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Einleitung

Die afrikanischen Trypanosomen, die einen Teil ihres Lebenszyklus als Parasiten in der
Blut- und Lymphfitssigkeit des Menschen und anderer Vertebraten verbringen, sind in
weiten Teilen Afrikas Uberall dort verbreitet, wo die Tsetse-Fliege beheimatet ist. Den
Trypanosomen des Brucei-Komplexes kommt als Erreger der unbehandelt tédlich ver-
laufenden Schiafkrankheit des Menschen sowie wichtiger Viehseuchen gro3e medizini-
sche und wirtschaftliche Bedeutung zu.

Die Blutformen von Trypanosoma brucei brucei sind vollstandig mit einem 12-15 nm
dicken, elektronendichten Oberflachenmantel bedeckt (13). Dieser surface coat
besteht aus ca. 107 Molekllen eines einzigen flir jeden Trypanosomenklon charakteri-
stischen Glykoproteins (VSG, variant surface glycoprotein) (3).

Aufgrund der Antigen-Variation der Trypanosomen (1) gilt die Entwicklung protektiver
Impfstoffe gegenwartig als aussichtslos. Umso wichtiger erscheint daher die Erfor-
schung der Biosynthese der VSG-Molekiile, um hier eventuell Ansatzpunkte fur spa-
tere Therapiemoglichkeiten der Parasitosen zu liefern.

Die VSG-Moleklle sind Glykoproteine mit einem Molekulargewicht von ca. 60.000 D,
die mit einem glykosyl-phosphatidylinositol Anker an die Zelimembran gebunden sind
(6). Alle bisher untersuchten varianten Oberflachenglykoproteine von Trypanosoma
brucei enthaiten in der C-terminalen Region der Polypeptidkette mindestens ein an
Asn-X-Ser/Thr Gruppen N-glykosidisch geknlpftes Glykan, das die Kohlenhydrate
N-Acetylglucosamin, Mannose und Galaktose enthalten kann (7).

Fir die Antigenvariante 117 von Trypanosoma brucei brucei konnte die komplette
Struktur des Membranankers aufgeklart werden (6), dessen Kohlenhydratanteil aus
einem linearen Tetrasaccharidkern aus drei Mannose-Molekulen und einem nicht-ace-
tylierten Glukosamin besteht. Das Glykan weist weiterhin zwischen zwei und vier
Galaktose-Einheiten auf (6, 11).

Die Glykane des Glykoproteinteils und des Membranankers unterscheiden sich im Bin-
dungstyp ihrer Kohlenhydratsequenzen. Die Synthese der N-Glykane erfolgt tunicamy-
cin-sensitiv (5) und Galaktose steht in -1, 4-glykosidischer Bindung zu N-Acetylgluco-
samin. Fir die Ubertragung der Galaktosereste existieren in Trypanosomen, wie in
anderen Eukaryonten, vermutiich im Golgi-Apparat der Zellen lokalisierte f-Galaktosyl-
transferasen (12). Im VSG-Membrananker ist die Galaktose dagegen a-glykosidisch
(Gal-a1, 2-Gal; Gal-a1, 6-Gal; Gal-a.1, 3-Man) gebunden (6, 11). Diese neuartigen
Bindungstypen wurden bisher nur in Trypanosomen gefunden. Fiir die Ubertragung
dieser Galaktosemolekule mussen daher auch spezielle Galaktosyltransferasen in den
Trypanosomenzellen postuliert werden.
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Gegenstand der vorliegenden Arbeit war es, die Aktivitaten von Galaktosyltransferasen
in verschiedenen Klonen von Trypanosoma brucei brucei nachzuweisen.

