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Beitridge zur Pinocytose

von Trypanosoma (Trypanozoon) brucei,
Plimmer & Bradfort, 1899

R. GEIGY, R. STEIGER und H. HECKER
Schweizerisches Tropeninstitut Basel

Abstract.

With peroxidase as a protein-tracer pinocytosis could be demonstrated in
bloodforms of Trypanosoma brucei. The surface coat, the flagellar pocket,
pinocytotic vesicles and lysosome-like organelles in the cytoplasm were quite
distinctively marked,

Einleitung

Am Schweizerischen Tropeninstitut werden im Rahmen einer elektronen-
mikroskopischen Arbeit iiber den Zyklus von Trypanosoma brucei (1) in der
Tsetsefliege auch Untersuchungen zur Abkldrung von Pinocytosevorgingen bei
den Blutformen des Nagana-Erregers vorgenommen.

Endocytose bei Trypanosomatiden wurde von verschiedenen Autoren beschrie-
ben (2-16). Trypanosomen von Kaltbliitern zeigen Cytostom/Cytopharynx-Kom-
plexe (2-5), wobei dort die Eiweilaufnahme mittels Ferritin als elektronendichtem
Protein-Tracer dargestellt worden ist (2, 4 und 5). In Trypanosomen von Warm-
bliitern (7. rhodesiense) konnte mit derselben Methode bewiesen werden, daf3 bei
fehlendem Cytostom/Cytopharynx-System die Membran der GeiBeltasche (= «Re-
servoir») der einzige Ort mit Pinocytose-Aktivitidt ist (6 und 7). Eine Ausnahme
bildet T. cruzi, fir das erst vor kurzem ein Cytopharynx beschrieben worden ist
(3) und bei dem auch Pinocytose an der Oberfliche moglich sein soll (16).

Die Pinocytose steht in engem Zusammenhang mit dem lysosomalen Abbau
des aufgenommenen Materials. Saure Phosphatase als Leitenzym fiir Lysosomen
wurde bei Trypanosomen nachgewiesen. Katabole Organellen sind in der Region
um die Geilleltasche hiufiger als im iibrigen Cytoplasma (16-19).

Peroxidase und Catalase werden oft zur Untersuchung von Transportvorgin-
gen an Metazoen verwendet (20-22). In dieser Arbeit wird versucht, mit Peroxi-
dase als Protein-Tracer erstmals Pinocytosevorgidnge bei Protozoen darzustellen.

Material und Methoden

Gewinnung des Citratblutes durch Herzpunktion aus 3 mit 7. brucei (Stamm:
STIB 30, 9. Passage, 14. Tag nach Infektion) infizierten M&usen. Trennung der
Protozoen von den Erythrozyten durch Zentrifugation (10 min bei 2,000 rpm, MSE
Super Multex).

Nach der von MopPPERT (23) und uns modifizierten Methode nach GRAHAM &
KaARNOVSKY (20) werden die Trypanosomen weiterbehandelt:

a) Inkubation wiahrend 5, 10 und 15 min bei 20° C in Peroxidase-Ldsung
(Meerrettich-Peroxidase, Boehringer Typ II). Drei verschiedene Konzentrationen
wurden verwendet: 0,9 mg Peroxidase (P), 2,3 mg P oder 3,75 mg P (gelost in
NaCl phys.) jeweils pro 1 ml Blutplasma mit Trypanosomen und NaCl phys.

I Die Arbeit wurde vom Schweiz. Nationalfonds unterstiitzt. Fraulein S. Bleiker
danken wir fur ihre technische Mitarbeit.
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b) Zentrifugat mit 2,5% Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylatbuffer (= CP,pH 7,2)
bei 4° C wihrend 30 min vorfixieren.

