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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Tropenkrankheit Malaria

1.1.1 Verbreitung

Obwohl Malaria bereits seit Uber 50.000 Jahren die Menschheit geplagt hatte (Joy et al.,
2003), ereignete sich der erste grol’e wissenschaftliche Durchbruch in der Malariaforschung
erst im Jahre 1880. Damals entdeckte der franzésische Militararzt Charles Louis Alphonse
Laveran im Blut von Malariapatienten Einzeller innerhalb der roten Blutzellen. Er formulierte
daraufhin die Hypothese, dass jene Parasiten Ursache der Malaria seien und erhielt flr diese
und folgende Entdeckungen 1907 den Nobel-Preis fir Physiologie. Etwa zur gleichen Zeit
gelang es dem britischen Offizier des Indian-Medical-Service Sir Ronald Ross, den Uber-
tragungsweg der Malariaparasiten zu identifizieren. 1902 wurde ihm dafiir der Nobel-Preis
fur Medizin verliehen.

Trotz intensiver Forschung und des Global-Eradication-of-Malaria-Programms der Welt-
gesundheitsorganisation (WHOQO) in den 1950er Jahren zahlt Malaria neben AIDS und Tuber-
kulose auch heute immer noch zu den bedeutendsten Infektionskrankheiten weltweit und
nimmt den ersten Platz unter den Tropenkrankheiten ein (Snow et al., 2005). Trotz Prophy-
laxe- und Therapiemoglichkeiten werden jahrlich 300 bis 500 Millionen Neuinfektionen und
ein bis drei Millionen Tote verzeichnet (WHO, 2007). Besonders betroffen sind Kinder unter
funf Jahren aufgrund mangelnden Immunschutzes sowie Frauen wahrend der Schwanger-
schaft (Menendez et al., 2000; Saute et al., 2002). Malaria ist in mehr als 100 Landern der
Tropen und Subtropen endemisch (Abb. 1.1), jedoch leben 90 % der Erkrankten auf dem
afrikanischen Kontinent in Gebieten stdlich der Sahara. In Deutschland werden jahrlich etwa
900 Erkrankte gemeldet (Robert Koch Institut, Epidemiologisches Bulletin Nr. 35).

Malaria wird durch einzellige Parasiten der Gattung Plasmodium hervorgerufen. Weltweit
existieren mehr als 100 Plasmodienspezies, die viele Tierarten wie z.B. Amphibien,
Reptilien, Vogel und Sauger infizieren kénnen. Von den vier humanpathogenen Erregern
P.ovale und P.vivax (Erreger der Malaria tertiana), P. malariae (Erreger der Malaria
quartana) und P. falciparum (Erreger der Malaria tropica) verursacht letztgenannter die
héchste Mortalitatsrate. Er ist zudem fir die meisten Malariainfektionen sudlich der Sahara
verantwortlich. In Asien, Lateinamerika und einigen Teilen Afrikas ist jedoch P. vivax
vorherrschend, wahrend Infektionen mit P. malariae und P. ovale eher selten verzeichnet
werden. P. malariae findet sich hauptsachlich in West- und Ostafrika, sowie in Teilen Indiens,

P. ovale in Westafrika und auf Inseln im Pazifik. Von den tierpathogenen Plasmodienarten
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sind vor allem P.yoelii, P.chabaudi sowie P. berghei (Erreger der Nagermalaria) und
P. gallinaceum (Erreger der Vogelmalaria) als Modellorganismen in der Malariaforschung

von Bedeutung (Zimmerman et al., 2004).

[ Malariafrei
[] Geringes Malariarisiko
I Hohes Malariarisiko

I Hohes Malariarisiko e T
(Chemoprophylaxe empfohlen)

Abb. 1.1. Weltweite Malariarisikogebiete. Mehr als 40 % der Weltbevdlkerung lebt in Endemie-
gebieten, zu denen groRe Teile Afrikas, Asiens und Siidamerikas zéhlen.! (Quelle, siehe Abbildungs-

verzeichnis)

Malaria wird ausschlieBlich durch die weiblichen Stechmicken der Gattung Anopheles
Ubertragen, die nach der Befruchtung durch Mannchen zusatzlich die Proteine einer
Blutmabhlzeit fur ihre Eientwicklung bendtigen (Clements, 1992). Nur etwa 40 von uber 400
Anopheles-Arten sind als Zwischenwirt der Plasmodien relevant (Service, 1993).

Insgesamt stellt Malaria nicht nur eine enorme Birde fur den Gesundheitssektor, sondern
auch fur die Wirtschaft der am starksten betroffenen Lander dar. |hre jahrlichen Wachs-
tumseinbuflen werden auf bis zu 1,3 % geschatzt (Sachs und Malaney, 2002). Rasch
zunehmende Resistenzbildung der Erreger gegen gangige und vor allem in den
Entwicklungslandern finanzierbare Medikamente, sowie eine sich nur langsam entwickelnde
Gesundheitsversorgung in Afrika und Asien verdeutlichen die Dringlichkeit, effektive
MaRnahmen zur Malariakontrolle zu erschlieen. Ziel ist es, den betroffenen Landern eine
ihrer groten volkswirtschaftlichen Blurden zu nehmen - den Arbeitskraftverlust durch Malaria

(Greenwood und Mutabingwa, 2002). Den Weg dorthin kénnte die Impfstoffforschung ebnen.

1.1.2 Krankheitsbild

Die drei Krankheitsbilder der Malaria unterscheiden sich in der Periodizitat der Fieberschibe,
dem Verlauf und der Behandlung. Bei Malaria tertiana handelt es sich um eine der gutartigen

Malariaformen, bei der sich die Fieberschiibe alle zwei Tage im drei- bis vier-Stunden-
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Rhythmus wiederholen. Die Inkubationszeit betragt zwischen zwdlf und 18 Tagen, kann
allerdings auch mehrere Monate dauern, wenn der Verlauf der Infektion durch Chemo-
prophylaxe verlangsamt wird. Das charakteristischste Symptom stellt das zyklisch
auftretende Fieber dar, welches durch das synchronisierte Aufbrechen der parasiten-
beladenen Erythrozyten und die damit verbundene Toxin- und Zytokinfreisetzung hervor-
gerufen wird. Als weitere Symptome treten Schittelfrost, Schweilausbriiche, Schwindel,
Ubelkeit, Erbrechen sowie Kopf- und Gliederschmerzen auf. Haufig verlauft diese Form
harmlos und meist beginnt eine spontane Heilung bereits nach zwolf Fieberschiiben. Jedoch
konnen die latent in der Leber verbleibenden Hypnozoiten nach einer Ruhephase von
Monaten bis Jahren zum erneuten Ausbruch der Krankheit fiihren.

Auch bei der Malaria quartana handelt es sich um eine gutartige Form der Malaria. Die
Inkubationszeit betragt zwischen 18 und 40 Tagen und ist somit erheblich I&anger als bei den
Ubrigen Krankheitsformen. Die Fieberschiibe kehren alle 72 Stunden wieder und dauern vier
bis funf Stunden lang an. Nach 20 Fieberzyklen heilt diese ebenfalls haufig harmlos
verlaufende Malariavariante meist spontan aus. Jedoch wurden hier Ruckfalle sogar nach
mehr als 50 Jahren beschrieben, flr die nicht Hypnozoiten der Leber, sondern ein Dauer-
befall des Blutes im subdiagnostischen Bereich verantwortlich sind.

Bei der schwersten Form der Malaria, Malaria tropica, liegen durchschnittlich zwolf Tage
zwischen Infektion und Krankheitsausbruch. Malaria tropica zeichnet sich wegen des
asynchronen Vermehrungszyklus des Erregers P. falciparum durch sehr plétzliche,
unregelmafig auftretende Fieberschiibe aus und verursacht haufig schwere Komplikationen,
die mit Lungendédemen, Schock, Nieren- und Kreislaufversagen einhergehen. Neurologische
Komplikationen reichen bei der zerebralen Malaria von Bewusstseinsstorungen und
Krampfanfallen bis hin zu Koma und Tod. Griinde fiir diese schweren Komplikationen der
Malaria tropica liegen in der besonderen Fahigkeit von P. falciparum, befallene Erythrozyten
durch einen parasitenkodierten Oberflachenrezeptor an das Endothel von Blutgefallen
binden zu lassen (Sequestrierung). Diese Anhaftung und die mangelnde Verformbarkeit der
befallenen Zellen flihren zur Verstopfung der Kapillaren und somit zu einer Stoérung der
Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung der Umgebung. Diese Mikrozirkulationsstorungen
konnen betrachtliche Auswirkungen auf die betroffenen Organe nach sich ziehen. Fir
Sauglinge und Kleinkinder besonders schwerwiegend ist zudem die hamolytische Anamie,
hervorgerufen durch die sehr hohe Parasitenlast im Falle von P. falciparum. Diese Spezies
kann im Gegensatz zu anderen Malariaerregern Erythrozyten aller Altersstufen befallen und
so nahezu 50 % der Blutkérperchen parasitieren. Weitere Ursachen der Anamie sind die
Dampfung der Erythropoese im Knochenmark durch die oben genannte Zytokinfreisetzung
und der Abbau von befallenen Erythrozyten in der Milz. Folgen der massiven Hamolyse

stellen sowohl Hdmoglobinurie als auch akutes Nierenversagen dar. Bei Schwangeren und
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Kindern kann zudem lebensbedrohliche Hypoglykdmie auftreten, die allein oder in
Kombination mit anderen Symptomen ebenfalls zum Koma fiihrt. Schaden der Milz, der
Lunge und Beeintrachtigungen des Magen-Darm-Trakts sind keine Seltenheit. Unbehandelt
heilt die komplizierte Malaria nicht aus, sondern fihrt meist nach kurzer Zeit zum Tod
(Marsh, 1999; Centers for Disease Control and Prevention, 2007).

Die Vorbeugung einer Malariainfektion kann auf zwei verschiedenen Ebenen erfolgen: durch
Expositionsprophylaxe oder durch Chemoprophylaxe. Wahrend die Vermeidung von
Insektenstichen das wichtigste Element der Malariavorbeugung darstellt, ist die medika-
mentdse Prophylaxe hauptsachlich flir Reisende sinnvoll, die sich nicht dauerhaft in
Endemiegebieten aufhalten. Expositionsprophylaxe beinhaltet das Tragen langer, heller
Kleidung, die regelmaflige Anwendung von Insektenschutzmitteln und das Aufhalten in
muckensicheren Raumen, in denen Fenstergitter, Klimaanlagen, Raucherspiralen und
impragnierte Moskitonetze vor Micken schitzen.

Fur die medikamentdse Vorbeugung steht eine Reihe von Praparaten zur Verflgung:
Resochin® mit dem Wirkstoff Chloroquin, Paludrine®, eine Kombination der Wirkstoffe
Chloroquin und Proguanil, Lariam® basierend auf dem Wirkstoff Mefloquin, Malarone® mit
den Hauptbestandteilen Atovaquon und Proguanil sowie das Antibiotikum Doxycyclin.

Das alteste Antimalariamittel zur Therapie einer bestehenden Erkrankung ist Chinin. Dabei
handelt es sich um einen Bestandteil der Rinde des Baumes Cinchona officinalis, welches
als Fiebermittel bereits im 17. Jahrhundert aus Peru eingefihrt wurde. Es wird auch heute
noch zusammen mit Doxycyclin zur raschen Behandlung einer komplizierten Malaria
eingesetzt (Léscher et al., 2003). Neuere Antimalariamittel basieren auf Artemisinin (Ferreira,
2007), welches aus dem BeifuRgewachs Artemisia annua gewonnen wird. Trotzdem stellen
die rasch zunehmenden Resistenzen der Malariaerreger und das Fehlen eines Impfstoffes,

sowohl bei der Prophylaxe als auch bei der Therapie, ein stetig wachsendes Problem dar.

1.2 Der Malariaerreger Plasmodium falciparum

1.2.1 Taxonomie und Morphologie

Nach Hausmann und Hilsmann (1996) kann folgende taxonomische Einordnung von

P. falciparum in die Systematik parasitischer Protozoa vorgenommen werden:
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Reich Mastigota

Uberstamm Metakaryota

Stamm Alevolata

Unterstamm Apicomplexa

Klasse Haematozoea

Ordnung Haemosporida

Familie Plasmodiidae
Gattung Plasmodium

Art P. falciparum

Wie bei allen Apikomplexa handelt es sich bei dem einzelligen Eukaryoten P. falciparum um
einen obligaten Endoparasiten von Invertebraten und Vertebraten. Gemeinsam ist allen der
aus mehreren Organellen bestehende, namensgebende Apikalkomplex, dem eine Funktion
bei der Wirtszellinvasion zugesprochen wird (Cowman und Crabb, 2006). Beim Merozoiten,
dem erythrozytdren Invasionstadium von Plasmodium, gehéren zum Apikalkomplex zwei
keulenférmige Rhoptrien, zahlreiche vesikulare Mikronemen, die polaren Ringe an der
apikalen Erhebung, von denen Mikrotubuli ausgehen, und elektronendichte Granula
(Abb. 1.2A). In der Nahe des Apikalkomplexes befindet sich der Apikoplast, eine durch
sekundare Endosymbiose erworbene Organelle, die Uber ein 35-kb-groRes Genom verfugt.
Er ist fest an das Mitochondrium gebunden (Kobayashi et al., 2007) und stellt durch seinen
plastidédhnlichen Metabolismus einen Angriffspunkt fur neue Antimalariamedikamente dar
(Goodman und McFadden, 2007; Wiesner und Jomaa, 2007). Begrenzt wird der Merozoit
von einer Pellikula aus drei verschieden Membranen. An die auen liegende Plasma-
membran schliefl3t sich nach innen ein Komplex aus zwei aneinander liegenden Membranen
an, die den fir die Alveolata typischen pellikularen Zwischenraum umschlieen. Ebenfalls
Bestandteil der Pellikula sind unter der Oberflache verlaufende Mikrotubuli, die der Zelle eine
feste Gestalt geben und an der Bewegung des Parasiten beteiligt sind. Ein Nukleus mit
einem haploiden Genom von 22,8 Megabasen auf 14 Chromosomen, und Ribosomen
vervollstandigen die Zellausstattung. Wahrend der intraerythrozytaren Phase ist der Parasit
von einer parasitophoren Vakuole umschlossen und bildet rauhes, endoplasmatisches
Retikulum (ER) sowie ein Golgi-dhnliches Organell (Abb. 1.2B). Die Nahrungsaufnahme
erfolgt Uber Zytostome mittels Endozytose, bei der Nahrungsvakuolen gebildet werden. In
den Pigmentvakuolen wird Hamozoin, das Abbauprodukt von Hamoglobin, in brauner
kristalliner Form abgelagert. Ein weiteres gemeinsames Merkmal aller Apikomplexa ist der
Generationswechsel von geschlechtlicher und ungeschlechtlicher Fortpflanzung. Er verlauft
wie flr die Apikomplexa typisch in drei Phasen: Schizogonie, Gamogonie und Sporogonie

(Mehlhorn et al., 1998). Dabei kommt es zu einem Wirtswechsel zwischen dem Menschen,
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der als Zwischenwirt fungiert und der Anopheles-Micke, dem Endwirt. Im folgenden
Abschnitt soll dies eingehender beschrieben werden. Ein Schwerpunkt liegt dabei auf der
sexuellen Entwicklung von P. falciparum, da diese von zentraler Bedeutung fur die

vorliegende Arbeit war.
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Abb. 1.2. Dreidimensionale Organisation von P.-falciparum-Stadien. A. Merozoit. B. Trophozoit.?

1.2.2 Lebenszyklus

Der Lebenszyklus von P. falciparum (Abb. 1.3) beginnt mit dem Stich einer Anopheles-
Micke, bei der durch Speichelabsonderung 15 bis 20 Sporozoiten in die Blutkapillaren des
Menschen injiziert werden (Rosenberg et al., 1990). Diese gelangen innerhalb weniger
Minuten durch den Blutstrom zur Leber, wo sie in die Zellen des Lebergewebes (Hepato-
zyten) eindringen und durch exoerythrozytére Schizogonie zu Leberschizonten heranreifen.
Nach etwa sieben bis 15 Tagen werden bis zu 30.000 Merozoiten in die Blutbahn entlassen
und damit die exoerythrozytéare Entwicklungsphase abgeschlossen. Nur bei P. vivax und
P. ovale verbleiben Uber Monate und Jahre hinweg ungeteilte Ruhestadien (Hypnozoiten) im
Lebergewebe, die durch bisher unbekannte Stimuli zu Schizonten heranreifen und zu den
charakteristischen Ruckfallen der Malaria tertiana fUhren kdnnen. Die in den Blutstrom
entlassenen Merozoiten befallen aktiv innerhalb weniger Minuten Erythrozyten und treten in
ihre erythrozytare Entwicklungsphase ein. Zundchst befindet sich der Parasit in einem so
genannten Ringstadium, wahrend dessen er seine eigene Plasmamembran und die ihn
umgebende Erythrozytenmembran fir einen regen Stoffaustausch mit der Wirtszelle
umstrukturiert. Es werden Nahrungsvakuolen gebildet, in denen die Aufnahme und der
Verdau von Hamoglobin als Aminosaurequelle stattfinden. Das toxische Abbauprodukt Ham

wird spater zum atoxischen Hamozoin polymerisiert und dicht gepackt als braunes
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Pseudokristall in den Pigmentvakuolen des reifen Trophozoiten abgelagert (Slater et al.,
1991; Bohle et al., 1997). Hier greift die Antimalariaaktivitdt von Medikamenten wie Chloro-

quin an, die die Detoxifizierung von Hadm verhindern (Le Bras und Durand, 2003).
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Abb. 1.3. Lebenszyklus von Plasmodium falciparum.3

Nach 18 bis 24 Stunden beginnt der Parasit durch rege mRNA- und Proteinsynthese
vermehrt, Zellmaterial zu produzieren. Er wird zum reifen Trophozoiten, jener Entwicklungs-
stufe, die die Folatantagonisten unter den Malariamedikamenten wie Pyrimethamin, Sulfa-
doxin und Proguanil durch Eingriff in den Nukleinsduremetabolismus hemmen (Schlitzer,
2007). Nach 36 Stunden erfolgt durch Schizogonie die Kernteilung und es fusionieren die
Nahrungsvakuolen zu einer einzigen grofen Residualvakuole. Diese wird zusammen mit den
infektionsfahigen Merozoiten im Falle von P. falciparum etwa 48 Stunden nach Erythrozyten-
befall freigesetzt. Bei Ruptur der Vakuole gelangen die in den Restkorpern enthaltenen
Komponenten (Hamozoin, Lipide, Phospholipide und Proteine) in den Blutstrom, regen die
Ausschittung von inflammatorischen Zytokinen an und lI6sen dadurch die charakteristischen
Fieberschibe aus. Diese kénnen bei den synchron verlaufenden Vermehrungszyklen von

P. ovale und P.vivax alle 48 Stunden (Malaria tertiana), bei P. malariae alle 72 Stunden
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(Malaria quartana) beobachtet werden. Der asynchrone Vermehrungszyklus von
P. falciparum erschwert eine eindeutige Malariadiagnose aufgrund unregelmafiger Fieber-
schube.

