgAA 5521-5640 geplant
........................................................................................-............................... Klon VI sequenziert

|------ATG-8.1-AS-Linking-PCR-Primer------|
|----ATG-8.2-AS-Linking-

CACATTCCCATCCTTTGCGAGCCCACTTCAGCCGCTAGCGCCTCTACACCGCGTGATGTGAGGCTCTTCTCCACACGGCAGCAGGTGCAGCGCGAGCTGGACTGTAATAAGTTTCTTCTC 5641-5760 geplant
........................................................................................................................ Klon VI sequenziert

--PCR-Primer-----|

CCTGAAACTGCTACCGTTATGGAGTTCATGATGGCGCTGCGGCAGCGGCTGCTGCTAGAAGAGGGTCAAGCCGTATTTGTGTTTATAGGAAATGAACTACCGCCGAACAGTGCCTGCTTG 5761-5880 geplant
........................................................................................................................ Klon VI sequenziert
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GGAGACATTTACGCAAGGGCAAAAGAAAGGTCGTTAACGGAtccactagttctagagcggCCGGCCGCCACCGCGGCTAGATCTCTATCACTGATAGGGAGATCTCC>>>>>>>>>>>>> 5881-6000 geplant
.... Klon VI sequenziert

|-ATG-8.2-AS-Primer-|exEam|HpaI| |3’ PVS Primer 5’| |<--Tet-op.-AR--<|
|--mit A-Überhang---| |HpaI||----| BamHI

A.2.1.2 p2T7.ATG8.1

>>>>>>>TATCCTATTGTGTGTTGTATTGACTTTACAATAAAACATATTATATCTAACATGTCAAAAGCATCGGCTCTTCAATACAGTTACCCGTCCCTTATCAACACAGTACAATATAC 4681-4800 geplant
............................................................N........................................... sequenziert

TCTGTCATGACAATAAGTATATATAAGAGCCAGAATGCACCCGCGCTGGGTGGAAAGCTAGCTTGCATGCCTGCAGGGGCCCAATCCGGATATAGTTCTCCTTTCAGCAAAAAACCCCTC 4801-4920 geplant
........................................................................................................................ sequenziert

|<<<--2st-T7-terminator-AR-----

AAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTGGCAGCAGCCAACTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCCTATCCGGATATAGTTCTCCTTTCAGC 4921-5040 geplant
.........................................N....................N......................................................... sequenziert

------------<<<--------------2st-T7-terminator-AR-------------------------------------<<<| |<<<---------------

AAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTGGCAGCAGCCAACTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCTGCAGAATACTGCAT 5041-5160 geplant
.....................................................N....................N............................................. sequenziert

-------1nd-T7-terminator-AR------------------------------------1nd-T7-terminator-AR---------------<<<|

AGATAACAAACGCATCAAACACAACTGGTGGCACTATTTCAATCATGTCGAGGAGGACCGAATACTAATAACGACACTTGCGGTCAAAAAGTAGAAGAACAAATGCTCAACGATGAGTGA 5161-5280 geplant
........................................................................................................................ sequenziert

ATCAGGTTAGGGTAGTCGGAAAATTATACAGAATGTCTTTGGCAACACACCGGCTGATTAATACGACTCACTATAGGGAGATCTCCCTATCAGTGATAGAGATCTCCCCGGGCCCCCCCT 5281-5400 geplant
................T....................................................................................................... sequenziert

|>-T7-promotor-->| |>--Tet-operator->| |-XhoI

CGAGTTAACGACCTTCGTTTAAACTTACGGACCGTCAATAGGAAACCGTCTTCATCCTTATATTTGGAGTAAATGTCCGCCATTTGCGCACTGGAGGGGAGTACTGTGTCATTGGTATAA 5401-5520 geplant
........................................................................................................................ sequenziert

---| |exEam|
|HpaI| |--ATG8.1-Linking-PCR-Primer-------anti-revers-eingebaut-------------------------------------------------

ACGAAGAGTGCAGATTCGGCTTCCAGCTGCACACGTTTGCGTAGCACGCTGACAAACTGTCCGACCGTTAGATCAGATGGGACGAGAAATTTACACCTGTCTAACTCACCAATATCGGAA 5521-5640 geplant
............................................................................................................N... sequenziert

----------------------------------------------------------------------------------------------mit-A-Überhang----------|exEam

GGTCGTTAACGGAtccactagttctagagcggCCGGCCGCCACCGCGGCTAGATCTCTATCACTGATAGGGAGATCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATCAGCCGGTGTGT>>>>>>>>> 5641-5759 geplant