Material und Methoden
Trypanosomenstamme

Es wurden die klonierten Linien MiTat (Molteno Institute Trypanozoon Antigen Type,
Cambridge (GB)) 1.4, 1.5 und 1.6 (bzw. Antigenvarianten 117, 118 und 121) des Try-
panosoma brucei brucei Stammes 427 verwendet (3). Der Klon AnTat 1.8 (Antwerp
Trypanosome Antigen Type, Antwerpen) entstammt dem Trypanosoma brucei brucei
Stamm EATRO 1125 (10).

Praparation der Trypanosomen

Die Trypanosomen wurden, wie anderorts beschrieben, aus dem Blut infizierter Ratten
isoliert (3). Die Reinigung von sVSG wurde nach CROSS (4) durchgefihrt.

UDP-Galaktose: Glykoprotein Galaktosyltransferase

Der Transfer von D-["* C] Galaktose von UDP-D-[** C] Galaktose auf Ovalbumin, sVSG
oder TCA-unlésliche interne Akzeptoren wurde modifiziert nach STEIGER (12) in
einem Reaktionsvolumen von 100 pl gemessen. 5-15 mg Trypanosomenproteine wur-
den in 100 mM Tris-HCL-Puffer (pH 7,7), 5 mM MgCL,, 10 mM MnCL,, 1 mM DTT,
0,02% NaN,, 1,6% Triton-X-100, 1% Ovalbumin (bzw. 0,1% sVSG) und 0,05 uCi (>
200 mCi/mmol) UDP-D-[U-'4C] Galaktose (Amersham Buchler, Braunschweig) bei
37° C inkubiert. Die Konzentration der Protease-Inhibitoren Chymostatin, Pepstatin und
Leupeptin war jeweils 1 pM. Die Reaktion wurde nach verschiedenen Inkubationszeiten
(10-300 min) durch Zugabe von eiskalter TCA (10%) gestoppt. Die Prazipitate wurden
auf Whatman GF/C Glass Microfibre Paper filtriert, mit TCA gefolgt von Essigsaure
(eiskalt, 1%) gewaschen, getrocknet und in jeweils 5 ml PCS®-Szintillationsflissigkeit
(Amersham Buchler, Braunschweig) gezahit.

Elektrophorese, Fluorographie, Proteinbestimmung

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophoresen erfolgten nach LAEMMLI (9). Die Gele wurden
30 min in Amplify® (Amersham Buchler, Braunschweig) getrankt, getrocknet und auf
Kodak X-Omat AR 5 Rontgenfilm bei —70° C exponiert. Die Proteinbestimmungen wur-
den nach BRADFORD (2) mit dem Bio-RAD Proteinassay (Bio-RAD, Minchen) durch-
geflhrt.

Ergebnisse

Die spezifische Aktivitit der UDP-Galaktose: Glykoprotein Galaktosyltransferase
wurde in verschiedenen T. brucei Klonen untersucht. Den mit Detergens lysierten Try-
panosomenzellen wurde radioaktiv markierte UDP-Galaktose (die aktivierte Form der
Galaktose) angeboten und die B-glykosidische Ubertragung der Galaktose auf extern
zugesetztes Ovalbumin gemessen. Wie aus Tabelle 1 ersichtlich ist, wurden Kione mit
reziprokem Galaktose-Vorkommen in den VSG-Molekllen untersucht. Wahrend der
Klon 118 Galaktose ausschlieBlich in der f-Form in den N-Glykanen aufweist, tritt in
den Klonen 117, 121 und AnTat 1.8 lediglich a«-glykosidisch gebundene Galaktose in
den VSG-Membranankern auf. Die spezifischen Aktivitdten der p-Galaktosyltransfe-
rase in den vier Klonen in Abhangigkeit von verschiedenen Substraten sind in Tabelle 2
zusammengefaBt. Bei Verwendung von Ovalbumin lieB sich die spezifische Aktivitat in
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TABELLE 1
Galaktose-Vorkommen in VSG-Molekiilen
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Abb. 1:

Kinetik der B-Galaktosyltransferase von Trypanosoma brucei. Dargestellt sind die spezifischen
Aktivitaten der T. bruceiKlone 117 und 118 bei Verwendung von Ovalbumin als
Galaktoseakzeptor.

den Trypanosomen des Klones 118 mit 4,5 pmol min™' mg~" bestimmen. Die Aktivitat
des Enzyms lag damit etwa 10fach Uber der des entsprechenden Experimentes mit
Klon 117 (Abb. 1). Die beiden dem Klon 117 entsprechenden Klone AnTat 1.8 und 121
zeigen mit 0,6 bzw. 0,5 pmol min~"' mg~' ebenfalls nur etwa ein Zehntel der in Klon 118
gefundenen Aktivitat. Als Substrat der fur die Klone 117, 121 und AnTat 1.8 zu postu-
lierenden a-Galaktosyltransferasen sollte sich das sVSG 118 eignen, da es Uiber einen
Membrananker verfugt, der zwar galaktosefrei aber in der Kernstruktur vollig identisch
ist. Fr den Klon 117 ergab sich kein Transfer der UDP-Galaktose auf das Substrat
sVSG 118. Die Aktivitaten der Klone 121 und AnTat 1.8 lagen fir das Substrat sVSG
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118 mit 0,3 pmol min=" mg~' in der GréBenordnung von Kontrollexperimenten, bei
denen kein externes Akzeptorprotein verwendet wurde. Dargestellt ist in Tabelle 2 die
Ubertragung der UDP-Galaktose auf interne Trypanosomenproteine fir den Klon 117
(0,2 pmol min™" mg™").

Die dominierende Rolle der VSG-Molekule als Glykoproteine in der Trypanosomenzelle
wird bei Betrachtung des Klones 118 noch einmal deutlich. Hier lagen die -Galaktosyl-
transferase Aktivitaten (unabhangig davon ob den Zellen sVSG 117, das homologe
sVSG 118 oder gar kein externes Substrat angeboten wurde) um 3,5 pmol min~' mg™".
Die Aktivitaten waren damit nur geringfligig niedriger als mit Ovalbumin als Galaktose-
Akzeptor. Es war daher fraglich, ob bei dem Klon 118 (iberhaupt Ovalbumin das bevor-
zugte Substrat der 3-Galaktosyltransferase ist, oder ob hauptsachlich interne Trypano-
somenproteine galaktosyliert werden. Die Abbildung 2 zeigt ein SDS-Polyacrylamid-
Elektrophorese-Gel und dessen Fluorographie. Es zeigt sich, daB lediglich VSG sicht-
bar radioaktiv markiert ist.

Diskussion

Die in dieser Arbeit dargelegten Untersuchungen zum Nachweis von Galaktosyltransfe-
rasen in Trypanosoma brucei wurden mit einem Testansatz durchgeflihrt, der auf die
UDP-Galaktose: Glykoprotein Galaktosyltransferase zugeschnitten ist. Den groBten
Anteil trypanosomaler Glykoproteine stellen die VSG-Moleklile dar, die etwa 10% der
gesamten Zellproteine ausmachen. Alle untersuchten Klone, deren VSG-Molekule
keine internen Galaktosylierungen aufweisen (Klon 117, 121 und AnTat 1.8) zeigten
verglichen mit dem f-galaktosylierten Klon 118 eine auf ein Zehntel reduzierte (-
Galaktosyltransferase-Aktivitat. Die Trypanosomen der Antigenvarianten 117, 118 und
121 stellen drei klonierte Linien des T. b. brucei Stammes 427 dar (3). Der Klon AnTat
1.8 ist immunologisch kreuzreaktiv mit dem Klon 117. Bisher ist es nicht gelungen, Mu-
tanten dieses offenbar diploiden Eukaryonten (8) zu erzeugen, wodurch die Annahme
unwahrscheinlich wird, dafB die Klone 117, 121 und AnTat 1.8 nicht Uber die genetische
Information der Glykoprotein Galaktosyltransferase verfligen. Vieimehr |48t sich vermu-
ten, daf die Exprimierung des Enzyms in Anpassung an den zellularen Bedarf reguliert
wird.