Aus jeder Schizogonie gehen bei P. falciparum jeweils acht bis zwolf Merozoiten hervor, die
neue Erythrozyten befallen. Mehrere Tage bis Wochen nach Beginn der erythrozytaren
Schizogonie differenziert sich ein Teil der Merozoiten zu Sexualstadien (Gamogonie). Etwa
15 Tage bendtigt ein sexuell determinierter Merozoit, um sich zu einem reifen Gametozyten
zu entwickeln. Dabei differenzieren sich alle Tochtermerozoiten eines einzelnen Schizonten
entweder nur zu asexuellen oder nur zu sexuellen Parasiten (Bruce et al., 1990). Ebenso
entstehen aus allen Merozoiten, die aus einem einzelnen sexuell determinierten Schizonten
hervorgehen, wiederum entweder nur weibliche oder nur mannliche Gametozyten (Silvestrini
et al., 2000; Smith et al., 2000). Die Gametozytogenese wird aufgrund morphologischer
Kriterien in finf Stadien eingeteilt (Abb. 1.4).

Entwicklungsstadien von P.-falciparum-Gametozyten
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Abb. 1.4. Die funf Reifestadien von Gametozyten. | bis Ill: der reife Trophozoit formt sich zu einem
langlichen Gebilde; Stadium IV: der Gametozyt weist eine spindelférmige Gestalt auf; Stadium V: der

Gametozyt gewinnt an Volumen und besitzt abgerundete Zellpole. Grélkenangabe, 5 pm.*

Wahrend sich Gametozyten des Stadium | morphologisch nicht von asexuellen Trophozoiten
unterscheiden lassen, nehmen Gametozyten ab dem spaten Stadium Il eine halbmond-
formige Gestalt an. In ihrer Ultrastruktur verandern sie sich durch Bildung eines pellikularen
Komplexes aus einer subpellikularen Membran und sich ausdehnenden Mikrotubuli. Diese
gehen erst in Stadium V durch Depolymerisierung wieder verloren (Sinden, 1982).
Osmiophile Kérperchen (Abb. 1.5), bei denen es sich um membranbegrenzte, elektro-
nendichte Organellen unterhalb der Parasitenoberflaiche handelt, stellen ein weiteres
gametozytenspezifisches Merkmal dar. Sie treten ab Stadium Il der Gametozytogenese auf,
vornehmlich in Makrogametozyten (Sinden, 1982). lhnen wird eine Rolle bei dem
Ausbrechen der Gametozyten aus den Erythrozyten zugeschrieben, da sie innerhalb von
Minuten nach der Gametozytenaktivierung ihren Inhalt in die parasitophore Vakuole abgeben
(Sinden et al., 1978; Alano et al., 1995).
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Abb. 1.5. Ultrastruktur eines P.-falciparum-Gametozyten. GroRenangabe, 1 um.’

Das Geschlecht der Gametozyten kann mit Hilfe einer Giemsa-Farbung und einfacher
Lichtmikroskopie ermittelt werden. Wahrend die basophilen Makrogametozyten blau
erscheinen, zeigen Mikrogametozyten eine rétliche Farbung. Im Vergleich der Ultrastrukturen
besitzen Makrogametozyten zudem ein ausgedehnteres ER und groflere Hamozoinpartikel.
Insgesamt ist das Geschlechterverhaltnis zur weiblichen Seite verschoben, wobei pro
Mikrogametozyten etwa funf Makrogametozyten gebildet werden. Da aus einem
Mikrogametozyten in der weiteren Entwicklung acht Mikrogameten entstehen, ergibt sich
nach der Gametenbildung etwa ein 1:1-Verhaltnis der Geschlechter (Ubersichtsartikel
Pradel, 2007). Bei einer Blutmahlzeit gelangen hauptsachlich Gametozyten des Stadium V in
den Mitteldarm der Micke, wahrend sich Gametozyten des Stadium | bis IV an Wirtsgewebe
wie z.B. Knochenmark anheften, um dem Screening des peripheren Bluts in der Milz zu
entgehen (Smalley et al., 1981; Rogers et al., 2000). Tab. 1.1 fasst noch einmal die morpho-

logischen Unterschiede im Laufe der Gametozytogenese zusammen.
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Tab. 1.1. Morphologische Unterschiede wahrend der Gametozytogenese von P. falciparum
(Talman et al., 2004).

Stadium | Stadium Il Stadium Ill Stadium IV Stadium V

Form IA. Kein IIA. Elongation D-férmig, leicht Langer, dinner Halbmondférmig
(lichtmikros- Unterschied zu im Erythrozyten gekrimmter Parasit, mit abgerundeten
kopisch) kleinen, runden 1IB. D-férmig Erythrozyt, spindelférmig, Enden, mannlich:

Trophozoiten Rot/Blau- deutlich gekrimmter | Pigmentstreuung,

IB. GréRere, Differenzierung Erythrozyt, rot; weiblich: dicht

runde Form, zwischen mannlich: gepacktes

charakteristische mannlichen und verstreutes Pigment, blau

granulare weiblichen Pigment, weiblich:

Pigmentvertei- Gametozyten eher dichte

lung

Pigmentablagerung

Ultrastruktur

Keine sichtbaren
Veranderungen
des
erythrozytaren
Plasmalemmas
im Gegensatz zu
Erythrozyten mit
asexuellen
Stadien
(Knopfstrukturen
auf der
Oberflache)

Bildung einer
flachen
Ausstllpung der

Ausdehnung der
subpellikularen
Membran und
des Mikrotubuli-
komplexes
(verantwortlich
fur die D-Form)

Nukleus terminal
lokalisiert oder
entlang der
Zellenlangs-
achse gestreckt,
teilweise
Spindelbildung

Weitere Entwicklung
des Komplexes an
der subpellikularen
Membran wirkt sich
auf die Zellform aus

Mannlicher Nukleus
deutlich gréRer als
weiblicher Nukleus

Makrogametozyten
enthalten mehr
Ribosomen, ER und
Mitochondrien als
Mikrogametozyten

Membran und
Mikrotubulikomplex
umgeben den
Gametozyten nun
vollig
(Wiederherstellung
der Symmetrie)

Bildung membran-
gebundener
osmiophiler
Korperchen

Offensichtlicher
Sexualdimorphis-
mus: Ribosomen,

Verlust der
subpellikularen
Mikrotubuli durch
Depolymerisie-
rung, die innere
Membran bleibt
erhalten

Mikrogametozyten
zeigen eine
deutliche
Reduktion der
ribosomalen
Dichte und sehr
wenige
Mitochondrien;

subpellikularen Sexueller Mitochondrien und grofRer Nukleus
Membran und Dimorphismus osmiophile mit
Ausbildung einer | bezuglich Korperchen Kinetochorenkom-
zusatzlichen der KerngréRRe zahlreicher in plex am nukledren
Mikrotubulistruk- weiblichen Mantel
tur Gametozyten;
mannlicher Nukleus | Zahlreiche
ist grofer; in Mitochondrien,
mannlichen Ribosomen und
Gametozyten sind osmiophile
die Kinetochore der | Kdrperchen in
Chromosomen Makrogameto-
jeweils an ein zyten,
elektronendichtes kleiner Kern mit
Koérperchen Transkriptions-
gebunden, das sich maschinerie
unterhalb einer
Kernpore befindet
Zeitpunkt der 0-2 1-4 2-8 6-10 9-23
Entstehung
(in Tagen)
Phase im G1 G1 GO GO GO
Zellzyklus
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Durch den Wirtswechsel vom warmblutigen Vertebraten zum wechselwarmen Invertebraten
erhalten die reifen Gametozyten eine Reihe von Signalen, die ihr Ausbrechen aus den
Erythrozyten induzieren und somit die Gametenbildung auslésen. Dazu gehdéren in vivo vor
allem ein Temperaturabfall von mindestens 5 °C (Billker et al., 1997) und die Anwesenheit
von Xanthurensaure im Muickendarm (Billker et al., 1998; Garcia et al., 1998). Der Einfluss
eines weiteren, unbekannten Faktors im humanen Serum wird diskutiert (Arai et al., 2001).
Es konnte aulierdem beobachtet werden, dass eine Erhdhung des pH-Wertes auf tber acht
zum gleichen Effekt fuhrt (Billker et al., 1997). Da dies jedoch nicht den physiologischen
Bedingungen im Mickendarm entspricht, scheint es sich hierbei nur um ein in-vitro-
Phanomen zu handeln.

Innerhalb von nur zehn Minuten befreien sich die Gametozyten im Mickendarm von der
Erythrozytenhille. Wahrend dieser Zeit rundet sich der Makrogametozyt ab und differenziert
sich zum Makrogameten. Der Mikrogametozyt durchlauft dagegen drei Replikationsrunden
(Janse et al.,, 1986, 1988). Er wird dadurch oktoploid und bildet in einem ,Exflagellation®
genannten Vorgang acht flagellenartige Mikrogameten. Da diese weder ein Mitochondrium
noch einen Apikoplasten besitzen (Sinden et al., 1978), scheinen jene Organellen maternal
vererbt zu werden (Vaidya et al., 1993; Creasey et al., 1994). Die bei der Exflagellation
entstehenden, heftig flagellenartig schlagenden Mikrogameten stellen rasch Kontakt zu
benachbarten, parasitierten und nicht parasitierten Erythrozyten her und heften sich an diese
an. Dadurch entstehen rosettenartige Zellkomplexe, die in vitro bei 400-facher Vergrélierung
im Lichtmikroskop gut sichtbar sind (Abb. 1.6). Bisherige Studien zeigten, dass die Adhasion
der Parasiten an Erythrozyten Gber Glycophorin A und Sialinsaure erfolgt (Templeton et al.,
1998). Weitere molekulare Mechanismen zur Ausbildung von Exflagellationskomplexen sind

jedoch bisher unerforscht. Ebenso ist Ihre Funktion noch véllig unverstanden.

e e
oeﬁao ‘

Abb. 1.6. Exflagellationszentrum bei 400-facher VergréRerung im Lichtmikroskop. GréRenangabe,

12 pm.°

Anschlielend [6st sich der Mikrogamet vom Restkdrper des ehemaligen Mikrogametozyten
und begibt sich frei beweglich auf die Suche nach einem Makrogameten. Ob dies durch
zufallige Bewegungen oder entlang eines durch Makrogameten verursachten Gradienten von
Chemoattraktanten geschieht ist noch nicht geklart (Ubersichtsartikel Pradel, 2007).

11
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Trophozoiten Trophozoiten Schizonten Gametozyten
(ung) (alt)
P. malariae
P. ovale
P. vivax
P. falciparum

Abb. 1.7. Ubersicht der Morphologie der vier verschiedenen humanpathogenen Plasmodienarten.’

Treffen Mikro- und Makrogamet aufeinander, kommt es zur Befruchtung, indem die Plasma-
membranen der Gameten verschmelzen und der mannliche Nukleus samt Axonem in das
weibliche Zytoplasma eindringt. Auf die Kernverschmelzung folgt innerhalb der nachsten drei
Stunden eine Meiose, die zu einer tetraploiden Zygote fuhrt (Janse et al., 1986); dieser tetra-
ploide Zustand halt insgesamt bis zur Bildung haploider Sporozoiten an. In den anschlieRen-
den 24 Stunden differenziert sich die Zygote zu einem fiir die Mlcke infektidsen Ookineten.
Dieser ist frei beweglich und besitzt einen Apikalkomplex, der ihm das Eindringen in das
Mitteldarmepithel der Micke ermdoglicht, bevor er sich zwischen Epithel und Basallamina
einnistet. Das Stadium des Ookineten ist nicht nur den widrigen Lebensbedingungen bei der
Verdauung einer Blutmahlzeit ausgesetzt und muss mehrere Barrieren beim Eindringen in
das Darmepithel Uberwinden, sondern kommt ebenso in direkten Kontakt mit Komponenten
des Wirtsimmunsystems. Daher stellt es ein so genanntes ,bottle neck” Stadium dar: von ca.
10.000 Gametozyten entwickeln sich nur etwa 1000 zu Ookineten; von diesen kdnnen sich
wiederum nur weniger als funf zu Oozysten differenzieren (Sinden, 1999; Sinden und
Billingsley, 2001). Diesem hohen Selektionsdruck wirkt der Parasit dadurch entgegen, dass
pro Oozyste etwa 1000 Sporozoiten entstehen, die durch die Hamolymphe in die
Speicheldrisen der Micke wandern und dort fir eine Neuinfektion zur Verfigung stehen.
Insgesamt wird die Entwicklung von Sporozoiten durch héhere Temperaturen begunstigt und

dauert eine bis mehrere Wochen. Der Lebenszyklus verlauft fir die vier humanpathogenen
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Plasmodienarten zwar sehr ahnlich, dennoch bestehen auffallige morphologische Unter-
schiede, die in Abb. 1.7 dargestellt sind.

1.3 Impfstoffforschung

1.3.1 Parasitare Inhibitions- und Immunevasionsmechanismen

Als ein wichtiger Bestandteil der Immunevasion des Malariaerregers wird seine intrazellulare
Lokalisation im Erythrozyten angesehen. Erythrozyten kdnnen als kernlose Zellen keine
MHC-I-Molekiile produzieren und damit keine parasitdren Antigene prasentieren, die zur
Abtétung der Zelle durch zytotoxische T-Zellen flihren kénnten (Ubersichtsartikel Komisar,
2007). Eine weitere Vermeidungsstrategie stellt in P. falciparum die Variation der PfEMP1-
Adhasionsproteine dar, mit deren Hilfe sich infizierte Erythrozyten an Kapillarendothelien
anheften und sich so davor schitzen, durch das Screening des peripheren Blutes in der Milz
herausgefiltert und zerstort zu werden (Angus et al., 1997; Chotivanich et al., 2000, 2002).
Zusatzlich beeinflussen Plasmodien die Wirtsabwehr durch Immunsuppression oder
prasentieren bevorzugt solche Epitope, die irrelevante Antikdrper induzieren oder die Aktivie-
rung zytotoxischer T-Zellen inhibieren, wahrend relevante Epitope zum Teil nur schwach
immunogen sind (Gilbert et al., 1998; Plebanski et al., 1999).
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Abb. 1.8. Ubersicht der Vakzinstrategien in der Malariaforschung.8
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Dieser Vielfaltigkeit des Parasiten bei der Immunevasion ist es zu zuschreiben, dass trotz
intensiver Forschung seit Jahrzehnten bisher kein Malariaimpfstoff die Marktreife erreicht
hat. Weitere Probleme der Impfstoffentwicklung stellen die Produktion immunogener
rekombinanter Parasitenproteine im GroRmalstab, die Ermittlung der optimalen Adjuvantien
und eine damit verkniipfte Uberwindung einer zu kurzlebigen Immunantwort dar. Insgesamt
lassen sich die unterschiedlichen Vakzinstrategien je nach Angriffsziel in drei Klassen
einteilen (Ubersichtsartikel Richie und Saul, 2002; Abb. 1.8): Kandidaten fiir préaerythro-
zytare, erythrozytare sowie transmissionsblockierende Impfstoffe sollen in den drei folgenden

Abschnitten beschrieben werden.

1.3.2 Praerythrozytare Vakzine

Praerythrozytare Vakzine richten sich entweder gegen Sporozoiten oder Leberstadien des
Parasiten. |hr Ziel ist es, eine Malariainfektion zu unterbinden oder die Vermehrung des
Parasiten in der Leber zu verhindern, um eine sterile Immunitat zu erreichen. Dabei soll der
Entwicklungszyklus des Erregers vollstandig blockiert und somit einem Krankheitsausbruch
vorgebeugt werden. Erfolge konnten bereits mit strahlungsinaktivierten Sporozoiten
verzeichnet werden, wodurch es im Menschen zu einer sterilen Immunitdt gegenuber
verschiedenen Parasitenstdmmen kam, die zehn Monate Bestand hatte (Hoffman et al.,
2002). Da jedoch bei diesem Ansatz lebende Micken benétigt werden, die bei ihrem Stich
die inaktivierten Sporozoiten Ubertragen, erwies sich diese Strategie als problematisch flr
die Anwendung im gréReren MaRstab (Ubersichtsartikel Taylor-Robinson, 2000). Es folgten
Experimente mit Oberflachenmolekilen von Sporozoiten wie TRAP (thrombospondin related
adhesion protein) und CSP (circumsporozoite protein) in verschiedenen Kombinationen,
sowie mit den beiden Leberstadienantigenen-(LSA)-1 und -3 (Ubersichtsartikel Komisar,
2007). Sehr viel versprechend scheint nun ein Impfstoffkandidat namens RTS,S, basierend
auf CSP, dem ersten identifizierten Oberflachenprotein von Sporozoiten, zu sein. Dabei
handelt es sich um ein Fusionsprotein aus einem C-terminalen Abschnitt von CSP,
verschiedenen T-Zell-Epitopen und dem N-Terminus des Hepatitis-B-Oberflachenantigens
(Ubersichtsartikel Heppner et al., 2005). Eine klinische Studie an ein- bis vierjahrigen
Kindern in Mozambique zeigte nach drei Impfungen mit RTS,S ein um 37 % vermindertes
Risiko an Malaria zu erkranken (Alonso et al., 2004). Aktuell werden weitere Studien von der
belgischen Pharmafirma GlaxoSmithKline mit RTS,S in Ghana, Kenia, Sierra Leone, Gabun,
Tansania und im Senegal durchgefiihrt (Dovi, 2006; Aide, 2007).
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1.3.3 Erythrozytare Vakzine

Das Angriffsziel erythrozytarer Vakzine stellen die Blutstadien des Parasiten dar. Da diese
fur die Krankheitssymptome verantwortlich sind, sollen dadurch sowohl Morbiditat als auch
Mortalitat reduziert werden. Im Fokus dieser Forschung stehen die Antigene AMA-1 (apical
membrane antigen), MSP-1, -2, und -3 (merozoite surface protein) sowie RESA (ring
infected erythrocyte surface antigen). Nach viel versprechenden Resultaten im Tiermodell
zeigten auch erste klinische Studien, dass sowohl AMA-1 als auch MSP-1 und MSP-3 bzw.
eine so genannte ,Kombination B“ aus MSP-1, MSP-2 und RESA eine spezifische
Antikérperproduktion hervorrufen kénnen (Siddiqui et al., 1987; Collins et al., 1991; Etlinger
et al.,, 1991; Narum et al., 2000; Hisaeda et al., 2002; Genton et al., 2002, 2003). So konnte
z.B. in Studien der klinischen Phase 1a und 1b unter Verwendung rekombinanter MSP-1-
Fragmente eine gute Vertraglichkeit des Impfstoffs und eine starke Antikdrperproduktion
festgestellt werden (Ockenhouse et al.,, 2006; Withers et al., 2006; Stoute et al., 2007).
Ahnliche Ergebnisse wurden in klinischen Studien der Phasen 1a und 1b an fiinf- bis
neunjahrigen Kindern mit der Kombination B erzielt (Genton et al.,, 2002, 2003). In
Impfstudien anhand von AMA-1 produzierten 92 % der Probanden spezifische Antikdrper
(Malkin et al., 2005a). Die aktuelle Forschung befasst sich mit den Schwierigkeiten der
Antigenvariabilitdt durch allelische Variation, der rekombinanten Antigenproduktion im
Grolmafstab und der Optimierung der Immunantwort durch Adjuvantienkombination
(Ubersichtsartikel Komsiar, 2007).