---||HpaI| |3’ PVS Primer 5’|

A.2.1.3 p2T7.ATG8.2

>>>>>>>TATCCTATTGTGTGTTGTATTGACTTTACAATAAAACATATTATATCTAACATGTCAAAAGCATCGGCTCTTCAATACAGTTACCCGTCCCTTATCAACACAGTACAATATAC 4681-4800 geplant
..............................................................NN............................. sequenziert

TCTGTCATGACAATAAGTATATATAAGAGCCAGAATGCACCCGCGCTGGGTGGAAAGCTAGCTTGCATGCCTGCAGGGGCCCAATCCGGATATAGTTCTCCTTTCAGCAAAAAACCCCTC 4801-4920 geplant
................................................................N....................................................... sequenziert

|<<<--2st-T7-terminator-AR-----

AAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTGGCAGCAGCCAACTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCCTATCCGGATATAGTTCTCCTTTCAGC 4921-5040 geplant
...................-.................................................N.-................................................ sequenziert

------------<<<--------------2st-T7-terminator-AR-------------------------------------<<<| |<<<---------------

AAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTGGCAGCAGCCAACTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCTGCAGAATACTGCAT 5041-5160 geplant
...............................-...................................................-.................................... sequenziert

-------1nd-T7-terminator-AR------------------------------------1nd-T7-terminator-AR---------------<<<|

AGATAACAAACGCATCAAACACAACTGGTGGCACTATTTCAATCATGTCGAGGAGGACCGAATACTAATAACGACACTTGCGGTCAAAAAGTAGAAGAACAAATGCTCAACGATGAGTGA 5161-5280 geplant
........................................................................................................................ sequenziert

ATCAGGTTAGGGTAGTCGGAAAATTATACAGAATGTCTTTGGCAACACACCGGCTGATTAATACGACTCACTATAGGGAGATCTCCCTATCAGTGATAGAGATCTCCCCGGGCCCCCCCT 5281-5400 geplant
................T....................................................................................................... sequenziert

|>-T7-promotor-->| |>--Tet-operator->| |-XhoI

CGAGTTAACGACCTTTAGTCCCAGCAACACATTCCCATCCTTTGCGAGCCCACTTCAGCCGCTAGCGCCTCTACACCGCGTGATGTGAGGCTCTTCTCCACACGGCAGCAGGTGCAGCGC 5401-5520 geplant
...............---------...................................--...N....................................................... sequenziert

---| |exEam|
|HpaI| |--ATG8.2-SE-Primer-Design1--|

GAGCTGGACTGTAATAAGTTTCTTCTCCCTGAAACTGCTACCGTTATGGAGTTCATGATGGCGCTGCGGCAGCGGCTGCTGCTAGAAGAGGGTCAAGCCGTATTTGTGTTTATAGGAAAT 5521-5640 geplant
...........................................................----------NNNN.N............................................. sequenziert

GAACTACCGCCGAACAGTGCCTGCTTGGGAGACATTTACGCAAGGGCAAAAGAACAGTAGCTAAGGTCGTTAACGGAtccactagttctagagcggCCGGCCGCCACCGCGG>>>>>>>> 5641-5760 geplant
....................................... sequenziert

|--ATG8.2-AS-Primer-Design1--|
|-------mit-A-Überhang-------|exEam|HpaI| |3’ PVS Primer 5’|
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A.2.1.4 p2T7.alpha-Tubulin

>>>>>>>>>>>>>>AAGTATATATAAGAGCCAGAATGCACCCGCGCTGGGTGGAAAGCTAGCTTGCATGCCTGCAGGGGCCCAATCCGGATATAGTTCTCCTTTCAGCAAAAAACCCCTC 4801-4920 geplant
......N.........................-....N.. sequenziert

|<<<--2st-T7-terminator-AR-----

AAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTGGCAGCAGCCAACTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCCTATCCGGATATAGTTCTCCTTTCAGC 4921-5040 geplant
.......................N......N..........N....................N.................................................NNN..... sequenziert

------------<<<--------------2st-T7-terminator-AR-------------------------------------<<<| |<<<---------------

AAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTGGCAGCAGCCAACTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCTGCAGAATACTGCAT 5041-5160 geplant
.....N................................................................N........N........................................ sequenziert

-------1nd-T7-terminator-AR------------------------------------1nd-T7-terminator-AR---------------<<<|

AGATAACAAACGCATCAAACACAACTGGTGGCACTATTTCAATCATGTCGAGGAGGACCGAATACTAATAACGACACTTGCGGTCAAAAAGTAGAAGAACAAATGCTCAACGATGAGTGA 5161-5280 geplant
.................................N...................................................................................... sequenziert