¢) Waschen in 0,2 M CP + 5% Saccharose bei 4 C wihrend 2 Std.

d) Inkubation nach Originalrezept (20) (3'3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid
= DABTH, Sigma und H,0,, Perhydrol, Merck).

e) Auswaschen: viermal abwechselnd in 0,05 M Tris-HCI-Puffer (pH 7,6) und
NaCl phys.

f) Zentrifugat in einem 45° C warmen Tropfen 2% Agar (DIFCO-Bacto Agar),
in NaCl phys. gelost, aufnehmen und als Gewebestiickchen weiterbehandeln.

g) Nachfixation mit 2% OsO, in 0,2 M CP bei 4° C wahrend 1 Std.

h) Entwissern: Aceton und Propylenoxyd; Durchdringen: Propylenoxyd/Epon;
Einbetten: Epon; Schneiden: Glasmesser, Reichert OmU2; leichte Nachkontrastie-
rung mit 57 Uranylacetat; Aufnahmen: Philips EM 300.

Kontrollen wurden gleich behandelt, jedoch ohne Inkubation in Peroxidase.

Resultate

Das durch die Peroxidase und H,O, oxidierte DABTH ist als elcktronendichter,
flockiger Niederschlag oder dunkle Markierung erkennbar (Fig. 1, 3 und 4).

Fig. 1. Peroxidase-Inkubation (3,75 mg/ml): GeiBeltasche oder «Reservoir» (G)
enthilt flockigen Niederschlag (s. auch inset). «Coat» der Zellmembran markiert
(). GeiBeltasche mit fingerformigen Fortsdtzen ins Cytoplasma (—», s. auch
inset), Kinetoplast (Ki) hinter dem Reservoir. Unmarkierte Vesikel (v, s. auch
inset). x 50 000, inset: x 62 000.
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Fig. 2. Kontrolle: Reservoir (G) ohne Reaktionsprodukt. Membranen, «coat» (=)
und exocytiertes Material (e) unmarkiert. Pinocytosebldaschen in Bildung (—-,
inset: Ausschnitt aus einer andern Aufnahme). E = Erythrocyt. x 39 000, inset:
x 77 000.

Dieser Niederschlag ist in der Gei3eltasche (= «Reservoir») deutlich angehduft
(Fig. 1, 3 und 4). Auch der «coat» (15), welcher der gesamten Oberflichenmem-
bran, inklusive der Geil3el, aufliegt, zeigt eine deutlich dunkle Markierung (Fig. 1,
3 und 4). Die Membran der Geil3eltasche besitzt cytoplasmawirts fingerférmige
Fortsdatze (Fig. 1 und 3). Von diesen aus scheinen sich Pinocytose-Blidschen abzu-
schniren (Fig.2 und 3). Im Kontrollversuch sind diese nicht markiert (Fig. 2).
Nach Applikation von Peroxidase sind die Vesikel peripher dunkel kontrastiert
(Fig. 3, inset und 4). Neben markierten sind aber immer auch unmarkierte Blis-
chen zu sehen (Fig. 1 und 4). Letztere sind bedeutend hiufiger. Die meisten dun-
kel markierten Vesikel sind vor der Geilleltasche, einige jedoch auch hinter und
seitlich neben dem «Reservoir» lokalisiert. Im vorderen Teil des Trypanosomen-
Cytoplasmas (zwischen «Reservoir» und Kern) sind lysosomen-dhnliche Organel-
len dunkel angefarbt (Fig. 4).

Die Inkubation im 0,9 mg Peroxidase enthaltenden Milieu erbringt keine ein-
deutige Reaktion weder auf dem «coat» noch im «Reservoir» noch im Cyto-
plasma. Jedoch beobachtete man bei erhohter Peroxidase-Konzentration (3,75 mg)
deutliche Niederschldge. Die verschiedenen Inkubationszeiten bei gleicher Kon-
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Fig. 3. Peroxidase-Inkubation (2,3 mg/ml): GeiBeltasche (G) mit Niederschlag.
GeiBelmembran und «coat» markiert (Z). Aus den Fortsitzen des Reservoirs
schniiren sich Blidschen ab (—»). Inset: Detail aus einer andern Aufnahme: ein
abgeschniirtes Blischen ist peripher markiert (—>). x 61000, inset: x 100 000.

zentration zeigten praktisch keine Unterschiede in Lage und Dichte des Reak-
tionsproduktes. Nicht alle Trypanosomen eines Einbettblocks waren gleich stark
markiert.