1.3.4 Transmissionsblockierende Vakzine

Die Sexualphase des Parasiten stellte lange Zeit kein attraktives Ziel der Malariaforschung
dar, da deren Bekampfung weder dem Wohl der Patienten noch der Ausrottung der Miicke
zutraglich zu sein schien. Erst in den letzten zwei Jahrzehnten riickte sie als Angriffsziel fir
transmissionsblockierende Vakzine (TBV) und Medikamente ins Licht des wissenschaftlichen
Interesses (Ubersichtsartikel Carter, 2001; Richie und Saul, 2002; Kaslow, 2002; Saul,
2007). Ziel der TBV ist es, im Menschen eine ausreichende Antikdrperproduktion gegen
sexuelle Parasitenantigene zu aktivieren, um die Parasitenentwicklung in der Micke zu
blockieren. Dies geschieht, wenn der Parasit im Zuge seiner Sexualentwicklung nach einer
Blutmahlzeit in der Miicke aus dem Erythrozyten ausbricht und somit die entsprechenden
Antigene den Faktoren des Immunsystems aussetzt. Zu diesen Faktoren zahlen u. a.
spezifisch induzierte, humane Antikdérper und Komponenten des Komplementsystems, die

ebenfalls mit der Blutmahlzeit in die Micke gelangen. Diese Faktoren binden idealerweise
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ihre zugehorigen Epitope auf den parasitdren Sexualstadien im Mitteldarm der Micke und
verhindern dadurch die weitere Entwicklung des Parasiten. Die Folge ware ein Unterbinden
der Weiterverbreitung des Parasiten.

Eine Herausforderung stellt bei dieser Strategie die Identifizierung von Proteinen dar, die
nicht nur in der Sexualentwicklung eine essentielle Rolle spielen, sondern als Antigen
zusatzlich ausreichend immunogen wirken. Zu den ersten sexualstadienspezifischen
Proteinen, die vor etwa zwei Jahrzehnten entdeckt wurden, zahlt Pfs25, das sich auf der
Oberflache von Makrogameten, Zygoten und Ookineten befindet (Vermeulen et al., 1985,
1986; Kaslow et al., 1988). Zehn Jahre spater wurde sein Paralog Pfs28 identifiziert (Duffy
und Kaslow, 1997). P.-berghei-Parasiten, bei denen entweder Pb25 oder Pb28 ausgeschal-
tet wurde, sind zwar weiterhin in der Lage die Entwicklung in der Mlcke vollstandig zu
durchlaufen; schaltet man jedoch beide Gene gleichzeitig aus, zeigt sich eine reduzierte
Bildung sowie Infektiositat von Ookineten (Tomas et al., 2001). Bei Membranfiitterungen von
Anopheles-Micken inhibierten Antikdrpercocktails gegen Pfs25 und Pfs28 die Transmission
von P. falciparum durch Unterdrickung der Oozystenbildung sogar vollig (Kaslow et al.,
1988; Kaslow, 1997; Duffy und Kaslow, 1997). Fir erste klinische Studien im Menschen
wurde rekombinantes Pfs25 in Hefezellen hergestellt (Kaslow und Shiloach, 1994; Zou et al.,
2003). Da sich jedoch zeigte, dass Pfs25 alleine keine ausreichende immunogene Wirkung
entfaltet, wird derzeit nach geeigneten Adjuvantien zur Optimierung der Antikdrperproduktion
gesucht. Erste Erfolge wurden in Rhesusaffen erzielt, in denen eine Pfs25-induzierte Immun-
antwort die Transmission des Parasiten in der Mucke vollstandig blockierte (Wu et al., 2006).
Eine ahnliche Inhibition der Parasitenentwicklung konnte durch Antikérper erreicht werden,
die in klinischen Studien der Phase 1 mit dem rekombinanten Protein Pvs25 aus P. vivax
gewonnen wurden (Malkin et al., 2005b).

Als sehr viel versprechend gilt heute auch das sexualstadienspezifische Protein Pfs230,
welches auf der Oberflache von Gametozyten und Gameten exprimiert wird (Rener et al.,
1983; Quakyi et al., 1987; Williamson et al., 1993, 1995). Es konnte bereits gezeigt werden,
dass Immunseren gegen dieses Protein die Infektiositdit der Micken gegenlber
P. falciparum deutlich senken (Williamson et al., 1995). In vitro inhibiert die Zugabe von anti-
Pfs230-Antikérpern zu exflagellierenden Kulturen in Gegenwart von aktivem Serum die
Gametenbildung sogar vollstandig (Read et al., 1994; Healer et al., 1997; Williamson, 2003).
Seine essentielle Rolle bei der Sexualentwicklung scheint Pfs230 bei der Reifung mannlicher
Gametozyten auszulben. In diesem Zusammenhang konnte beobachtet werden, dass
mannliche Pfs230-knockout-(KO)-Mutanten zwar exflagellieren, jedoch kaum noch
Erythrozyten binden koénnen. Die anschlieRende reduzierte Oozystenbildung kdnnte eine
Folge der stark eingeschrankten Fahigkeit zur Bildung von Exflagellationszentren sein (Eksi
et al., 2006).
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Ein weiterer potentieller Kandidat flr TBV stellt Pfs48/45 dar (Rener et al., 1983; Vermeulen
et al., 1985; Kocken et al., 1993). Dieses Protein wird sowohl auf weiblichen als auch auf
mannlichen Gametozyten und Gameten exprimiert und bildet dort zusammen mit Pfs230
einen Komplex auf der Plasmamembran (Kumar 1987; Kumar und Wizel, 1992). Dabei ist
Pfs48/45 Uber einen GPI-(glycosyl phosphatidyl inositol)-Anker an die Oberflache des
Parasiten gebunden (Kumar und Wizel, 1992). Bei mannlichen Pfs48/45- und Pb48/45-KO-
Mutanten war die Motilitdt und Fahigkeit Makrogameten zu befruchten stark eingeschrankt,
wahrend die weiblichen Mutanten ihre volle Fertilitdt behielten (van Dijk et al., 2001). In
Feldstudien zeigte sich aulRerdem, dass Malariapatienten dazu fahig sind, Antikérper sowohl
gegen Pfs230 als auch gegen Pfs48/45 zu bilden (Williamson, 2003).

Schwierig an der Thematik der TBV ist der Sachverhalt, dass infizierte Personen aus dieser
Impfung keinen direkten Nutzen ziehen; die Parasitenstadien, die die Krankheitssymptome
verursachen, kdénnen sich dabei ungehindert vermehren. Die ethischen Bedenken, die sich
aus diesem ,altruistischen“ Aspekt ergaben, flhrten zu Kritik an der TBV-Strategie. Neuere
Studien zeigen jedoch, dass TBV hauptséachlich den Familienangehérigen einer geimpften
Person zugute kommen, da Infektionen haufig innerhalb eines Haushalts weitergegeben
werden. Somit ist wiederum das Neuinfektionsrisiko fir den Geimpften selbst reduziert und
der altruistische Effekt relativiert (Ubersichtsartikel Sauerwein, 2007). Dennoch wirde eine
mdgliche Alternative zur reinen TBV-Applikation ein Impfstoffcocktail darstellen, bei dem TBV
mit Vakzinen gegen praerythrozytdre oder erythrozytare Stadien kombiniert wirden, um

einen unmittelbaren Effekt auf den Krankheitsverlauf zu erzielen.

1.4 PfCCp-Proteine: Sexualstadienspezifische Oberflachen-

proteine mit multiplen Adhédsionsdomanen

1.4.1 Identifizierung und Aufbau

Durch die vollstandige Sequenzierung des P.-falciparum-Genoms (Gardner et al., 2002) und
der Genome der Nagermalariaerreger P. berghei, P. yoelii und P. chabaudi (Carlton et al.,
2002; Hall et al., 2005) ergaben sich vollig neue Wege, neuartige Angriffspunkte flr
Malariaimpfstoffe oder -medikamente zu identifizieren. So wurden in P. falciparum 1289
Proteine entdeckt, von denen 714 hauptsachlich in asexuellen Stadien, 931 in Gametozyten
und 645 Proteine in Gameten exprimiert werden. Es konnten Klassen von konservierten,
sekretierten oder membranassoziierten Proteinen gebildet werden (Lasonder et al., 2002).

Von besonderem Interesse flir TBV waren dabei Proteine mit Adhasionsdoméanen, die an
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Zell-Zell-Interaktionen beteiligt sein konnten. Bei dem Screenen des P.-falciparum-Genoms
nach Genen, die multiple tier- oder bakteriendhnliche, adhasive, extrazellulare Domanen

kodieren, wurde eine neue Proteinfamilie mit aulRergewdhnlicher Struktur entdeckt.

Familie der PFCCp-Multiadhdsionsdoménenproteine

Signal Seq.
precet & 86~ Lov xLew) a
LCCL
precp2 [ G~ Lov < Lo wiea A
lipox '
piccp3 [ ificoysriis)icoledmimib|colicot
Scavenger
Receptor
Pfccp4 levanase
PfCCp5 @ LCCL | Discoidin .

I Pentraxin -

PIFNPA Fibronectin .
Anthrax

Abb. 1.9. Aufbau der PfCCp-MuItiadhésionsdoméinenproteine.9

Die sechs Mitglieder dieser Familie verfliigen Uber eine erstaunliche Vielfalt an adhasiven
Modulen und wurden aufgrund einer gemeinsamen Limulus-Coagulation-factor-C-(LCCL)-
ahnlichen Adhasionsdoméane PfCCp1 bis PfCCp5 genannt (Delrieu et al., 2002; Lasonder et
al., 2002; Dessens et al., 2004; Pradel et al., 2004, 2006; Templeton et al., 2004; Trueman et
al., 2004, Pradel, 2007; Scholz et al., 2005, 2007). Dem sechsten Mitglied, PfFNPA, fehlt
zwar die namensgebende Domaéne, doch die ausgepragte Ahnlichkeit zu PfCCp5 flhrte zur
Integration des Proteins in die PfCCp-Familie (Abb. 1.9; Pradel et al., 2004, 2006; Trueman
et al.,, 2004; Scholz et al., 2005, 2007). Wie die Domanenarchitektur von PfCCp1 und
PfCCp2 unschwer erkennen lasst, handelt es sich bei diesen Proteinen um Schwester-
proteine, die durch Genverdopplung entstanden sein konnten. Alle sechs Gene besitzen eine
Signalpeptidsequenz, jedoch keine Sequenzen fir Transmembrandomanen oder GPI-Anker,
was darauf hindeutet, dass die kodierten Proteine sekretiert werden.

Die namensgebende LCCL-Domane wurde erstmals im Pfeilschwanzkrebs Limulus im so

genannten Faktor C, dem Zymogen einer sekretierten Serinprotease, entdeckt (Muta et al.,
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1991). Spater wurde sie ebenfalls als Bestandteil des humanen, kochlearen Proteins Coch-
5b2 und des Lungenreifungsproteins Lgl1 in der Ratte identifiziert (Robertson et al., 1997;
Kaplan et al., 1999). Von diesen drei Proteinen erhielt die Domane schliellich ihren Namen
(Trexler et al., 2000; siehe Markierungen). Sie besteht aus etwa einhundert Aminosauren mit
vier hoch konservierten Cysteinen und besitzt eine einzigartige Struktur aus einer zentralen
alpha-Helix, die von zwei beta-Faltblattern umgeben ist (Liepinsh et al., 2001). Haufig tritt die
LCCL-Domane in Verbindung mit anderen Modulen extrazelluldrer Proteine auf, die an
Protein-, Polysaccharid- oder Lipidbindungen beteiligt sein kénnten (Trexler et al., 2000;
Liepinsh et al., 2001). Die Neurexin-(NEC)-Domane wurde ebenso wie das ApicA-Modul
erstmals als eigenstandiges Motiv in PfCCp1 und PfCCp2 beschrieben und nach zwei im
Tierreich hoch konservierten Oberflachenproteinen benannt, in denen es enthalten ist: den
Neurexinen und Kollagenen (Pradel et al., 2004). Es besitzt zwei Cysteine, die durch
Briickenbildung eine tiefe a-B3-Tasche stabilisieren. Von der ApicA-Domane ist hingegen nur
bekannt, dass es sich um ein Apikomplexa-spezifisches, cysteinreiches Modul handelt
(Pradel et al., 2004).

Drei Domanen, die sich unter den PfCCp-Proteinen nur in PfCCp3 befinden, sind die
Pentraxin-, SR-(scavenger receptor)-, und LH-(Lipoxygenase homologe)-Domanen. Erstere
wurde bisher in Proteinen einer akuten Immunantwort samt Agglutination, Komplement-
aktivierung und Phagozytose nachgewiesen (Bharadwaj et al., 2001; Claudianos et al., 2002;
Dessens et al., 2004). Bei der SR-Domane handelt es sich um ein Motiv, das als kleine, tber
Disulfidbriicken stabilisierte Strukturkomponente im extrazellularen Teil von membran-
gebundenen oder sekretierten Proteinen in einer Vielzahl von Spezies auftritt (Ubersichts-
artikel Aruffo et al.,, 1997). Unter ihren etwa 110 Aminosauren befinden sich sechs
konservierte Cysteine, die an der Bindung von Peptidliganden beteiligt zu sein scheinen
(Whitney et al., 1995; Delrieu et al., 2002; Claudianos et al., 2002). Die letzte nur in PfCCp3
vorkommende Domane, die LH-Domane, wurde in einer Vielzahl von Membran- oder Lipid-
assoziierten Proteinen von Pflanzen, Metazoa und einigen pathogenen Bakterien entdeckt,
denen eine Beteiligung an Protein-Lipid-Interaktionen zugeschrieben wurde (Bateman und
Sandford, 1999; Delrieu et al., 2002; Claudianos et al., 2002).

Dagegen gilt die Discoidin-(Disc)-Domane, die sowohl einen Bestandteil von PfCCp1 als
auch von PfCCp2 darstellt und sich haufig in Eukaryoten findet, ebenso wie die Ricin-(Ric)-
Domane, als Bindungspartner von Polysacchariden (Baumgartner et al., 1998; Ponting und
Russell, 2000). Dies scheint ebenfalls fur die Levanase-(Lev)-Doméane zu zutreffen, die
neben PfCCp1 und PfCCp2 auch in PfCCp4 vorkommt. Die flir PfCCp5 und PfFNPA
typische Fibronektin-(FN2)-Domane wurde bisher nur in Vertebraten beschrieben. Dort wird
ihr u. a. eine Rolle in der Kollagenbindung nachgesagt (Ubersichtsartikel Hornebeck et al.,
2005). Ihr folgt in PICCp5 und PfFNPA ein Motiv, das dem N-terminalen Anteil des Anthrax-
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protective-Antigens (Anth) entspricht (Pradel et al., 2004). Insgesamt wird all diesen
Doméanen eine Beteiligung an Protein-Protein-, Protein-Polysaccharid- oder Protein-Lipid-
Interaktionen zugeschrieben. Dies deutet darauf hin, dass die PfCCp-Proteine entweder an
Parasit-Parasit- oder Parasit-Wirts-Interaktionen beteiligt sein kénnten (Pradel et al., 2004,
2006).

Orthologe der PfCCp-Proteine finden sich auch in anderen Apikomplexa wie z.B. in
P. berghei, wo sie unter dem Namen PbLAP beschrieben wurden (Claudianos et al., 2002;
Trueman et al., 2004; Raine et al., 2007), in Cryptosporodium parvum, in Theileria annulata
und in Toxoplasma gondii (Dessens et al., 2004). Dies lasst auf eine evolutiv hoch
konservierte Funktion dieser Proteine innerhalb der Apikomplexa schlieRen, wodurch sie
zum attraktiven Ziel antiparasitarer Strategien werden (Templeton et al., 2004; Pradel und
Templeton, 2006).

1.4.2 Expression und Funktionsanalysen

Erste Versuche zur Charakterisierung der PfCCp-Expression zeigten, dass alle PfCCp-
Proteine sexualstadienspezifisch in Gametozyten exprimiert werden (Delrieu et al., 2002;
Pradel et al.,, 2004, 2006; Scholz et al., 2007). Immunfluoreszenzstudien detektierten
PfCCp1, PfCCp2 sowie PfCCp3 im gesamten Gametozyten in einem punktierten Muster
(Abb. 1.10). In ultrastrukturellen Analysen konnte aullerdem festgestellt werden, dass
PfCCp1, PfCCp2 und PfCCp3 in der parasitophoren Vakuole, assoziiert mit der Plasma-

membran des Parasiten exprimiert werden.

Abb. 1.10. Expression von PfCCp1, PfCCp2 und PfCCp3. Indirekte Immufluoreszenzstudien zeigten
ein punktiertes Expressionsmuster der PfCCp-Proteine in Griin (Alexa-488), Erythrozyten in Rot

(Evans Blue) und Kernmaterial in Blau (Hoechst nuclear stain). GréRenangabe, 2 uym."°

Fur PfCCp1, PfCCp2 und PfCCp3 liegt die Vermutung nahe, dass sie wahrend der

Gametozytenreifung und der Gametenbildung interagieren (Pradel et al., 2006; Wagner et
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al.,, 2006). Unterstitzt wird diese Hypothese durch die Beobachtung, dass diese drei
Proteine in vitro bei dem Ausbrechen der Gametozyten aus den Erythrozyten partiell
freigesetzt werden (Abb. 1.11A) und den entstehenden Exflagellationskomplex als eine Art
Matrix umgeben (Abb. 1.11B).