ATCAGGTTAGGGTAGTCGGAAAATTATACAGAATGTCTTTGGCAACACACCGGCTGATTAATACGACTCACTATAGGGAGATCTCCCTATCAGTGATAGAGATCTCCCCGGGCCCCCCCT 5281-5400 geplant
................T.............................................................................--NNNNN................... sequenziert

|>-T7-promotor-->| |>--Tet-operator->| |-XhoI

CGAGTTAACGACCTTCAGAGAAGGCCTACCACGAGCAACTCTCTGTCTCTGAGATCTCGAACGCTGTGTTTGAGCCCGCCTCCATGATGACAAAGTGCGACCCCCGCCACGGCAAGTACA 5401-5520 geplant
.............-.......................................................................................................... sequenziert

---| |exEam|
|HpaI| |-- alpha Tubulin

TGGCGTGCTGCCTCATGTACCGTGGTGACGTTGTGCCAAAGGATGTGAATGCTGCCGTCGCGACCATCAAGACGAAGCGCACGATTCAGTTCGTGGACTGGTCTCCCACAGGCTTCAAGT 5521-5640 geplant
........................................................................................................................ sequenziert

GCGGTATCAACTACCAGCCACCCACGGTGGTGCCAGGTGGTGACCTTGCCAAGGTGCAGCGCGCGGTATGCATGATCGCCAACTCCACGGCCATCGCAGAGGTGTTCGCTCGTATTGACC 5641-5760 geplant
........................................................................................................................ sequenziert

ACAAATTCGATCTCATGTACAGCAAGCGCGCCTTCGTGCACTGGTACGTCGGTGAGGGTATGGAAGAGAAGGTCGTTAACGGAtccactagttctagagcggCCGGCCGCC>>>>>>>>> 5761-5880 geplant
.........................................N.......... sequenziert

alpha Tubulin --|
|exEam|HpaI| |3’ PVS Primer 5’|

A.2.2 5’-untranslated regions (RACE-PCR)

A.2.2.1 ATG8.1A mRNA

/* 5’-untranslated region */

-169 A ACG CTA TTA TTA GAA CAG TTT CTG TAC TAT ATT Gca aag tgg ggg agg -121
. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... sequenziert
|------------ Spliced Leader -------------|

-120 gca aag ggg taa aca cct gcc ttc ata cac cgc aca att aca gat att acg cta ggg tag -61
... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... sequenziert

-60 gga gaa gaa ggg aaa gct gtg gta agt caa agg aga gca agg ggg gac agg gac aaa att -1
... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .NN ... ... ... ... ... ... sequenziert

/* für ATG8.1A spezifischer Sequenzbereich */

1 ATG AAG TAT AAC TTC AAG GAT TCA CAT TCT CTG GTA AAG CGA TTG AAT GAA TCC GCA AAG 60
Met Lys Tyr Asn Phe Lys Asp Ser His Ser Leu Val Lys Arg Leu Asn Glu Ser Ala Lys

|---------- VD8.1Aas ---------|

61 GTG CGC AAG AGT CAC CCC AAC CAT TTT CCC G 91
Val Arg Lys Ser His Pro Asn His Phe Pro Val

/* für ATG8.1A und B identischer Seq.bereich */

92 TC ATA TGT GAA AAG GTG TAT AAC TCC GAT 120
Val Ile Cys Glu Lys Val Tyr Asn Ser Asp
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A.2.2.2 ATG8.1B mRNA

/* 5’-untranslated region */

-150 AAC GCT ATT ATT AGA ACA GTT TCT GTA CTA -121
... ... ... ... ... ... ... ... ... ... sequenziert
|------------ Spliced Leader ------

-120 TAT TGg acc agc gct aga aaa caa att tta tta gta aac agt aag taa ccc gct aca gcc -61
... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... c.. ... ... ... ... sequenziert
-----|

-60 tga att gat att cac cac tgg tac ata taa aaa gaa agc aca gaa gaa tta gtg tac ata -1
... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... . sequenziert

/* für ATG8.1B spezifischer Sequenzbereich */

1 ATG AGT AAA AAA GAT AGC AAG TAC AAA ATG AGC CAC ACC TTT GAG AGC CGA CAG TCG GAT 60
Met Ser Lys Lys Asp Ser Lys Tyr Lys Met Ser His Thr Phe Glu Ser Arg Gln Ser Asp

|---------- VD8.1Bas -------

61 GCC GCA AAG GTG CGT GAA AGG CAT CCG GAT CGT TTG CCC A 100
Ala Ala Lys Val Arg Glu Arg His Pro Asp Arg Leu Pro Ile
-|

/* für ATG8.1A und B identischer Seq.bereich */

101 TC ATA TGT GAA AAG GTG TAT 120
Ile Ile Cys Glu Lys Val Tyr

A.2.2.3 ATG8.2 mRNA

/* 5’-untranslated reATG8.1 A | mRNA (RACE-PCR)gion */

-228 AAC GCT ATT ATT AGA ACA GTT TCT GTA CTA TAT TGt cga aga gca tta -181
... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... sequenziert
|------------ Spliced Leader ------------|