Neben Pinocytosevorgingen wird oft exocytiertes markiertes Material in der
GeiBeltasche beobachtet (Fig. 4, inset).

In den Kontrollen ohne Anwendung von Peroxidase finden wir keine positiven
Reaktionen, weder im «Reservoir», noch im Cytoplast, noch auf dem «coat»
(Fig. 2). Aber auch dort erscheint die Geifleltasche nie leer. Sie ist angefiillt von
fein flockigem, zum Teil exocytiertem Material mittlerer Elektronendichte (Fig. 2).

Diskussion

Unsere Resultate passen gut zu den Ergebnissen fritherer Untersuchungen,
wonach die GeiBeltasche bei Warmbliiter-Trypanosomen den einzigen Ort mit
Pinocytose-Aktivitit darstellt. Die Anwendung von Peroxidase als Protein-Tracer
zeigt die starke Aufnahme von EiweiBen in die GeiBeltasche. Dies bestitigt die
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Fig. 4. Peroxidase-Inkubation (3,75 mg/ml): Reservoir (G) und Pinocytoseblischen
(-—>) dunkel markiert. Unmarkierte Vesikel (v), eventuell Lysosomen. Weiter vorne
im Cytoplasma lysosomenédhnliche Strukturen (L) dunkel kontrastiert. ¢ = exocy-
tiertes, markiertes Bldschen im Reservoir (inset). E = Erythrocyt. x 39 000, inset:
x 77 000.

Vermutung iiber die Funktion des sogenannten «Reservoirs», Substanzen aufzu-
nchmen und zu speichern. Die deutliche Markierung des «surface coat» unterstiitzt
die Vermutung von VICKERMAN (15), dal} diese aufgelagerte Schicht Proteine binde.
Dies scheint, im Zusammenhang mit dem Fehlen von subpelliculiren Tubuli im
Gebiet der Geilieltasche, die Pinocytose und Exocytose zu begiinstigen. Finger-
formige Fortsitze der Reservoir-Membran als Ort der Vesikel-Bildung wurden
frither beschrieben (7). Die dort abgeschniirten Blidschen sind peripher markiert
(Fig. 3, inset). Eventuell besitzt die Membran spezifische Bindungsorte, vielleicht
sind aber auch osmotische Griinde fiir diesen Effekt verantwortlich. Wenig ist
bekannt {iber die Wanderung der Vesikel im Cytoplasma. Ein lysosomaler Abbau-
weg ist erwiesen, und verschiedene Organellen scheinen an der «Verdauung» des
pinocytierten Materials beteiligt zu sein (2-7, 9, 10, 13, 16-19 und 24), unter
anderem auch die frither beschriebenen «membrane-bound dense bodies» (6 und 7)
zwischen Reservoir und Kern, die unsern markierten lysosomenahnlichen Orga-
nellen (Fig. 4) entsprechen diirften.

Um den Transportweg aufgenommener Substanzen genauer abzukldren, wer-
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den in der Folge Experimente mit lingeren Inkubationszeiten und andern Kon-
zentrationen durchgefiihrt; zumal wir auch vermuten, dal die Peroxidase einen
hemmenden Einflu auf die normale Pinocytose-Aktivitdt ausiibe. Der Ferritin-
Einbau in Trypanosomen erfolgt nimlich bedeutend schneller (6 und 7) als die
Aufnahme von Peroxidase. Dies wiirde auch verstindlich machen, warum unsere
Inkubationszeiten zwischen 5 und 10 Minuten kaum Differenzen zeigten und
warum in den Kontrollversuchen hiufiger Pinocytose beobachtet wurde.
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