Abb. 1.11. Freisetzung und Matrixbildung am Beispiel von PfCCp1 wahrend der Gametenbildung.
A. Indirekte Immunfluoreszenzstudien an einem aktivierten Gametozyten null und zwdlf Minuten nach
Aktivierung; in Rot, PfCCp1 (Alexa-594). Grofienangabe, 3 um. B. Exflagellationskomplex und ihn
umgebendes PfCCp1 in Rot (Alexa-594); mannliche Gameten mittels Pfalpha-Tubulin-l1I-Markierung in
Grin (Alexa-488). GroRenangabe, 20 pm.11

Zur Funktionsanalyse wurden Studien an PfCCp2- und PfCCp3-KO-Mutanten durchgefihrt.
Diese zeigten, dass sowohl PfCCp2 als auch PfCCp3 bei der Entwicklung des Parasiten in
der Milcke eine essentielle Rolle spielen. Zwar kdnnen die Mutanten sich weiterhin
befruchten und Zygoten, Ookineten, Oozysten sowie Sporozoiten innerhalb der Oozysten
bilden; die Sporozoiten kénnen jedoch nicht mehr in die Speicheldrisen der Micke
vordringen (Pradel et al., 2004). Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Claudianos et al. (2002)
und Raine et al. (2007) bei Untersuchung der P.-berghei-Orthologe. Sie konnten ebenfalls
einen essentiellen Einfluss der PbCCp/LAP-Proteine auf die Entwicklung von Qozysten bzw.
Sporozoiten beobachten. Zusatzlich postulierten sie eine Rolle der PbCCp/LAP-Proteine bei
der Regulation des Zellzyklus (Raine et al., 2007).

Bei Studien zur Ko-Expression der PfCCp-Proteine konnte in PfCCp3-KO-Mutanten eine
fehlende Proteinexpression von PfCCp1 und PfCCp2 festgestellt werden, obwohl es
weiterhin zur regularen Transkriptbildung kam (Pradel et al., 2006). Diese ko-abhangige
Expression, sowie die Ko-Lokalisationsstudien mittels Immunfluoreszenz (Abb. 1.12), fihrten
in unserem Labor zur Hypothese, dass PfCCp1, PfCCp2 und PfCCp3 unter Bildung eines
Proteinkomplexes interagieren. Der Verlust von PfCCp3 kdnnte demnach dazu flhren, dass
die anderen beiden PfCCp-Proteine instabil und letztlich degradiert werden. Erste direkte

Interaktionen, die diese Hypothese der Komplexbildung unterstitzen, konnten in unserem
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Labor durch Affinitdtschromatographiestudien unter Verwendung rekombinanter PfCCp-

Proteine bereits nachgewiesen werden (Wagner et al., 2006).

Abb. 1.12. Ko-Lokalisationsstudien von PfCCp1
und PfCCp3 (Alexa-488; in Grin) mit PfCCp2

(Alexa-594; in Rot) mittels Immunfluoreszenz. %,

Uberlagerung der Einzelbilder mit Ko-Lokalisation

in Gelb; GréRenangabe 3 ym."?

Ebenfalls Teil dieser Hypothese ist es, dass nicht nur PfCCp-Proteine, sondern auch weitere
sexualstadienspezifische Proteine Uber direkte oder indirekte Interaktionen an der Bildung
von Proteinkomplexen innerhalb der parasitophoren Vakuole und um Exflagellationszentren
herum beteiligt sind. Obwohl die Funktion von PfCCp1, PfCCp2 und PfCCp3 noch ungeklart
ist, stellen zumindest PfCCp2 und PfCCp3 durch ihre sexualstadienspezifische Expression
und ihre essentielle Rolle bei der Parasitenentwicklung in der Miicke potentielle Kandidaten

als Komponenten transmissionsblockierender Vakzine dar.

1.5 Ziel der Arbeit

Rasch zunehmende Resistenzentwicklungen des Malariaerregers und das Fehlen eines
Impfstoffs gegen Plasmodien verdeutlichen bei einer Mortalitatsrate von bis zu drei Millionen
Menschen pro Jahr die Dringlichkeit, effektive MafRnahmen im Kampf gegen Malaria
ergreifen zu muissen. Transmissionsblockierende Strategien kénnten dabei einen entschei-
denden Beitrag leisten, da es ihr Ziel ist, die Ausbreitung der Krankheit zu unterbinden. Fir
ausgewahlte Mitglieder der PfCCp-Multiadhasionsdomanenfamilie konnte wegen ihrer
sexualstadienspezifischen Expression und Inhibition der Parasitentransmission in KO-
Studien bereits gezeigt werden, dass sie ein viel versprechendes Potentials als TBV-
Komponenten besitzen. Ihre Funktion ist hingegen noch ungeklart. Da alle Mitglieder der
PfCCp-Familie Uber einen komplexen Aufbau aus multiplen Adh&sionsdomanen verflgen,
lag die Vermutung nahe, dass sie eine Rolle bei der Protein-, Lipid- bzw. Polysaccharid-
Bindung spielen. Dies kdnnte entweder bei der Erkennung von Wirtsliganden oder bei der

Komplexbildung parasitarer Proteine von Bedeutung sein. Unterstitzt wird unsere Hypothese

22



Einleitung

der Komplexbildung durch die ko-abhangige Expression von PfCCp1, PfCCp2 und PfCCp3
wahrend der Gametozytogenese, sowie ihre Ko-Lokalisation in Gametozyten. Weitere
Indizien stellen die partielle Freisetzung von PfCCp1, PfCCp2 und PfCCp3 nach Aktivierung
der Gametozyten und die Bildung einer matrixahnlichen Struktur dar, welche Exflagellations-
zentren umgibt.

Wegen des viel versprechenden Potentials von PfCCp2 und PfCCp3 im Hinblick auf
transmissionsblockierende Strategien lag ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit in der
funktionalen Charakterisierung des bisher nur hypothetischen Proteins PfCCp4 wahrend des
Lebenszyklus von P. falciparum. Ebenso galt es, sein Potential als TBV-Komponente zu
evaluieren. Dabei sollte die PfCCp4-Charakterisierung durch Analyse des Expressions-
musters wahrend der Sexualstadien des Parasiten mittels RT-PCR, Immunfluores-
zenzstudien und Western Blot erfolgen. PfCCp4-KO-Studien sollten einen ersten Aufschluss
Uber die Funktion geben. Eigene Vorarbeiten zur Analyse der PfCCp4-Expression bestanden
in der Klonierung rekombinanter PfCCp4-Proteine, deren Expression und Aufreinigung im
bakteriellen System, sowie in der Herstellung spezifischer Antiseren. Bei den Funktions-
analysen galt es, an bereits vorhandenen Mutanten das erfolgreiche Ausschalten von
PfCCp4 anhand diagnostischer PCR und Southern Blot zu verifizieren. Proteinexpressions-
studien mittels Western Blot und Immunfluoreszenz-Experimente sollten die Abschaltung der
PfCCp4-Expression bestatigen. Membranfiitterungen von Anopheles-Micken zur Phanotyp-
bestimmung der PfCCp4-KO-Mutanten vervollstandigten diese Versuchsreihe.

Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der Funktionsanalyse der PfCCp-Proteine durch
Interaktionsstudien. Experimente zur Klarung direkter Interaktionen innerhalb der PfCCp-
Familie sollten mittels Affinitdtschromatographie durchgefiihrt werden. Dafir galt es,
rekombinante Proteine zu exprimieren, die einzelnen PfCCp-Domanen entsprachen. Ko-
Immunprazipitationen sollten im Anschluss das PfCCp-Interaktionsverhalten untereinander
und mit anderen sexualstadienspezifischen Proteinen in ihrer nativen Konformation beleuch-
ten. Hier stand hauptsachlich die Suche nach Interaktionspartnern von PfCCp4 im Fokus.
Zur ldentifikation der Interaktionspartner galt es, die Prazipitate aus Gametozytenlysaten
mittels Western Blot zu analysieren. In einem abschlieRenden Versuchsansatz sollte das
Bindungsverhalten rekombinanter PfCCp-Proteine an Sexualstadien von P. falciparum
beleuchtet werden. Da Gameten nach der Freisetzung der PfCCp-Proteine wahrend der
Exflagellation reifer Gametozyten als potentielle Bindungspartner eine Schlisselrolle

einnehmen kdnnten, standen sie im Mittelpunkt dieser Untersuchungen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tab. 2.1. Verwendete Gerate und Hersteller

Abzug

Prutscher, Osterreich

AccuJet® pro

Brand, Wertheim

Amicon® Ultra-4, Ultra-15
Zentrifugenfiltereinheiten

Millipore, Schwalbach

Autoklav FOMI B 50

Fedegari, Albuzzano, Italien

Binokular FB/WPp4

Zeiss, Oberkochen

Brutschrank Modell 100-800

Memmert, Schwabach

Bunsenbrenner Gasi

Schutt, Gottingen

Chromatographieséulen PolyPrep®

Bio-Rad, Miinchen

Diamantmesser Diatom Ultra 45°

Provac, Oestrich-Winkel

Drucker Stylus Color 740

Epson, Meerbusch

Drucker LaserJet 1200

Hewlett Packard, Boblingen

Eismaschine AS 20

Scotsman, USA

Elektronenmikroskop EM10

Zeiss, Oberkochen
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Elektrophoresekammer MIDI 1, MAXI

Roth, Karlsruhe

Elektrophoresekammer Mini-Protean 3

Bio-Rad, Minchen

Entwicklermaschine CURIX 60

Agfa, Koéln

Entwicklerkassetten 18 x 24 cm

Dr. Goos-Suprema, Heidelberg

Feinwaage GR-200

A & D, Ahrensburg

Fluoreszenzmikroskop Axiolab HBO 50/AC

Zeiss, Oberkochen

Fluoreszenzmikroskop Axiphot

Zeiss, Oberkochen

Folienschweiligerat

Privileg, Fiirth

French® Press FAQ78

Heinemann, Schwabisch Gmiind

Geldokumentation Gel Doc 2000

Bio-Rad, Minchen

Geltrocknungsrahmen 14 x 14 cm

Roth, Karlsruhe

Gefrierschrank Privileg Oko

Privileg, Furth

Glaskuvetten nach Hallendahl

Roth, Karlsruhe

Heizblock Bio TBD-100, TBD-120

Lab-4you, Berlin

Inkubator HERAcell

Heraeus, Hanau

Kanulen Sterican

Braun, Melsungen

Klimakammer

Genheimer, Hochberg

Kihlschrank Privileg Oko

Privileg, Fiirth
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Konfokales Fluoreszenzmikroskop LSM 510

Zeiss, Oberkochen

Laborglas

Roth, Karlsruhe

Lichtmikroskop Leica DMLS

Leica, Solms

Lichtmikroskop Leitz Laborlux 11

Leitz, Wetzlar

Magnetriihrer

Marienfeld, Mergentheim

Messzylinder

Roth, Karlsruhe

Mikroskopkamera AxioCam

Zeiss, Oberkochen

Mikroskopkamera MP 5000

INTAS, Géttingen

Mikrowelle

Durabrand, Wal-Mart, Arkansas, USA

Mischroller RM 5.40

Karl Hecht KG, Sondheim

Muckeninkubator Model 2015

VWR, West Chester, USA

PCR-Thermocycler primus 25 advanced

Peg-Lab, Erlangen

pH-Meter inoLab

WTW, Weilheim

Pinzetten

Provac, Oestrich-Winkel

Pipetten

Eppendorf, Hamburg

Quarzklvette 1000

Roth, Karlsruhe

Roéntgenfilm Konica A3 Medical Film

Konica, Hohenbrunn
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Rotator-Mixer

Labinco, DG Breda, Niederlande

Scanner Perfection 4990 Photo

Epson, Meerbusch

Schttler SM 30 control

Edmund Buihler GmbH, Tibingen

Sequenzierer ABI Prism® 3100

Applied Biosystems, Darmstadt

Speed Vac® SC110

Thermo Scientific Savant, Langenselbold

Spritzenfilter 0,2 ym

Roth, Karlsruhe

Spritzen Injekt Luer Solo

Braun, Melsungen

Spulmaschine Mielabor G7783

Miele, Gltersloh

Sterilbank HERAsafe

Heraeus, Hanau

Sterilfilter Steritop™ 0,22 uym

Millipore, Schwalbach

Stromquelle PowerPac HC High Current
Power Supply

Bio-Rad, Minchen

Stromquelle E 835

Consort, Thumhout, Belgien

TiefkUhlschrank HERAfreeze

Heraeus, Hanau

Tischzentrifuge Biofuge pico

Heraeus, Hanau

Ultramikrotom MT-7000 ULTRA

RMC, Tuscon, USA

Ultraschallgerat Sonoplus HD70

Bandelin, Berlin

Ultrazentrifuge Beckmann J2-HC

Beckmann, Minchen
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Ultrospec 3100 pro UV/visible
Spektrophotometer

Amersham Bioscience, Miinchen

UV Stratalinker® 1800

Stratagene, Amsterdam, Niederlande

Vakuumpumpe Laboport

KNF, Freiburg

Vortexer Power Mix Model L46

Labinco, Breda, Niederlande

Waagen 440-47N und 440-33

Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern

Warmeplatten OTS 40

medite, Burgdorf

Wasseraufbereitungssystem TKA LAB HP
Typ 08.2203

TKA, Niederelbert

Wasserbadinkubator Hecht 3185 WTE

Karl Hecht KG, Sondheim

Wasserbadinkubator Typ WB20

PD Industriegesellschaft, Dresden

Western Blot Apparatur Mini-Trans-Blot

Bio-Rad, Minchen

Wippe Mini-Rocker MR1

Lab-4you, Berlin

Wippe WS-10

Edmund Buhler, Tibingen

Zellkulturflaschen 25 cm?, 75 cm?

Becton Dickinson, Falcon, Heidelberg

Zentrifuge Megafuge 1.0R

Heraeus, Hanau
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2.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Verwendete Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden von folgenden Firmen

bezogen:

Chemikalien von AppliChem, Darmstadt
ATCC, Manassas, USA
Dianova, Hamburg
GE Healthcare/Amersham Bioscience, Miinchen
Invitrogen/Gibco/Molecular Probes, Karlsruhe
Merck/Novagen, Darmstadt
Pharmacia/Pfizer, Wien
Roth, Karlsruhe
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Sigma/Fluka, Taufkirchen
WAK Chemie, Darmstadt

Einwegmaterialien von BD Falcon, Heidelberg
Bio-Rad, Minchen
Greiner, Flacht
Hartenstein, Wirzburg
Millipore, Schwalbach
Noras, Hochberg
Provac, Oestrich-Winkel
Roth, Karlsruhe
Sarstedt, NUrnbrecht

Erythrozytenkonzentrat und humanes Serum der Blutgruppe A+ fur die Zellkultur vom
Bayerischen Roten Kreuz (BRK), Wirzburg

Peptidantikérper PfCCp4pt1 und PfCCp4pt2 von Biogenes, Berlin

Weibliche, sechs Wochen alte NMRI-M&use von Charles River, Sulzfeld

Zellkulturgas 5 % O, Typ 2.5, 5% CO, Typ 2.5 in Stickstoff Typ 3.5 (50 Liter, kein
Prifgas) von Tyczka Industriegase, Wirzburg

Zellkulturmedium RPMI 1640 + 25 mM Hepes + L-Glutamin + Natriumbicarbonat von

Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
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2.1.3 Laborkits und Enzyme

Folgende Kits wurden verwendet:

- BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit; Applied Biosystems, Darmstadt
- DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II; Roche, Mannheim

- Epoxy Embedding Medium Kit; Fluka, Taufkirchen

- QIAamp Blood Mini Kit; Qiagen, Hilden

- QiAprep Spin Miniprep Kit (250); Qiagen, Hilden

- QIAquick PCR Purification Kit (50); Qiagen, Hilden

- QIlAquick Gel Extraction Kit (50); Qiagen, Hilden

- QIAGEN Plasmid Maxi Kit (25); Qiagen, Hilden

- SuperScript” First Strand Synthesis System for RT-PCR; Invitrogen, Karlsruhe

Enzyme und Grélenstandards wurden bezogen von:

- Invitrogen, Karlsruhe
- MBI/Fermentas, St. Leon-Rot

- New England Bioloabs (NEB), Frankfurt

- Qiagen, Hilden

2.1.4 Puffer und Lésungen

Tab. 2.2. Puffer und Lésungen

1000 x Ampizillin (0,3 M)

100 mg/ml in HoOpigest

Blockierungslosung Southern Blot

10 % 10 x Blockierldsung (aus Kit) in
Maleinsaurepuffer

Blockierungslosung Western Blot

50ml 1 xTBS
0,5g BSA (Fraktion V Albumin)
2,59 Milchpulver
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Cytomix Puffer 8,95g KCI
0,017g CacCl
0,76g EGTA
1,02g MgCl,
0,871 g K;HPO,
0,68 g KH2P04
7,08g Hepes
ad 11 HaOpigest
auf pH 7,6 einstellen
Detektionsldsung Southern Blot 0,1M Tris/HCI pH 9,5
0,1M NacCl
Detergenzpuffer Inclusion-Body- 20mM  Tris/HCIpH 7,5
Aufreinigung 2mM EDTAPpHS8,0
200 mM  NaCl
1% Deoxycholicsaure
1% Nonidet P-40
Elutionspuffer GST-Aufreinigung 50 mM  Tris/HCI pH 8,0
10 mM  reduziertes Glutathion
Elutionspuffer 6His/SUMO-Aufreinigung 50 mM  Tris/HCI pH 8,0
350 MM NaCl
1mM  beta-Mercaptoethanol
250 mM  Imidazol
10 %  Glycerin
Equilibrierungspuffer Western Blot 1219 Tris
58g NacCl
10,2g MgCl,
ad 11 HuOpigest

auf pH 9,5 einstellen

1000 x Gentamyzin (0,1 M)