-180 gag cct tgt agg cgt tgg cgg gag ttg tta gat atc aag gga ccg cgt gtg cgt ttt gtg -121
... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... sequenziert

-120 tgt gtc att ata ggc aaa ggg gag aag gaa gaa agg tga gct tcg tat tgc aag tga ata -61
... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... sequenziert

-60 gta gta tca gtg act gta tta cgg ggc tgc aga ggt acc agt ttc aca gtc att aca ttt -1
..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... sequenziert

/* für ATG8.2 spezifischer Seq.bereich */

1 ATG CCT TCA CAC TAC CGG TAC CAG TAC ACA CGT AGT TTT GCT GAA CGC GCG AAG GAA ACA 60
... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ...
Met Pro Ser His Tyr Arg Tyr Gln Tyr Thr Arg Ser Phe Ala Glu Arg Ala Lys Glu Thr

61 GAA TCC GCG CGC TTG CGC TAC CCC AAA CAC ATT CCC ATC CTT TGC GAG CCC ACT TCA GCC 120
... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... sequenziert
Glu Ser Ala Arg Leu Arg Tyr Pro Lys His Ile Pro Ile Leu Cys Glu Pro Thr Ser Ala

|---ATG8.2-se-TripleKO---|

121 GCT AGC GCC TCT ACA CCG CGT GAT GTG AGG CTC TTC TCC ACA CGG CAG CAG GTG CAG CGC 180
... ... ... ... ... ... ..N .. sequenziert
Ala Ser Ala Ser Thr Pro Arg Asp Val Arg Leu Phe Ser Thr Arg Gln Gln Val Gln Arg

|---VD8.2as--

181 GAG CTG GAC TGT AAT AAG TTT CTT CTC CCT GAA ACT GCT ACC GTT ATG GAG TTC ATG ATG 240
Glu Leu Asp Cys Asn Lys Phe Leu Leu Pro Glu Thr Ala Thr Val Met Glu Phe Met Met
---VD8.2as------|
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A.2.3 Manuell ausgewertete Rohdaten

p2T7.ATG8.1-ATG8.2

#4962 Lesefehler in Rohdaten ok

#4983 Lesefehler in Rohdaten ok

#4992 Lesefehler in Rohdaten ok

#5005 Lesefehler in Rohdaten ok

#5090-5091 2x Lesefehler in Rohdaten ok

#5297 Punktmutation nichtcodierend

#5416-5418 3x Deletion für RNAi ok

#5609 Deletion für RNAi ok
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p2T7.ATG8.1

#4757 Lesefehler in Rohdaten ok

#4962 Lesefehler in Rohdaten ok

#4983 Lesefehler in Rohdaten ok

#5094 Lesefehler in Rohdaten ok

#5115 Lesefehler in Rohdaten ok

#5297 Mutation nichtcodierend

#5629 Lesefehler in Rohdaten ok

p2T7.ATG8.2

#4770 2x Lesefehler in Rohdaten ok

#4865 Lesefehler in Rohdaten ok

#4940 Deletion Rohdaten evtl. ok
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#4990 Lesefehler in Rohdaten ok

#4992 Deletion für RNAi ok

#5072 Deletion für RNAi ok

#5124 Deletion für RNAi ok

#5297 Mutation für RNAi ok

#5416 9x Deletion für RNAi ok

#5460 2x Deletion für RNAi ok

#5465 Lesefehler in Rohdaten ok

#5580 10x Deletion in Rohdaten ok

#5590 4x Lesefehler in Rohdaten ok

#5595 Lesefehler in Rohdaten ok

#5680 29x nicht auto- in Rohdaten ok
matisch erfasst
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p2T7.alpha-Tubulin

#4887 Lesefehler in Rohdaten ok

#4913 Deletion Rohdaten evtl. ok

#4918 Lesefehler in Rohdaten ok

#4944 Lesefehler in Rohdaten ok

#4951 Lesefehler in Rohdaten ok

#4962 Lesefehler in Rohdaten ok

#4983 Lesefehler in Rohdaten ok

#5033 3x Lesefehler in Rohdaten ok

#5046 Lesefehler in Rohdaten ok
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#5111 Lesefehler in Rohdaten ok

#5120 Lesefehler in Rohdaten ok

#5194 Lesefehler in Rohdaten ok

#5297 Mutation nichtcodierend

#5375 2x Del, 5x Fehler in Rohdaten ok

#5414 Deletion nichtcodierend

#5802 Lesefehler in Rohdaten ok
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