Die sehr geringen Galaktosyltransferase-Aktivitdten der drei nur im Membrananker
galaktosylierten Klone und der nicht erfolgte Transfer von UDP-Galaktose auf den
Membrananker des galaktosefreien sVSG 118 sind Indizien daftir, daB die fir Trypano-
somen spezifischen a-Galaktosyltransferasen in diesem Versuchsansatz nicht aktiv
waren. Die Etablierung geeigneter Inkubationsbedingungen flr diese Enzyme ist das
Ziel unserer weiteren Arbeiten.

TABELLE 2
Spezifische Aktivitat der Galaktosyltransferase in T. brucei

Specific activity (pmol min—' mg—")
T. brucei exogenous acceptors
endogenous
clone proteins Ovalbumin sVSG 117 sVSG 118
118 3.8 4.5 3.1 3.4
117 0.2 0.4 n. d. 0
ANTat 1.8 n. d. 0.6 n. d. 0.3
121 n. d. 0.5 n. d. 0.3

n. d. = not determined
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Abb. 2:

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Fluorographie der f-Galaktosyltransferase Reaktion
von T. brucei 118. Das bevorzugte Akzeptorprotein ist VSG.

Zusammenfassung

Es wurde die Galaktosyltransferase-Aktivitat in Trypanosoma brucei untersucht. Die
UDP-Galaktose: Glykoprotein Galaktosyltransferase erreicht in der Antigenvariante
118 eine etwa 10fach héhere Aktivitat als in den Antigenvarianten 117, 121 und AnTat
1.8. Damit zeigen die Trypanosomenklone, deren N-Glykane in den VSG-Molekilen
keine Galaktose enthalten, eine reduzierte Transferaseaktivitat. Wir schlieBen daraus,
daB die Exprimierung der B-Galaktosyltransferase in Korrelation zur Galaktosylierung
der N-Glykane des vorherrschenden Glykoproteins der Trypanosomenzelle (VSG)
reguliert wird. Fir die Trypanosomen der Antigenvarianten 117, 121 und AnTat 1.8
mussen zusatzliche Galaktosyltransferasen postuliert werden, die fir die o-Galaktosy-
lierungen des glykosyl-phosphatidylinositol Membranankers der VSG-Molekdle verant-
wortlich sind. Die Galaktosylierung des galaktosefreien sVSG 118 Membranankers lie3
sich unter diesen Inkubationsbedingungen nicht erreichen.
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Schliisselworter

Trypanosoma brucei, Glycosyl-phosphatidylinositol Membrananker, Galaktosyltransfe-
rase, Variantes Oberflachenglykoprotein.

Summary

Demonstration and characterization of galactosyltransferase in
Trypanosoma brucei brucei

-Galactosyltransferase activity of differently galactosylated clones of Trypanosoma
brucei were tested. Our results show a 10fold decrease in enzyme activity in those clo-
nes (117 and 121, AnTat 1.8) not galactosylated in internal glycans but in the glycosy-
lated membrane anchor, as compared with the inversely galactosylated clone 118.
These findings suggest that the expression of -galactosyltransferase is correlated to
the galactosylation of VSG N-glycans. Additionally, clones 117, 121 and AnTat 1.8 are
supposed to express a-galactosyltransferase activities needed for galactosylation of
the membrane anchor. However, using isolated VSG 118, which shows no galactosyla-
tion of the membrane anchor, as an external substrate in antigenclone 117 lysates, we
were unable to demonstrate a-galactosyltransferase activity.

Key words

Trypanosoma brucei, glycosyl-phosphatidylinositol membrane anchor, galactosyltrans-
ferase, variant surface glycoprotein.
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