50 mg/ml in Hz0pigest

sterilfiltrieren

Glycerolyte 57

300 mg
517 mg

1242 mg

KCI

Na,PO, Monohydrat,
monobasisch
Na,PO, Anhydrat,
dibasisch
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1000 x Hypoxanthin (0,4 M) 0,05 g/mlin 1 M NaOH
sterilfiltrieren
Inkubationslésung IFA 1xPBS pH74
BSA 05%
Saponin 0,01 %
1000 x Kanamyzin (0,1 M) 50 mg/ml in Ha0pigest
Lésung 1 Dirty Mini 25mM  Tris/HCI pH 8,0
50 MM  Glucose
10mM EDTAPpH 8,0
5mg/ml  Lysozym
Lésung 2 Dirty Mini 0,2N NaOH
1% SDS
Lésung 3 Dirty Mini 3M KAcpH4,8
Lysepuffer Proteinaufreinigung 1,4ml 5 M NaCl
216 yl - 1 M Imidazol
216 pl - 20 % IGEPAL
20 yI  beta-Mercaptoethanol
Lysepuffer Inclusion-Body-Aufreinigung 50 mM  Tris/HCI pH 8,0
0,25 %  Sucrose
1mM EDTAPpPHS8,0
Maleinsaurepuffer Southern Blot 0,1 M Maleinsaure
0,15M NaCl
auf pH 7,5 einstellen
Malstat-Reagenz 2ml 10 % Triton-X-100
2g L-Lactat
0,66 g Tris
66 mg APAD
ad 200 ml H20bidest
auf pH 9,0 einstellen
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10 x PAGE-Laufpuffer 29g Tris
144 g Glycerin
10g SDS
ad 11 HzOpigest
10 x PBS 80g NaCl
2g KCI
11,59 NaHPO,
2 g KH2PO4
ad 11 HzOpigest

auf pH 7,4 einstellen

10 x PBS fir Dialyse 20,1g NaHPO, (x 7 H,0)
3,9g NaH;PO4 (x 2 H,0)
150g NaCl
ad 11 HaOpigest

auf pH 7,4 einstellen
PBS-Mix PBS pH74
BSA 05%
Saponin 0,2 %
2 x Probenpuffer 2,5ml 500 mM Tris/HCI pH 6,8
2ml  Glycerin
4ml 10 % SDS
0,5 ml 0,1 % Bromphenolblau
ad 10 ml H20bidest
1000 x Pyrimethamin (0,16 mM) 15mg Pyrimethamin in
500 yI  DMSO I6sen
13yl Pyrimethamin/DMSO in
10 ml RPMI incomplete I6sen
sterilfiltrieren
5 % SDS-Sammelgel 2,4 ml HyOpigest
0,6 ml 30 % Acrylamid
1ml  0,5M Tris/HCI pH 6,8
12yl 10 % SDS
12yl 10 % APS
4yl TEMED
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5 % SDS-Trenngel 2,4ml  HyOpigest
0,6 ml 30 % Acrylamid
1ml 1,5M Tris/HCI pH 8,8
12yl 10 % SDS
12ul 10 % APS
4yl  TEMED
7 % SDS-Trenngel 575 ml  HyOpigest
3,5ml 30 % Acrylamid
56ml 1,5M Tris/HCI pH 8,8
150 ul 10 % SDS
120yl 10 % APS
15ul  TEMED
12 % SDS-Trenngel 3,3ml  HOpigest
4 ml 30 % Acrylamid
25ml  1,5M Tris/HCI pH 8,8
100yl 10 % SDS
100yl 10 % APS
4ul  TEMED
15 % SDS-Trenngel 1,75 ml HOpigest
7,5ml 30 % Acrylamid
56ml 1,5M Tris/HCI pH 8,8
150yl 10 % SDS
120yl 10 % APS
15ul  TEMED
Stoppuffer Western Blot 1,2g Tris
04g EDTA
ad 11 Ha0pigest
auf pH 8,0 einstellen
10 x TBS 12,1g Tris
87,3g NaCl
ad 11 Ha0pigest
auf pH 7,5 einstellen
TBS-Milch 3 -5 % Milchpulverin 1 x TBS

Transferpuffer Western Blot

3,039
14,49
200 ml
ad 11

Tris
Glycerin
Methanol
H20bidest
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TSE 20 mM  Tris/HCI pH 8,0
100 mM  NacCl
50mM  EDTA
Waschpuffer Inclusion-Body-Aufreinigung 0,5%  Triton-X-100
1mM EDTAPpPHS8,0

Waschpuffer Southern Blot

0,3 % Tween 20 in Maleinsaurepuffer

Waschpuffer 3 Proteinaufreinigung 50 mM  Tris/HCI pH 8,0
350 mM  NaCl
1mM beta-Mercaptoethanol
10 % Glycerin
Waschpuffer 4 Proteinaufreinigung 50 mM  Tris/HCI pH 6,4
1M NaCl
1mM beta-Mercaptoethanol
10 % Glycerin
0,1 % Laurylsarcosine
Waschpuffer 5 Proteinaufreinigung 50 mM  Tris/HCI pH 8,0
350 mM  NaCl
1mM  beta-Mercaptoethanol
10 %  Glycerin
60 mM Imidazol
1 mM Xanthurensaure 0,05g Xanthurensaure
1m 0,5MNH,OH
243 ml HOpjdest

2.1.5 Medien und Agarplatten

Tab. 2.3. Medien und Agarplatten

A+-Serum, human, fir die P.-falciparum-
Zellkultur

Serum sterilfiltrieren, in 50-ml-Reaktions-
gefalle aliquotieren und im Wasserbad bei
55 °C 50 Minuten hitzeinaktivieren; Lage-
rung bei -20 °C
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A+-Erythrozyten (50 % Hamatokrit) fur die
P.- falciparum-Zellkultur

Erythrozytenkonzentrat zu je 30 ml aliquo-
tieren, zehn Minuten bei 1300g zentri-
fugieren; Uberstand verwerfen, auf 50 ml
mit RPMI-incomplete auffullen, zentrifu-
gieren; Waschvorgang zweimal wieder-
holen; Erythrozyten 1:1 in RPMI-incomplete
aufnehmen; Lagerung maximal vier
Wochen bei 4 °C

LB-Agar 10g  Trypton
5g Hefeextrakt
5g NaCl
159 Agar
ad 11 HyOpigest
Autoklavieren und Antibiotika erst zugeben,
wenn die Lésung auf unter 50 °C abgekuhlt
ist.
LB-Medium 10g Trypton
59g Hefeextrakt
5g NaCl

ad 11 HyOpigest

RPMI-incomplete

10,43 g RPMI-1640-Pulver
5,94 g Hepes
0,05g Hypoxanthin
ad 1000 ml H20bidest

sterilfiltrieren

Selektionsmedium fur P-.falciparum-KO-
Parasiten

500 ml  RPMI 1640

50 ml  humanes A+-Serum
550 ul 1000 x Hypoxanthin
550 yI 1000 x Gentamyzin
550 yI 1000 x Pyrimethamin

SOC-Medium

20g Trypton
59g Hefeextrakt
0,5g NaCl
10ml 0,25 M KCI
5ml 2 M MgCl,
20ml 1 M Glucose
ad 11 HyOpigest
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Zellkulturmedium far Wildtyp (WT) 500 ml  RPMI 1640
P. falciparum + 25 mM Hepes
+ L-Glutamin

+ Natriumbicarbonat
50 ml  humanes A+-Serum
550 yI 1000 x Hypoxanthin
550 yI 1000 x Gentamyzin

2.1.6 Zelllinien und Bakterienstamme

Verwendete Zelllinien:

Plasmodium falciparum WT NF54: Pyrimethamin-sensitiv, 1982 in den Niederlanden
isoliert (Ponnudurai et al., 1981)

Plasmodium falciparum PfCCp1-KO-Klon 5YE2 (C. Moreira, unveroffentlichte Daten):
Pyrimethamin-resistent, auf Basis des Vektors pHHT-TK durch homologe Rekombi-
nation mittels double crossover hergestellt (Reed et al., 2000; Duraisingh et al., 2002)
Plasmodium falciparum PfCCp2-KO-Klone D11H, F1D (Pradel et al., 2004):
Pyrimethamin-resistent, auf Basis des Vektors pDT-Tg23 (siehe Kapitel 2.1.7)
Plasmodium falciparum PfCCp3-KO-Klone H3D, [9C (Pradel et al., 2004):
Pyrimethamin-resistent, auf Basis des Vektors pDT-Tg23 (siehe Kapitel 2.1.7)

Verwendete Bakterienstamme:

E.-coli-Proteinexpressionszellen  BL21-CodonPlus®-(DE3)-RIL  von Stratagene:
Genotyp E. coli B F~ ompT hsdS (rg” mg”) decm® Tet" gal endA Hte [argU ileY leuw
Cam']

E.-coli-Transformationszellen OneShot®-Top10-Competent-Cells von Invitrogen:
Genotyp F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recA1 araD139
A(araleu) 7697 galU galK rpsL (Str¥) endA1 nupG

2.1.7 Plasmide

pSUMO/pSMT3: freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Chris Lima (New York, USA):

Low-copy-T7-Expressionsvektor mit Kanamyzinresistenz, N-terminalem 6His-Peptid und

SUMO-Chaperonsequenz auf Basis des Plasmids pET28b von Novagen (Abb. 2.1).
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pGex-4T-1: High-copy-Expressionsvektor mit Ampizillinresistenz und GST-Peptid von

Amersham Bioscience (Abb. 2.2).

pDT-Tg23: Vektor zur homologen single-crossover-Rekombination bei der Herstellung von
P.-falciparum-KO-Parasiten (Wu et al., 1996). Selektionskassette mit Dihydrofolatreduktase-
(DHFR)-Gen von Toxoplasma gondii verleiht Resistenz gegeniber Pyrimethamin. Basierend
auf dem Vektor pBluescript-ll-SK von Stratagene besitzt der Vektor zusatzlich ein

Ampizillinresistenzgen, low copy (Abb. 2.3).

Xho I(158)
Eol l(166)
ag 1(166)
Hind lli(173) Not | (166)
Sal l(179) TAA
gac{!\‘“!?:gm > Klonierungsstelle
co
BamH l(198) Barglal:/lg%)
Nhe 1(231)
Nde I(238) Nde | (238)
Dra lll(5127) Nco l(206) -
Pvu l(4426)
Saf 1(4426)
Sma |(4300) Mlu I(1123)
Bcel 1(1137)
Cla l(a117)
t 1304)
Nru I(4083) pSUMO/pSMT3 BEIE {104
(5,6 kb) Apa l(1334)
BssH 1l(1534)
Eco57 1(3772) EcoR V(1573)
Hpa 1(1629)

AlwN 1(3640)

BssS 1(3397) PshA 1(1968)
Bgl 1(2187)
Fsp 1(2205)
Psp5 11(2230)

BspLU11 1(3224)
Sap 1(3108)

Bst1107 1(2995)

Tth111 1(2969)

Abb. 2.1. pSUMO/pSMT3-Expressionsvektor mit multipler Klonierungsstelle.13
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Thrombin

ILeu Val Pro ArglGry Ser‘Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp
CTGGTT CCG CGTlGGA TcC [CCG GAA TTC CCG GGT CGA CTC GAG CGG CCG CAT CGT GAC TGA

BamH | EcoRI gmar SAll ®por . Notl Stop codons

Tth111 |
Aot ll

pSj10ABam75top?
Pst |

pGEX

~4900 bp

Nar |

EcoR V AlWN |

BssH Il

Apa |
- pBR322

BstE Nl o

Miu |

Abb. 2.2. pGex-4T-1-Expressionsvektor mit multipler KIonierungssteIIe.14

lacZ'
Sac |

pBluescript Il KS (-) B MCS
3.0 kb Kpn |

P lac

Abb. 2.3. Vektor pBluescript als Basis des KO-Vektors pDT-T923.15
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2.1.8 Oligonukleotide

Tab. 2.4. Oligonukleotide

Zur Herstellung der rekombinanten Proteine und des PfCCp4-KO-Konstrukts

PfCCp4rp1Sense-BamH |

aa GGATCC tcg ttc gat aat gga aga

PfCCp4rp1 Antisense-Not |

tt GCGGCCGC tta acc aca cftc ttc ata tat

PfCCp4rp2 Sense2-BamH |

aa GGATCC acc tat caa agt aga gac

PfCCp4rp2 Antisense2-Not |

tt GCGGCCGC tta taa aac gac tgg ggg tgt

PfCCp4rp3 Sense-BamH |

aa GGATCC atg ccc gaa caa atc att

PfCCp4rp3 Antisensense-Not |

tt GCGGCCGC tta agg cat att ctt gat gtc

PfCCp4rp4 Sense-BamH |

aa GGATCC gat gat acc att gtt gct

PfCCp4rp4 Antisense-Not |

tt GCGGCCGC tta ttt gtt tcc tac tgt tcc

PfCCp4rp5 Sense-BamH |

aa GGATCC gga ttt gga gtc aat cat

PfCCp4rp5 Antisense-Not |

tt GCGGCCGC tta aag acc tag tgt acc caa

PfCCp4KO-1 Sense Sac |l

at CCGCGG tgt gct caa ata gct ggg

PfCCp4KO-1 Antisense Not |

ta GCGGCCGC tta ttg ccc ttg ttc tat acc

PfCCp4KO-SS-1 Sense

gcc acc gat gaa tgt gat

PfCCp4KO-SS-1 Antisense

tta agg cac ata ccg ttg

Fur RT-PCR und Sequenzierung

PfCCp4RT1 Sense

atg ccc ga caa atc att

PfCCp4RT1 Antisense

tgc tga ggc gca tat act

PfCCp4RT2 Sense

gga aca gta gga aac aaa

PfCCp4RT2 Antisense

atg att gac tcc aaa tcc

PfCCp4-Seq 1 Sense

cca agt ggt agg ttt tgt

PfCCp1 RT1 Sense

gaa gat gga gat ggg aaa

PfCCp1 RT1 Antisense

gct gtt caa att ccc atc

PfAMA-1 RT1 Sense

gga tta tgg gtc gat gga

PfAMA-1 RT1 Antisense

gat cat act agc gtt ctt

Pfs25 RT2 Sense

cca tgt gga gat ttt tcc

Pfs25 RT1 Antisense

gca ttt ggt ttc tcc

Pfs28 RT1 Sense

cgt tga ata agg ctc ggg

Pfs28 RT1 Antisense

ttg cag gat cta cta tac

M13R

gga aac agc tat gac gat gat

T3

tta acc ctc act aaa ggg
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pET28b Sense 2 tat agg gga att gtg agc
pET28b Reverse 2 tca aga ccc gtt tag agg
pGex Sense tgg acc caatgcctg g
pGex Antisense acgtgactggcatggc

2.1.9 DNA- und ProteingréR3enstandards

DNA-Molekulargewichtsstandards:

1000
£ 900
< &00
— 700
— GO0

500
— 400
— 300

— 200

— 100

— 23130
— 9H@
— BAGT
— 4361*

— 2322
— 2027

Abb. 2.4. DNA-Molekulargewichtsstandards von MBI/Fermentas. A. GeneRuler™-1-kb-DNA-Leiter,
B. GeneRuler™-100-bp-DNA-Leiter, C. A-DNA/Hindlll-Leiter; Gré3enangaben in bp.16

Protein-Molekulargewichtstandards:

A B kDa
kDa ]
460
L 470
¢ 1 ~1304 268
s 238
i |- ~70 | M- 171
¢ | ~B5 — 117
|- ~40 -
. | ~35 - 72
= 55
— ~2h —
— — 15 — — — 41
F| 10— = ——— 31

B-16% Tris-glycine SDE-PAGE

Abb. 2.5. ProteingréfRenstand-
ards. A. Page-Ruler™-pre-
stained-Proteinstandard von
MBI/Fermentas, B. HiMark™-
Prestained-Proteinstandard
von Invitrogen.17
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2.1.10 Antikorper

Tab. 2.5. Antikérper

Antikorper Immunisiertes Verdinnung Herkunft
Tier Western Blot IFA
Anti-PfCCp1/1rp1
polyklonal Maus 1:200 1:100 AG Pradel
Anti-PfCCp2/2rp3
polyklonal Maus 1:200 1:100 AG Pradel
Anti-PfCCp3/SR
polyklonal Maus 1:100 1:100 T. J. Templeton
Anti-PfCCp3/3rp3
polyklonal Maus 1:100 1:100 AG Pradel
Anti-PfCCp4/4rp1
polyklonal Maus - 1:50 AG Pradel
Anti-PfCCp4/4rp3
polyklonal Maus 1:20 - AG Pradel
Anti-PfCCp4/pt1
polyklanal Kaninchen - 1:50 Biogenes
Anti-PfCCp4/pt2
polyklonal Maus - unverdinnt Biogenes
Anti-Pfs230 K. Williamson,
polyklonal Maus 1:100 1:100 Chicago
Anti-Pfs48/45 K. Williamson,
polyklonal Maus 1:100 n.v Chicago
Anti-Pfs16 K. Williamson,
polyklonal Maus 1:100 n.v Chicago
Anti-MR5 K. Williamson,
polyklonal Maus - 1:200 Chicago
Anti-Pf39
polyklonal Maus 1:100 1:100 AG Pradel
Anti-PfPeg3
polyklonal Ratte 1:100 1:100 P. Alano, Rom
Anti-GST
polyklonal Maus 1:100 1:100 AG Pradel
Anti-GST
polyklonal Ziege 1:4000 - GE Healthcare
Anti-His
polyklonal Maus 1:100 1:100 AG Pradel
Anti-His
monoklonal Maus 1:5000 - Pharmacia
Anti-Pfs25
polyklonal Kaninchen 1:500 1:1000 ATCC
Anti-a-Tubulin-1I
polyklonal Kaninchen 1:500 1:1000 ATCC
Anti-PfMSP-1,
polyklonal Kaninchen - 1:500 ATCC
Neutrales Mausserum
Maus 1:100 1:100 AG Pradel

Neutrales
Ziegenserum Ziege 1:100 1:100 Sigma
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Anti-Maus 1gG Alexa- Molecular
488 Ziege - 1:1000 Probes
Anti-Maus IgG Alexa- Molecular
594 Ziege - 1:1000 Probes
Anti-Rabbit IgG Molecular
Alexa-488 Ziege - 1:1000 Probes
Anti-Rabbit IgG Molecular
Alexa-594 Ziege - 1:1000 Probes
Anti-Rabbit IgG Molecular
Alexa-488 Ziege - 1:1000 Probes
Anti-Maus IgG alkal.

Phosphatase Ziege 1:5000 - Sigma
Anti-Ziege IgG alkal.

Phosphatase Kaninchen 1:7000 - Sigma
Anti-Ratte IgG alkal.

Phosphatase Ziege 1:5000 - Sigma
Anti-Kaninchen IgG

alkal. Phosphatase Ziege 1:5000 - Sigma
12-nm-Kolloidalgold

anti-Maus IgG Ziege 1:10 - Dianova

2.1.11 PlasmoDB-ldentifizierungsnummern

Tab. 2.6. Verwendete Proteine und ihre zugehoérigen PlasmoDB-ldentifizierungsnummern

Pf39 PF11_0098
Pfalpha-Tubulin-II PFD1050w
PfCCp1 PF14_0723
PfCCp2 PF14_0532
PfCCp3 PF14_0067
PfCCp4 PF10185w

PfCCps PFA0445w
PfENPA PF14_0491
PfPeg3 PFLO795c

PfMR5 PFB0400w
Pfs230 PFB0405w
Pfs25 PF10_0303
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Pfs16 PF11_0318

Pfs48/45 PF13_0247

2.1.12 Verwendete Computerprogramme

- Adobe® Acrobat Reader 7.0

- Adobe® Photoshop CS

- BioEdit sequence alignment version 7.0.5.3

- NCBI BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seqg/wblast2.cgi)
- Microsoft® Excel 2002

- Microsoft® Word 2002

- Microsoft® Powerpoint 2002

2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische und zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Desinfizieren und Sterilisieren

Grundlage aller mikrobiologischen Arbeitsmethoden ist das Entfernen oder Inaktivieren von
unerwinschten Keimen, z.B. durch Sterilisation. Je nach Art des Sterilisationsgutes gab es

verschiedene Verfahren:

Autoklavieren:

Nichtflichtige, hitzestabile Medien, Ldsungen und Materialien wurden im Autoklaven
sterilisiert. Hierbei wurden Mikroorganismen 20 Minuten durch hohen Druck (1,1 bar) und
einer daraus resultierenden Erhdéhung der Siedetemperatur des Wassers auf ca. 120 °C

abgetotet.
Sterilfiltrieren:

Substanzen, die nicht hitzestabil waren, wurden mittels Filtration durch Steritop™-Filter oder

einfache Spritzenfilter sterilisiert. Die Porengrélie der Filter betrug 0,22 um.
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Sterile Arbeiten wie die Zellkultur von P. falciparum wurden unter der Sterilbank HERAsafe
durchgefuhrt. Parasitenabfalle wurden mit einer 13%igen Lésung von Natriumhypochlorit
dekontaminiert.

Eine weitere, jedoch weniger effektive Moglichkeit, Mikroorganismen zu entfernen, stellt die
Desinfektion dar. Darunter versteht man die Verringerung von Krankheitserregern durch
physikalische Verfahren wie Abflammen am Bunsenbrenner oder durch chemische
Verfahren wie Desinfektionsmittel. Sie wirken u.a. durch die Veranderung von
Biomembranen mittels Alkoholen oder durch Oxidation. Bei den hier beschriebenen Arbeiten
wurde zur Desinfektion von Gebrauchsgegenstéanden 70%iger Ethanol verwendet oder es

wurde am Bunsenbrenner abgeflammit.

2.2.1.2 Kultivierung von Bakterien

Die Kultivierung von Bakterien erfolgte in LB-Medium unter Zugabe von Antibiotika
entsprechend der Selektionsbedingungen bei 37 °C fir Plasmidpraparationen bzw. bei
Raumtemperatur (RT) flr Proteinexpressionen. Die Schittelgeschwindigkeit betrug
180-220 Umdrehungen pro Minute. Auf Agarplatten ausgestrichene Bakteriensuspensionen
wurden Uber Nacht bei 37 °C kopfiber im Brutschrank inkubiert.

2.2.1.3 Konservierung von Bakterienkulturen

Kurzfristige Konservierung

Bakterienklone auf Agarplatten sowie Bakteriensuspensionen lassen sich bei 4 °C fur etwa
vier Wochen aufbewahren, sofern sie nicht flr die Proteinexpression verwendet werden. Fir
diesen Fall wurden die Platten nicht Ianger als zwei Tage bei 4 °C gelagert, da mit Zunahme

der Lagerdauer die Effektivitat der bakteriellen Proteinexpression deutlich nachliel3.

Langfristige Konservierung

Hierfr wurden die gewunschten Einzelkolonien gepickt und Uber Nacht in 3 ml LB-
Medium/Antibiotikum kultiviert. Fir die Stammkultur wurden anschlielend 800 pl dieser
Bakteriensuspension mit 200 pl einer 80%igen, sterilen Glycerinlésung vermischt und in

Kryogefalien bei -80 °C gelagert.
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2.2.1.4 Transformation kompetenter Bakterienstdmme

Unter Transformation versteht man den Vorgang der Genlbertragung, bei dem isolierte DNA
in einen Akzeptororganismus eingefihrt wird. Bakterien, die unbehandelt in der Lage sind
DNA aufzunehmen, bezeichnet man als natirlich kompetent. Nicht natlrlich kompetenten
Bakterien kann kiinstlich Kompetenz verliehen werden. Standardisierte Methoden umfassen
die Erzeugung von Kompetenz z.B. durch Behandlung mit Kalziumchlorid. In dieser Arbeit
wurden ausschlieBlich kommerziell erwerbliche, chemisch kompetente Bakterien verwendet:
BL21-CondonPlus®-(DE3)-RIL-Zellen fiir die Proteinexpression, OneShot®-Top10-Zellen fiir
Plasmidpraparationen (siehe Kapitel 2.2.3.1 und 2.2.2.8).

Fur die Transformation des gewlinschten Plasmids wurden 20 pl kompetente Zellen auf Eis
aufgetaut und mit 100 ng Plasmid-DNA bzw. 2 pl Ligationsansatz vermischt. Der Ansatz
wurde anschlielend 30 Minuten auf Eis inkubiert, bevor er 30 Sekunden lang bei 42 °C im
Wasserbad einem Hitzeschock unterzogen wurde. Dabei 6ffnen sich die Bakterien-
membranen und ermdglichen der DNA das Eindringen in die Zelle. Danach folgte eine
zweiminutige Inkubation auf Eis, wodurch sich die Membranporen wieder schlieRen konnten.
Hiernach wurden 200 yl SOC-Medium hinzu gegeben und die Kultur mindestens eine Stunde
bei 37 °C schuttelnd inkubiert, wobei es zur Ausbildung der gewlnschten Resistenz kam.
Das Ausplattieren erfolgte auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum, die
Inkubation Uber Nacht bei 37 °C.

2.2.1.5 Kultivierung und Konservierung von Plasmodium falciparum

Kultivierung asexueller P.-falciparum-Stadien

Seit Trager und Jensen 1976 die Methode zur in-vitro-Kultivierung erythrozytarer Stadien von
P. falciparum entwickelten, lasst sich der Malariaerreger im Labor verhaltnismafRig einfach
kontinuierlich vermehren. WT-Parasiten wurden dafiir in 25-cm?Zellkulturflaschen in 5 ml
Zellkulturmedium mit einem Hamatokritwert von 5 % bei 37 °C inkubiert. Der Medien-
austausch erfolgte taglich durch Absaugen des Uberstandes oberhalb der sedimentierten
Erythrozyten und Zugabe von 5 ml frischem, vorgewarmtem Zellkulturmedium. Ein zehn-
seklindiges Begasen mit 5% O, und 5% CO, in Stickstoff schloss jede Passage oder
Probenentnahme ab. Um in der kontinuierlichen Kultur Dichtestress bzw. eine Differen-
zierung zu Sexualstadien zu verhindern, wurden die Zellen bei Erreichen einer Parasitamie
von 1-2 %, etwa alle drei Tage, 1:5 bis 1:10 verdinnt. Die Zelldichte wurde durch Giemsa-

gefarbte Blutausstriche (siehe Kapitel 2.2.1.6) ermittelt.
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Kultivierung sexueller P.-falciparum-Stadien

Zu den sexuellen Stadien von P. falciparum, die sich in vitro kultivieren lassen, zahlen
Gametozyten, Gameten und Zygoten. Zur Etablierung einer Gametozytenkultur wurden 3 ml
asexuelle Parasiten (1-2 % Parasitamie) in eine 75-cm?-Zellkulturflasche Uberfiihrt, die 20 ml
Zellkulturmedium und Erythrozyten der Blutgruppe A+ entsprechend einem Hamatokritwert
von 5 % enthielt. Das verbrauchte Medium wurde taglich durch 20 ml frisches, vorgewarmtes
Medium ersetzt, gefolgt von 20 Sekunden Begasen. Eine konstante Temperatur von 37 °C
ist fur die erfolgreiche Kultivierung von Gametozyten unerlasslich, weshalb bei Arbeiten unter
der Sterilbank eine Warmeplatte zum Einsatz kam. Die Bildung von Gametozyten wurde
anhand von Giemsa-gefarbten Blutausstrichen verfolgt (siehe Kapitel 2.2.1.6). Meist lieRen
sich nach 14-20 Tagen hauptsachlich Gametozyten des Stadium V beobachten. Zur
Uberprifung ihres Reifegrades wurden Exflagellationstests durchgefiihrt (siehe Kapitel
2.2.1.7). Fir die Gewinnung von Gameten bzw. Zygoten wurden reife Gametozyten mit
A+-Serum oder 0,1 mM Xanthurensaure aktiviert und 30 Minuten bzw. Uber Nacht inkubiert.
Die Proben wurden entweder direkt fir Immunfluoreszenzstudien und elektronenmikroskop-
ische Analysen verwendet oder fir Interaktionsstudien bzw. Western-Blot-Experimente
aufgereinigt (siehe Kapitel 2.2.1.8, 2.2.1.10, 2.2.1.11, 2.2.3.5 und 2.2.3.6).

Kultivierung mickenspezifischer Stadien von P. falciparum

Die weiteren Parasitenstadien - Ookineten, Oozysten und Sporozoiten - entwickeln sich
ausschlielllich in der Mucke. Fur diese Form der Zellkultur wird in Deutschland ein
Insektarium auf S3**-Ebene bendtigt, wie es im Moment am Institut fir Molekulare
Infektionsbiologie errichtet wird. Die im Rahmen dieser Arbeit angefertigten Analysen
muckenspezifischer Stadien zur Phanotypbestimmung von PfCCp4-KO-Parasiten wurden im
Insektarium des Weill Medical College (WMC), Cornell Universitat, New York durchgeflihrt.

Fur die Membranfiitterungen von Anopheles-stephensi-Micken wurden reife Gametozyten
von WT und PfCCp4-KO der Klone K4H, L4C, M1H, O12B sowie P3D wie oben beschrieben
kultiviert. Jeweils 5 ml dieser Kulturen wurden finf Minuten bei 1300g abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen und die Zellen in 400 ul vorgewarmten Erythrozyten der Blutgruppe A+
resuspendiert. Die Erythrozyten waren vorher mit humanem Serum der Blutgruppe A+ auf
einen Hamatokritwert von 50 % eingestellt worden. Der Ansatz wurde jeweils in eine auf
37 °C vorgewarmte Futterungsvorrichtung (Abb. 2.6) Uberfihrt und etwa 100 Mdicken
20 Minuten lang zur Aufnahme einer Blutmahlzeit Uberlassen. Die verwendeten Anopheles-
stephensi-Mucken wurden vom NYU Medical Center zur Verfugung gestellt und waren zum
Zeitpunkt der Futterung nicht alter als drei bis finf Tage. Nach Entfernung von Micken, die
keine Blutmahlzeit aufgenommen hatten, wurden die verbleibenden Anopheles taglich mit
Zuckerlosung gefuttert und bei 26 °C in einer Luftfeuchtigkeit von 60 % bis 80 % inkubiert.
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Abb. 2.6. Membranfiitterung von Anopheles stephensi.’®

Zehn bis zwolf Tage nach der Fitterung wurde die Halfte der Micken auf Eis betaubt und in
1 x PBS uberflihrt. AnschlieRend wurde bei zehnfacher VergréRerung unter einem Binokular
der Mitteldarm isoliert. Dazu wurde eine Micke am Thorax mit einer Uhrmacherpinzette
fixiert, wahrend mit einer zweiten Uhrmacherpinzette am flinften Glied des Abdomen solange

vorsichtig gezogen wurde, bis sich das Abdomen vom Thorax I6ste (Abb. 2.7).

Abdomen Thorax Caput

Abb. 2.7. Nomenklatur der Kérperabschnitte von Anopheles.19

Jeweils funf der freigelegten Mitteldarme wurden auf einen Objekttrager aufgebracht, mit
einem Tropfen einer 0,1%igen Mercurochrome™-Lésung in PBS Uberschichtet, mit einem
Deckglaschen bedeckt und bei 400-facher VergroRerung auf Oozystenbildung untersucht
(Abb. 2.8A). Nach 18 bis 22 Tagen wurden aus den restlichen Micken die dreigelappten
Speicheldrisen prapariert (Abb. 2.8B), indem mit einer Uhrmacherpinzette der Kopf fixiert
wurde, wahrend mit einer zweiten Pinzette am posterioren Ende des Thorax gezogen wurde,
bis er sich vom Kopf I6ste und die Speicheldrisen freigab. Diese wurden in PBS auf einen
Objekttrager Uberfuhrt und bei 400-facher Vergrélierung auf die Prasenz von Sporozoiten

untersucht.
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Abb. 2.8. Anopheles-stephensi-Praparate. A. Mercurochrome™-gefarbter Anopheles-Mitteldarm mit

P.-falciparum-Oozysten. B. Anopheles-Kopf mit dreigelappten Speicheldriisen.?

Die Isolation und Fixierung von Ookinetenproben fir Immunfluoreszenzstudien erfolgte am
Imperial College, London. Dafiir wurden Mittelddrme 24 Stunden nach Futterung prapariert,
einzeln auf einem Objekttrager der Lange nach ausgestrichen und zehn Minuten in Methanol

fixiert.

Auftauen von P.-falciparum-Kulturen

Grundlegendes Prinzip beim Auftauen von gefrorenen P.-falciparum-Kulturen stellt das
behutsame Angleichen des Salzgehalts vom Hochsalzniveau der Einfrierlosung Glycerolyte
57 an das Niedrigsalzniveau physiologischer Bedingungen dar. Hierzu wurde eine
eingefrorene Blutkultur auf Eis aufgetaut, in ein 15-ml-Reaktionsgefal dberfihrt und
zunachst tropfenweise mit 200 pl einer 12%igen NaCl-Lésung versetzt. Nach zwei Minuten
Inkubation bei RT wurden 10 ml 1,6%ige NaCl-Lésung tropfenweise zugegeben und die
Suspension funf Minuten bei 1300g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlielend
vorsichtig in 10 ml 0,2 % Dextrose/0,9 % NaCl resuspendiert und erneut finf Minuten bei
1300g zentrifugiert. Die Zellen wurden schliel3lich in 5 ml Zellkulturmedium aufgenommen,
mit 500 ul Erythrozyten der Blutgruppe A+ vermischt und zur weiteren Kultivierung (s. 0.) in

eine 25-cm?-Zellkulturflasche Uberfiihrt.

Konservieren von P.-falciparum-Kulturen

Fur eine erfolgreiche Kryokonservierung von P. falciparum ist es essentiell, ausschlieRlich
Kulturen zu verwenden, in denen sich die Parasiten zum gréften Teil im Ringstadium
befinden. Zum Konservieren wurde eine 5-ml-Kultur in ein 15-ml-Reaktionsgefall tUberfihrt
und fanf Minuten bei 1300g abzentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieRend im flinffachen
Volumen Glycerolyte 57 resuspendiert, finf Minuten bei RT inkubiert und in einer Styropor-
Box bei -80 °C langsam eingefroren. Derart konservierte Kulturen lassen sich bei -80 °C

monate- bis jahrelang lagern.
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2.2.1.6 Bestimmung der Parasitamie mittels Giemsa-Farbung

Die regelmaRige Kontrolle des Parasitenwachstums ist fiir eine erfolgreiche Zellkultur
unerlasslich. Daher wurde zur Bestimmung der Parasitamie alle drei bis vier Tage ein dliinner
Blutausstrich der kontinuierlichen Kulturen angefertigt (Abb. 2.9B).

Hierfir wurden zunachst 500 pyl einer Parasitenkultur eine Minute lang bei 3400g
abzentrifugiert. Danach wurde der Uberstand bis zum zweifachen Pelletvolumen
abgenommen, und die Zellen im restlichen Medium resuspendiert, bevor 15 pl des
Gemisches auf einen Objekttrager Ubertragen wurden. Mit Hilfe eines zweiten Objekttragers
wurde der Tropfen dinn ausgestrichen (Abb. 2.9A), unter Luftstrom zlgig getrocknet, zur
Fixierung mit Methanol abgespdlt, erneut getrocknet und danach zehn Minuten in Giemsa-
Lésung inkubiert. Diese war zuvor mit H;0pigest in €inem Verhaltnis von 1:25 verdinnt worden.
Uberschiissige Giemsa-Lésung wurde mit H,0piges; €ntfernt und der Ausstrich ein letztes Mal
getrocknet. Bei 1000-facher VergroRerung wurde mit einem Olimmersionsobjektiv schlielich
die Zelldichte am Lichtmikroskop bestimmt. Zur Uberwachung der Gametozytenreifung
wurde etwa zehn Tage nach Anlegen der Kultur alle zwei Tage ein Ausstrich angefertigt. Die
funf Reifestadien von Gametozyten wurden bereits unter 1.2.2 beschrieben. Aufnahmen

wurden an einem Axiophot Mikroskop anhand einer AxioCam Kamera angefertigt.

A

Abb. 2.9. Blutausstrich. A. Technik des dinnen Blutausstrichs. B. Diinner Blutausstrich asexueller

P.-falciparum-Stadien nach Giemsa—Féirbung.21

2.2.1.7 Exflagellationstest

Zur Bestimmung des Reifegrades von Gametozyten wurden neben den Blutausstrichen
ebenfalls Exflagellationstests durchgefihrt. Hierfir wurden 500 pl einer Gametozytenkultur
des Stadium V eine Minute lang bei 3400g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde daraufhin
verworfen, das Zellpellet entweder in humanem A+-Serum oder in 0,1 mM Xanthurenséaure in
PBS resuspendiert und 15 Minuten bei RT inkubiert. Anschlielend wurden 20 pl des
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Gemisches auf einen Objekttrager getropft, mit einem Deckglaschen abgedeckt und bei 400-
facher VergroRerung am Lichtmikroskop begutachtet. Eine ausreichende Reife der
Gametozyten war erreicht, wenn mindestens drei Exflagellationskomplexe pro Sichtfeld
beobachtet werden konnten. Reife Gametozyten, sowie aus ihnen differenzierte Gameten
und Zygoten, wurden entweder fir Western-Blot-Analysen (siehe Kapitel 2.2.3.5) und
Interaktionsexperimente (siehe Kapitel 2.2.3.6) aufgereinigt (siehe Kapitel 2.2.1.8) oder
unaktiviert bzw. aktiviert fur Immunfluoreszenzstudien (siehe Kapitel 2.2.1.10) auf

Objekttrager aufgetragen.

2.2.1.8 Aufreinigung von Parasitenstadien

Die Aufreinigung von Gametozyten, Gameten und Zygoten erfolgte durch Dichte-
zentrifugation entlang eines Accudenz™-Gradienten. Zur Erstellung des Gradienten wurde
Accudenz™ zunachst in der entsprechenden Konzentration (11 und 16 % fur Gametozyten,
6 und 11 % fur Gameten und Zygoten) in vorgewarmtem RPMI-incomplete geldst. Danach
wurde die Lésung mit dem geringeren Accudenz™-Gehalt zuerst in ein 50-ml-
Reaktionsgefall Uberflhrt und anschlielfend mit der hdher prozentigen Lésung sehr langsam
unterschichtet. Fir die Aufreinigung reifer Gametozyten wurden pro Gradient Kulturen aus
zwei 75-cm?-Flaschen fiinf Minuten bei 1300g und 37 °C abzentrifugiert. Das Pellet wurde
anschlieftend in 10 ml vorgewarmtem RPMI-incomplete resuspendiert und langsam auf den
Gradienten geschichtet (Abb. 2.10). Nach zehnminttiger Zentrifugation bei 3400g und 37 °C
wurden die Gametozyten an der Interphase der Gradienten gesammelt (Abb. 2.10), in ein
50-ml-Reaktionsgefal® Uberfihrt, mit vorgewarmtem RPMI-incomplete aufgeflllt und nach
sorgfaltigem Invertieren finf Minuten bei 1300g und 37 °C gewaschen. Das resultierende
Zellpellet wurde nach mikroskopischer Kontrolle fiir Western-Blot-Analysen in 80-100 ul PBS
und Probenpuffer mit 25 mM DTT aufgenommen, fir Ko-Immunprazipitationsstudien in 60 pl
PBS-Mix. Folgte der Aufreinigung die Isolation von mRNA, wurde das Pellet in 1 ml TRIZOL
gelost.

Zur Gameten- bzw. Zygotengewinnung wurden zunachst reife Gametozyten von zwei
75-cm?-Kulturflaschen fiinf Minuten bei 1300g und 37 °C abzentrifugiert. Danach wurde das
Pellet entweder in 3 ml A+-Serum oder in 0,1 mM Xanthurensaure in PBS resuspendiert und
die Zellsuspension 30 Minuten bzw. Uber Nacht bei RT inkubiert. Die Zellen wurden
anschlielend auf einen Gradienten aus 6 % und 11 % Accudenz™ in RPMI-incomplete

aufgetragen und analog zum oben beschriebenen Protokoll aufgereinigt.
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30 10 ml Parasitensuspension Lysierte Erythrozyten

15 ml 11 % Accudenz™
________ Aufgereinigte Gametozyten

15 ml 16 % Accudenz™ o

\/ \/ Erythrozyten und asexuelle Stadien

Abb. 2.10. Schema eines Accudenz™-Gradienten vor (links) und nach (rechts) Dichtezentrifugation

am Beispiel der Gametozytenaufreinigung.?

Die Aufreinigung asexueller Stadien erfolgte durch Zentrifugieren von 5 ml Parasitenkultur
(3-5 % Parasitamie) fur funf Minuten bei 1300g. Danach wurde das Pellet in 1 ml PBS
resuspendiert, mit 20 pl einer 10%igen Saponinldsung versetzt, 30 Sekunden auf einem
Vortexer gemischt und funf Minuten bei RT inkubiert. Nach zwei Minuten Zentrifugation bei
16.000g wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 1 ml PBS gewaschen. Fir
Western-Blot-Analysen erfolgte die Aufnahme der Zellen in 75ul PBS und 75l
Probenpuffer mit 25 mM DTT, fir mRNA lIsolation in 1 ml TRIZOL. Die Proteinproben wurden

bei -20 °C gelagert; im Falle der RNA-Isolation wurden sie umgehend weiter verarbeitet.

2.2.1.9 Transfektion von Plasmodium falciparum und klonale Selektion von

PfCCp4-knockout-Parasiten

Zur Funktionsanalyse von PfCCp4 erfolgte die Herstellung von PfCCp4-KO-Mutanten durch
Integration des KO-Konstrukts pPfCCp4-KO mittels homologer single-crossover-
Rekombination. Ein Schema des PfCCp4-WT-Lokus, des KO-Konstrukts sowie des PfCCp4-
KO-Lokus nach Vektorintegration ist in Abb. 2.11 dargestellt.

Diese Arbeiten, inklusive Klonierung des KO-Konstrukts (siehe Kapitel 2.2.2.2 bis 2.2.2.7),
seine Transfektion in Erythrozyten und die klonale Selektion von PfCCp4-KO-Mutanten,
wurden von Dr. Gabriele Pradel am WMC in New York durchgefihrt. Die Transfektion des
KO-Konstrukts und die anschlieRende klonale Selektion wurden in zwei unabhangigen
Ansatzen durchgefihrt. Dafir wurden zunachst 300 pl Erythrozyten der Blutgruppe A+ in
einem 15-ml-Reaktionsgefal® funf Minuten bei 1300g abzentrifugiert, in 5 ml Cytomix-Puffer
resuspendiert und erneut abzentrifugiert. AnschlieRend wurde das Pellet in 300 yl Cytomix-

Puffer aufgenommen, der 50 ug des KO-Konstrukts pPfCCp4-KO enthielt, steril in eine
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0,2-cm-Elektroporationsklvette tberfihrt und auf Eis gelagert. Die Elektroporation der Zellen
erfolgte zehn Sekunden bei einer Spannung von 0,31 kV und einer Leistung von 975 uF.
Danach wurden die Zellen zweimal mit 2,5 ml Zellkulturmedium aus der Kiivette gesplilt und
funf Minuten bei 1300g abzentrifugiert. Zwei identische Ansatze wurden vereinigt und in 5 ml

Zellkulturmedium resuspendiert.

P1 P2

— -~
PICCp4-WT-
e — [T =
>

sssse TgDHFRmrpZ ....,:
pPfCCp4KO

P1 P3 P2

— TAA —» “—
precpao- — [ [ TOORFRIDZ).y.... [}

Abb. 2.11. Schema des PfCCp4-Genlokus vor und nach Genausschaltung. Durch Rekombination des
WT-Lokus mit dem KO-Konstrukt pPfCCp4-KO an der homologen Region (dunkelgrau) wird der
PfCCp4-Lokus (hellgrau) entzwei gespalten. Es entsteht eine pseudo-diploide Genanordnung mit
Pyrimethamin-Resistenzkassette und eingefihrtem Stopkodon (TAA). Die Oligonukleotide P1, P2 und
P3 dienten der diagnostischen PCR.?®

Die elektroporierten Zellen wurden mit 500 ul einer asexuellen, kontinuierlichen WT-
Parasitenkultur vermischt und in eine 25-cm?-Zellkulturflasche Uberfiihrt. Zum Zeitpunkt der
ersten Passage wurde der Prozess wiederholt und die Parasiten in frisch elektroporierten
Zellen verdunnt. Drei Tage spater wurde zur positiven Selektion der TgDHFR-Expression auf
Zellkulturmedium mit 0,16 uM Pyrimethamin umgestellt. Nach 90 Tagen wurde anhand des
QIAmp Blood Mini Kits genomische DNA isoliert und mittels diagnostischer PCR (siehe
Kapitel 2.2.2.2) unter Verwendung der Oligonukleotide M13R (Abb. 2.11, P3) und
PfCCp4RT1 antisense (P2; ProduktgréfRe im KO 1063 bp) auf Integration untersucht. Parallel
dazu wurde die Pradsenz des PfCCp4-WT-Lokus anhand der Oligonukleotide PfCCp4rp1
sense (P1) und PfCCp4RT1 antisense (P2; Produktgréfie im WT 1145 bp) Gberprift. Nicht
integriertes Episom wurde mit den Oligonukleotiden M13R und PfCCp4KO-1 antisense
(ProduktgroRe 552 bp) nachgewiesen.

Danach erfolgte die klonale Selektion von PfCCp4-KO-Mutanten durch vereinzeltes
Aussahen der Parasiten und Malstat-Screening in Mikrotiterplatten (Goodyer und Taraschi,
1997). Dazu wurden die zwei polyklonalen Kulturen in jeweils drei Mikrotiterplatten soweit
verdinnt, dass sich pro Vertiefung einer Mikrotiterplatte weniger als ein Parasit in 200 pl

Zellkulturmedium befand. Die Kultivierung erfolgte drei Wochen lang, indem alle drei Tage
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das verbrauchte Medium durch 150 pl frisches, Pyrimethamin-haltiges Medium ersetzt
wurde. Zum Begasen wurden die Platten in eine abgeschlossene Kammer transferiert und
das Zellkulturgas zwei Minuten durch ein Ventil eingeleitet. Die Inkubation der Platten
erfolgte innerhalb der Kammer in einem Warmeschrank bei 37 °C. Nach drei Wochen
wurden pro Vertiefung jeweils 20 pl Zellsuspension in eine neue Mikrotiterplatte Uberflhrt
und mit 100 yl Malstat-Reagenz sowie 20 pl NBT/Diaphorase (1:1; jeweils 1 mg/ml) versetzt.
Der Ansatz wurde 30 bis 50 Minuten bei RT geschittelt, bis sich die parasitenhaltigen
Vertiefungen rot farbten. Die photometrische Auswertung erfolgte durch Messung bei
640 nm. Zehn Klone wurden daraufhin weiter kultiviert und nach Isolation genomischer DNA
durch diagnostische PCR analysiert (s. 0.). Die Kultivierung der detektierten PfCCp4-KO-
Klone K4H, M1H, L4C, O12B und P3D erfolgte entsprechend der WT-Zellkulturmethoden,
jedoch wurde stets Zellkulturmedium mit Pyrimethamin verwendet. Einzige Ausnahme stellte
die Aufnahme des Zellpellets unmittelbar nach dem Auftauen in Normalmedium dar.

Hiernach wurde bei der ersten Passage auf Pyrimethamin-haltiges Medium umgestellit.

2.2.1.10 Immunfluoreszenzstudien

Eine der wichtigsten lichtmikroskopischen Techniken zur Charakterisierung von zellularen
Strukturen ist die Immunfluoreszenz. Man unterscheidet dabei die direkte und die indirekte
Immunfluoreszenz. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Studien zur stadien- und
geschlechtsspezifischen Expression von PfCCp4 in WT und PfCCp4-KO-Parasiten wurden
ausschlieBlich mittels indirekter Immunfluoreszenz (Abb. 2.12) angefertigt.

Hierfir wurden die Vertiefungen eines teflonbeschichteten Objektragers dinn mit der
gewlnschten Probe versehen, an der Luft getrocknet und zehn Minuten in -80-°C-kaltem
Methanol fixiert. Nach erneuter Trocknung wurden unspezifische Bindungsstellen 30 Minuten
mit einer Blockierungslésung aus 0,5% BSA und 0,01 % Saponin in PBS in einer
Farbeschale abgesattigt. Es folgte ein weiterer Blockierungsschritt, bei dem auf jede
Vertiefung jeweils ein Tropfen Blockierungsldsung mit 1 % neutralem Ziegenserum (NGS)
gegeben wurde. Dieser Ansatz wurde 30 Minuten lang inkubiert. Um ein Austrocknen der
Proben zu verhindern, wurde der Objekttrager wahrenddessen in einer feuchten Kammer
gelagert. Es schloss sich die Inkubation des Primarantikbrpers an. Daflr wurde der
gewunschte Antikorper in Blockierungslésung verdunnt (siehe Kapitel 2.1.10) und in einem
25-pl-Tropfen auf die Probe gegeben. Nach eineinhalb Stunden Inkubation in einer feuchten
Kammer bei 37 °C folgten zwei zehnminltige Waschschritte mit Blockierungslésung in einer
Farbeschale. Die Probe wurde anschliefiend mit einem Sekundarantikérper versehen, der

entweder an Alexa-488 (griine Fluoreszenz) oder an Alexa-594 (rote Fluoreszenz) gekoppelt
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war. Die Inkubation erfolgte fir eine Stunde am 25-ul-Tropfen in einer feuchten Kammer bei
37 °C. Danach wurde das Praparat zweimal finf Minuten in PBS gewaschen und eine
Minute mit einer 0,01%igen Evans-Blue-Lésung gegengefarbt, falls vorher keine Markierung
mit Alexa-594 durchgefuhrt wurde. Es folgte zweimal zehn Minuten Waschen in PBS. Zum
Anfarben des Kernmaterials schloss sich eine Minute Inkubation in Hoechst Nuclear Stain
an, das vorher in einem Verhaltnis von 1:5000 in PBS verdiinnt worden war. Danach wurde
ein weiteres Mal finf Minuten mit PBS gewaschen. Schliel3lich wurde das Praparat mit
Einbettungsmedium Uberschichtet und mit Deckglaschen und Nagellack luftdicht verschlos-
sen.

Bei Doppelmarkierungen erfolgte die Inkubation der beiden Antikorpersets nacheinander,
d.h. zunachst wurde der erste Primarantikbrper gefolgt von seinem zugehdrigen
Sekundarantikorper appliziert, und erst danach der zweite Primarantikbrper und sein
Sekundarantikorper. Im Falle dieser Markierung wurde keine Gegenfarbung der Erythrozyten

mit Evans Blue durchgefuhrt.

—Sekundarantikorper gekoppelt
an Alexa Fluor 488

Primarantikrper

— Antigen des Praparats

Préparat

Objekttrager

Abb. 2.12. Reaktionsschema einer indirekten Immunfluoreszenz. Ein Antigen wird von seinem
spezifischen Primarantikérper gebunden, der wiederum von einem Zweitantikbrper erkannt wird.
Dieser ist an ein Fluorochrom gekoppelt, das bei Anregung Licht einer bestimmten Wellenlange

emittiert.?*

Alternativ zur Methanolfixierung wurden Immunfluoreszenzproben in einer Lésung von
4%igem Paraformaldehyd (PFA) in PBS fixiert. Dazu wurde 1 ml der gewlinschten Parasiten-
kultur eine Minute lang bei 3400g abzentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Pellet in
frischer 4%iger PFA-LOsung resuspendiert. Die Fixierung erfolgte unter Rotation Uber Nacht
bei 4 °C. Die Antikdrperinkubation wurde anschlieRend analog zur Methanolfixierung, jedoch
in Eppendorf-Reaktionsgefallen durchgeflhrt. Zwischen den verschiedenen Inkubations-
schritten wurde die Probe stets eine Minute bei 3400g abzentrifugiert. Fur die Kernfarbung
wurde die Probe 30 Minuten lang am Tropfen mit einer 1:400-Verdiinnung von Toto-3 in PBS

inkubiert. AnschlieRend wurde die Probe zweimal zehn Minuten in PBS gewaschen und nach

55



Material und Methoden

Zentrifugation in 100-150 pl einer etwa 50-°C-warmen, 1%igen Agar-Suspension in PBS
resuspendiert. Vor dem Auskiihlen wurde das Agar-Zellen-Gemisch rasch hauchdinn auf die
Vertiefungen eines teflonbeschichteten Objekttragers aufgebracht und anschlieBend bei
37 °C getrocknet. Gegebenenfalls folgte eine Gegenfarbung mit Evans Blue bevor die
Proben eingebettet und luftdicht verschlossen wurden (s.o.). Die Lagerung erfolgte
lichtgeschitzt bei 4 °C. Aufnahmen wurden entweder mit dem Fluoreszenzmikroskop Zeiss
Axiolab HBO 50/AC anhand einer MP 5000 Kamera oder am konfokalen Mikroskop Zeiss
LSM 510 angefertigt. Bildbearbeitungen wurden unter Verwendung der Adobe® Photoshop
CS Software durchgefiihrt.

2.2.1.11 Elektronenmikroskopische Studien

Zur Analyse der ultrastrukturellen Lokalisation von PfCCp4 mittels Transmissionselektronen-
mikroskopie (TEM) wurden Gametozyten vor dem Einbetten in Epon unter Verwendung
eines Sekundarantikérpers immunmarkiert. Dieser war entweder an alkalische Phosphatase

(ALP) oder an 12-nm-Goldpartikel gekoppelt.

Immunmarkierung von PfCCp4 in Gametozyten

Fur die ALP-Markierung wurde 1 ml einer reifen WT-Gametozytenkultur eine Minute bei
3400g abzentrifugiert, in 1 ml einer 4%igen PFA-L6sung resuspendiert und Uber Nacht bei
4 °C unter Rotation fixiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet wippend
30 Minuten bei 37 °C in PBS gewaschen, bevor unspezifische Bindungsstellen abgesattigt
wurden. Dazu wurde die Probe zunachst 30 Minuten bei 37 °C in einer Blockierungslésung
aus 0,5 % BSA und 0,05 % Saponin in PBS inkubiert, gefolgt von weiteren 30 Minuten
Inkubation unter Zugabe von 1 % NGS. Danach schloss sich die Immunmarkierung mit
polyklonalem PfCCp4rp1-Antiserum in einer Verdinnung von 1:50 fir zwei Stunden bei
37 °C an. Nach zwei zehnmintitigen Waschschritten in Blockierungslosung wurde die Probe
mit dem ALP-gekoppelten Sekundarantikérper vermischt, der zuvor 1:1000 in Blockierungs-
I6sung verdunnt worden war. Es folgten einmal zehn Minuten Waschen in PBS und einmal
zehn Minuten Waschen in TBS bei 37 °C, bevor die Zellen 60 Minuten mit der ALP-
Substratiésung NBT/BCIP gefarbt wurden. Danach wurde die Probe zum Abstoppen der
Farbreaktion zweimal zehn Minuten in TBS-Puffer gewaschen, der 1 % einer 0,5 M Lésung
EDTA enthielt. Die Fixierung erfolgte Uber Nacht in 1%igem Glutaraldehyd in PFA-Ldsung.

Die Goldmarkierung entsprach dem ALP-Protokoll, jedoch enthielt der Inkubationspuffer
0,05 % Saponin, und es wurde zur Verbesserung der Permeabilisierung beim zweiten

Absattigungsschritt 0,2 % Triton-X-100 zur Blockierungslésung gegeben. Die Inkubation mit
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dem unverdiinnten Primarantikdrper anti-PfCCp4rp1 erfolgte sechs Stunden bei 37 °C. Der
Sekundarantikérper, der an 12-nm-Goldpartikel gekoppelt war, wurde in einer 1:10-Verdin-
nung zwolf Stunden bei 4 °C auf die Probe gegeben. AnschlieRend wurde TBS zum
Waschen verwendet. Die Farbung in NBT/BCIP entfiel.

Vor der Entwasserung wurden die Proben zweimal 30 Minuten in PBS gewaschen, eine
Stunde mit einer Losung von 1%igem Osmiumtetroxid und 1,5%igem Kaliumhexacynoferrat
in PBS nachfixiert und zweimal eine Minuten in H.0pi4est gespuilt. Danach folgten jeweils
zweimal 15 Minuten Inkubation in einer aufsteigenden Ethanolreihe (p. a.) aus 70%igem,
80%igem, 95%igem sowie 100%igem Ethanol und zweimal 30 Minuten in 1,2-Epoxypropan
bei RT. Das reine Epoxypropan wurde durch ein 1:1-Gemisch aus Epon und Epoxypropan
ersetzt und eine Stunde bei RT inkubiert. Hierauf wurden die Proben nach erneuter
Zentrifugation mit Epon Uberschichtet, Uber Nacht bei RT und schlieRlich zwei Tage bei
60 °C im Eppendorf-Reaktionsgefall auspolymerisiert. AbschlieRend wurde das polymeri-
sierte Pellet abgesagt, in eine Polymerisierungskammer Gberfihrt und erneut in frischem

Epon zwei Tage bei 60 °C eingebettet.

Trimmen und Schneiden der Praparate

Die auspolymerisierten Proben wurden vor dem Schneiden am Ultramikrotom aus der
Polymerisierungskammer geldst, in einem Probenhalter fixiert und mit einer Rasierklinge am
Binokular zunachst zugetrimmt (Abb. 2.13). Daftr wurde horizontal soviel Epon abgetragen,
dass sich die Schnittflache im Gewebe befand, bevor soviel Material an den Seiten entfernt
wurde, dass eine ca. 1-mm?groRe pyramidenartige Schnittfliche entstand. Diese wurde
anschliefend am Ultramikrotom unter Verwendung eines Glasmessers geglattet. Mit einem
Diamantmesser angefertigte Semidiinnschnitte (0,2 pm; grin-violette Lichtbrechung) wurden
auf einen Objekttrager transferiert und durch Verdampfen des Ulberschissigen Ho0pigest fixiert.
Nach Farbung mit einem 1:1-Gemisch einer Methylenblau-Azurll-Lésung wurde das Praparat
lichtmikroskopisch auf seine Beschaffenheit untersucht und bei Eignung fir Ultradinn-
schnitte verwendet. Diese etwa 50-nm-dinnen Schnitte (silber-goldene Lichtbrechung)
wurden durch Bedampfung mit Chloroform geglattet und auf Kupfernetzchen lbertragen, die
aus 100 Maschen bestanden und mit Parlodionfolie beschichtet waren. Anschlielend

wurden sie luftgetrocknet und in einer Gitterbox bei RT gelagert.

0®&&

Abb. 2.13. Schema des Praparatzuschnitts nach Eponeinbettung.25
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Nachkontrastierung der Ultradliinnschnitte

Dinnschnitte mit biologischen Praparaten haben im Transmissionselektronenmikroskop ein
geringes Vermoégen, Elektronen zu streuen. Um ihre Strukturen sichtbar zu machen, muss
ihr Kontrast durch Anlagerung von Schwermetallatomen auf der Schnittoberflache erhéht
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Proben dreimal eine Minute kopfiiber in jeweils
einem Tropfen sterilfiltriertem H,0pi4est auf Parafilm gewaschen und anschlieRend 30 Minuten
in einem Tropfen einer 1%igen Uranylacetat-Lésung in H.0u4est nachkontrastiert.
Uberschiissiges Uranylacetat wurde durch dreimaliges Waschen in jeweils einem Tropfen
sterilfiltriertem H20pigest €ntfernt. Die Schnitte wurden an einem Zeiss TEM 10 fotografiert. Die

Negative wurden eingescannt und mit Adobe® Photoshop CS Software bearbeitet.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von Nukleinsduren kann spektrophotometrisch durch Messen der
Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt werden. Hierzu wurden
Verdunnungen der zu messenden DNA-L6sungen (gewohnlich 1:20 bei Mini- und Maxi-
Praparation; 1:100 bei RNA) in 100 pyl H,0u4est hergestellt. Die Absorption wurde bei einer

Wellenlange von 260 nm und 280 nm gemessen.
Eine Absorptionseinheit (As0) entspricht:

- 40 ug/ml bei RNA
- 50 pg/ml bei dsDNA

Unter Berlcksichtigung des Verdlnnungsfaktors lasst sich mit diesen Angaben die
Konzentration von Nukleinsduren bestimmen. Durch das Verhaltnis von Ageo/Azso kann
auflerdem eine Verunreinigung der Probe durch Proteine festgestellt werden. Der optimale
Wert flr DNA liegt etwa bei 1,8, wahrend er fliir RNA 2,0 betragt.

2.2.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Diese Methode wurde 1984 von Kary Mullis entwickelt und ermdglichte es erstmals eine

bestimmte DNA-Sequenz beliebig oft zu amplifizieren. Voraussetzung ist die Kenntnis der
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Basenabfolge flankierender Regionen, anhand derer entsprechende Oligonukleotide
entworfen werden kdnnen. Zusatzlich lassen sich Uber geschicktes Oligonukleotiddesgin
Mutationen wie Substitutionen, Deletionen oder das Einflihren von Restriktionsschnittstellen
bewerkstelligen. Zu den Grundbestandteilen einer PCR gehdren: doppelstrangige DNA
(template-DNA), ein Oligonukleotidpaar (komplementar zu den flankierenden Regionen), die
vier Desoxyribonukleosidtriphosphate dATP (A), dGTP (G), dCTP (C) und dTTP (T), eine

hitzestabile DNA-Polymerase sowie ein PCR-Gerat.

Ein PCR-Zyklus besteht aus drei Schritten:

1. Denaturierung der DNA durch Erhitzen auf 95 °C

2. Anlagern der Oligonukleotide an die entstandenen Einzelstrange durch rasches Abkuhlen
auf 48 °C bis 60 °C (Annealing)

3. DNA-Synthese bei etwa 72 °C, je nach Temperaturoptimum der DNA-Polymerase

Die Annealing-Temperatur lasst sich aus der folgenden Formel berechnen:

Ta=Tm-5bis 10 °C wobei Ta: Annealing-Temperatur
Twm: Schmelztemperatur

Fir die Schmelztemperatur gilt:

Tu= 2°C x (Anzahl A bzw. T) + 4 °C x (Anzahl G bzw. C)

Die Amplifikation von Nukleinsduren mittels PCR stellt eine essentielle Grundlage flr die
Klonierung von rekombinanten Proteinen oder Konstrukten flir homologe Rekombination dar.
Im Rahmen dieser Arbeit sollten die rekombinanten Proteine (rp) PfCCp4rp1, PfCCp4rp2,
PfCCp4rp3, PfCCp4rp4 sowie PfCCp4rp5 (Abb. 2.14) angelehnt an die PfCCp4-Domanen-

struktur fir Interaktionsstudien bzw. zur Antikérperproduktion kloniert werden.

PfCCpdrp1: 1240 bp
PRCCp4rp2: 706 bp
4rp5 PFRCCpdrp3: 725 bp
] 4rp3 ) ) _ PFCCp4rp4: 1397 bp
b " ) " PFCCpd4rp5: 886 bp

PICCp4 D—Lc-ct

4rp1

Abb. 2.14. Relative Position und Gréle der amplifizierten Genabschnitte zur Klonierung domanen-

spezifischer, rekombinanter PfCCp4-Proteine.26
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Fur die gerichtete Klonierung der rekombinanten Proteine in die Vektoren pSUMO/pSMT3
(6His/SUMO-Fusionspeptid) bzw. pGEX-4T-1 (GST-Fusionspeptid, siehe Kapitel 2.1.7)
wurde am 5’-Terminus der entsprechenden Oligonukleotide eine BamHI-Restriktionsschnitt-
stelle eingefiigt, am 3’-Terminus eine Notl-Schnittstelle sowie ein Stopkodon (TAA).

Das Konstrukt zur Herstellung von PfCCp4-KO-Mutanten, pPfCCp4-KO, wurde von Dr.
Gabriele Pradel am WMC New York kloniert, soll der Vollstandigkeit halber hier aber
trotzdem Erwahnung finden. Die PCR-amplifizierte Region zur homologen Rekombination
(Abb. 2.11) tragt am 5-Terminus eine eingefiigte Sacll-Schnittstelle, am 3’-Terminus eine
Notl-Schnittstelle sowie einen Stopkodon (TAA).

PCR-Reaktionen flr Klonierungen wurden stets unter Verwendung von Pfx-Polymerase
durchgefiihrt, die Uber hohe Prozessivitat und eine proof-reading-Funktion verfligt. Pro

rekombinantem Protein wurden fiinf PCR-Reaktionen angesetzt. Ein Ansatz enthielt:

10 x Polymerasepuffer 5ul
MgSO, (50 mM) 1 ul
template-DNA 100 ng
dNTPs (10 mM) 1,5 pl
Polymerase 0,5 ul
Oligonukleotid sense (100 pmol/ul) 1l

Oligonukleotid antisense (100 pmol/pul) 1wl
H20bigest ad 50 pl

Die PCR-Zyklen lauteten:

95 °C Denaturieren 4 Min.

95 °C Denaturieren 30 Sek.

50 °C Hybridisierung 30 Sek. 33 Zyklen
62 °C Elongation 1 Min./700 bp

72 °C Abschlieende Elongation 3 Min.

10 °C Lagerung 0

Semi-quantitative PCR

Eine Variante der herkdmmlichen PCR stellt die so genannte RT-PCR dar, bei der cDNA als
template-DNA fungiert, die vorher aus RNA durch das Enzym Reverse Transkriptase (RT)
hergestellt wurde (siehe Kapitel 2.2.2.10). Diese Form der PCR dient dazu, die Expression
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eines Gens anhand seiner mMRNA zu analysieren. Bei der Oligonukleotidwahl ist es wichtig,
dass die Produktgrofie etwa 200 bp betragt, und dass sich das Produkt Gber eine Exon-
Intron-Exon-Grenze des Gens erstreckt.

Bei der semi-quantitativen Untersuchung der Expression des PfCCp4-Transkripts wurden
2 ul cDNA der verschiedenen Parasitenstadien (asexuelle Stadien, Gametozyten, Gameten
und Zygoten) in die PCR-Reaktion eingesetzt. Die Zyklenzahl variierte dabei zwischen 20, 25
und 30 Zyklen. Als Kontrollen dienten Oligonukleotidpaare gegen PfAMA-1, das in
asexuellen Stadien exprimiert wird (Peterson et al., 1989; Narum und Thomas, 1994; Hodder
et al.,, 1996; Marshall et al., 1996), gegen PfCCp1 (Expression in Gametozyten und
Makrogameten; Pradel et al., 2004, 2006; Pradel, 2007; Scholz et al., 2007), gegen Pfs25
(Expression in Makrogameten, Zygoten und Ookineten mit geringem Expressionsniveau in
Gametozyten; Vermeulen et al., 1986; Fries et al., 1990) sowie gegen Pfs28, das in Zygoten
und Ookineten exprimiert wird (Duffy und Kaslow, 1997). Die Positivkontrollen (+) enthielten

genomische DNA, in Negativkontrollen (-) wurde keine DNA eingesetzt.

Diagnostische PCR
Fir rein diagnostische PCR-Ansatze zur Analyse der pPfCCp4-KO-Integration wurde statt

der hochwertigeren Pfx-Polymerase herkdmmliche Taq-Polymerase verwendet. Dabei
wurden 1,5 pl MgCl, (50 mM) statt 1 yl MgSQ, in die Reaktion eingesetzt, und statt 1,5 pl nur
1 hl ANTPs (10 mM). Als diagnostische Oligonukleotide dienten M13R (Abb. 2.11; P3) und
PfCCp4RT1 antisense (P2; ProduktgréfRe im KO 1063 bp) sowie PfCCp4rp1 sense (P1) und
PfCCp4RT1 antisense (P2; ProduktgréfRe im WT 1145 bp).

2.2.2.3 Aufreinigung von PCR-Fragmenten

Die erhaltenen PCR-Fragmente fir Klonierungen wurden mit Hilfe des QIAquick PCR
Purification Kit gemaR Herstellerangaben aufgereinigt. Die Elution von flinf identischen PCR-
Reaktionen erfolgte Uber nur eine Sadule in 50 pl HyOpigest: Das zugrunde liegende Prinzip
basiert auf der Fahigkeit von DNA in Anwesenheit von Hochsalzpuffern an Silikatmembranen
zu binden, wahrend Verunreinigungen wie Oligonukleotide, genomische DNA und Enzyme

die Saule passieren und verworfen werden kénnen.
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2.2.2.4 DNA-Verdau mittels Restriktionsendonukleasen

Bei Restriktionsendonukleasen handelt es sich um Enzyme, die spezifisch meist palin-
dromische DNA-Bereiche erkennen und doppelstrangige DNA (dsDNA) an diesen Stellen
spalten. Sie kommen naturlicherweise in Prokaryoten vor, um sich gegen die Invasion
fremder DNA schitzen zu kénnen.

In dieser Arbeit wurden Restriktionsenzyme von NEB fiir die gerichtete Klonierung von PCR-
Produkten in die Expressionsvektoren verwendet. Die Schnittstellen lauteten BamHI sowie
Notl fir pPSUMO/pSMT3 und pGex-4T-1, und Sacll sowie Notl fiir den KO-Vektor pDT-Tg23:

BamHlI Notl Sacll
5 ...GIAATTC....3 5 ....GC| GGCCGC....3 5 ....CCGC|GG....3’
3 ...CTTAA|G....H’ 3 ...CGCCGG[CG....5 3 GGf CGCC....5

Ein standardisierter Ansatz zum DNA-Verdau fur die Klonierung rekombinanter Proteine in
die Vektoren pSUMO/pSMT3 bzw. pGex-4T-1 enthielt:

Vektor-DNA 1-2 g bzw. aufgereinigte PCR 43 ul
BamHI-Puffer (10 x) 5l BamHI-Puffer (10 x) 5l

100 x BSA 0,5 ul 100 x BSA 0,5 ul
BamHl 0,5 ul BamHlI 0,5 ul
Notl 0,5 pl Notl 0,5 ul
H20pidest ad 30 yl H20bidest ad 50 ul

Bei der Klonierung des KO-Konstrukts pPfCCp4-KO mittels pDT-Tg23-Vektor wurde

folgender Verdau angesetzt und drei Stunden bei 37 °C inkubiert:

DNA 1-2 ug bzw. aufgereinigte PCR 43 ul
10 x Puffer NEB 4 5l 10 x Puffer NEB 4 5ul

100 x BSA 0,5 pl 100 x BSA 0,5 ul
Sacll 0,5 ul Sacll 0,5 ul
Notl 0,5 ul Notl 0,5 ul
H20idest ad 50 pl H20pigest ad 50 pl

Zur Verhinderung der Religation wurden freie Phosphatgruppen an den DNA-Enden mit Hilfe
des Enzyms CIP abgespalten. Da das Enzym in jedem Puffer fur Restriktionsenzyme

arbeitet, wurde 1 ul davon direkt zum Verdau gegeben und eine Stunde bei 37 °C inkubiert.
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Durch Zugabe von 1/6 Volumen sechsfach DNA-Probenpuffer wurde die Reaktion beendet.
Die Spaltprodukte des DNA-Verdaus wurden durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt

und aufgereinigt.

2.2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Bei Nukleinsauren handelt es sich um Polymere aus (Desoxy-)Ribose, verestert mit jeweils
einer Purinbase (A, G) oder Pyrimidinbase (C, T bzw. U) und einem Phosphatrest. Diese
Phosphatreste bedingen die negative Ladung der Nukleinsauren, wodurch sich diese in
einem elektrischen Feld entsprechend ihrer Grofle gerichtet bewegen konnen. Die
Geschwindigkeit eines Nukleinsdurefragments ist dabei umgekehrt proportional zum
Logarithmus der Anzahl der Basenpaare. Zum Auftrennen eines Nukleinsduregemisches
eignet sich besonders eine inerte Matrix aus Agarose. lhre Konzentration wird je nach GroéRRe
der aufzutrennenden Fragmente zwischen 0,3 % (Fragmente von 1 bis 30 kb) und 2,0 %
(Fragmente von 0,1 bis 2 kb) variiert. Nach einem Gellauf kann DNA durch Inkubation in
einem Ethidiumbromidbad angeféarbt werden. Bei Ethidiumbromid handelt es sich um einen
DNA-Interkalator, der unter UV-Licht fluoresziert und somit DNA sichtbar macht.

In dieser Arbeit wurde fiir die Agarose-Gelelektrophorese meist 1%ige Agarose verwendet;
Ausnahmen stellten nur 0,8%ige Gele fur Analysen per Southern Blot dar. Die
entsprechende Menge Agarose wurde durch Aufkochen in 1 x TAE-Puffer gelést und nach
Abklhlen auf etwa 50 °C luftblasenfrei in einen abgedichteten Gelschlitten gegossen;
Taschen wurden durch Einsetzen eines Kammes geformt. Nach Polymerisierung wurde das
Gel in der Laufkammer vollstandig mit 1 x TAE-Puffer Gberschichtet, der Kamm gezogen und
die Proben appliziert. Zuvor wurden die Proben zur Denaturierung von Sekundarstrukturen
und Erhéhung der Dichte mit 6 x Probenpuffer vermischt. Die angelegte Spannung fir eine
MIDI-1-Kammer betrug 100 V, fir eine MAXI-Kammer 200 V. Nach Beendigung des Gellaufs
wurde das Gel 15 Minuten in einer Ethidiumbromidlosung (1:10.000 in Ho0pigest) inkubiert und
anschlieRend unter UV-Licht analysiert. Die Bilder wurden eingescannt und mit Adobe®
Photoshop CS Software bearbeitet.

2.2.2.6 Elution von DNA aus Agarosegelen

Bei praparativer Agarose-Gelelektrophorese zur Aufreinigung der restriktionsverdauten
Klonierungskomponenten (Vektor und PCR) wurden die DNA-Fragmente nach dem Lauf

unter UV-Licht lokalisiert und ausgeschnitten. Zur Elution und Reinigung der DNA wurde das
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QIAquick Gel Extraction Kit gemal Herstellerangaben verwendet. Die Elution erfolgte in
50 yl Hx0uigest- Dieser Aufreinigung liegt ebenfalls das bereits bei der PCR-Aufreinigung

erlauterte Prinzip der Adhasion von DNA an Silikatmembranen zu Grunde.

2.2.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurde die T4-DNA-Ligase verwendet, die die Bildung von
Phosphodiesterbindungen zwischen 3'-Hydroxyl-Gruppen und 5-Phosphat-Gruppen in
dsDNA katalysiert. Zur Klonierung rekombinanter Proteine bzw. des KO-Konstrukts wurden
der geschnittene Vektor und das PCR-Fragment im molaren 1:5-Verhaltnis ligiert. Zur

Berechnung diente folgende Formel:

Masse PCR-Fragment [ng] = (Vektor [ng] x Fragmentgrélie [bp] x 5)
Vektorgrofle [bp]

Bei der Ligation wurde folgender Ansatz gewahlt:

PCR-Fragment x
Vektor y ul
H20bidest z pl
10 x Ligasepuffer 2 ul
T4 Ligase 1l
H20bidest ad 10 pl

Die Inkubation erfolgte vier Stunden bei Raumtemperatur oder tber Nacht bei 16 °C. Nach
Verdiinnung des Ligationsansatzes mit 130 pl H.0pigest Wurden 2 pl flir eine Transformation

(siehe Kapitel 2.2.1.4) verwendet.

2.2.2.8 Amplifizierung und Extraktion von Plasmid-DNA aus Bakterien

GemaR Kapitel 2.2.1.4 transformierte E.-coli-OneShot®-Top10-Bakterien wurden in LB-
Medium unter den entsprechenden Selektionsbedingungen bei 37 °C schittelnd kultiviert, bis
sie die spate logarithmische Wachstumsphase erreicht hatten. Danach wurden die Bakterien
einer alkalischen Lyse unterzogen und die Plasmid-DNA isoliert. Je nach Verwendungs-
zweck wurden zwei unterschiedliche Praparationsarten durchgefihrt: Zum Analysieren von

Bakterienklonen nach einer Transformation von Ligationsansatzen genugte eine verkirzte
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Form der Plasmidpraparation (Dirty Mini). Wurde die DNA in hdéherer Reinheit z.B. fur
Sequenzierungen oder Transfektion bendtigt, so wurde eine Plasmidpraparation mit Hilfe der
entsprechenden Qiagen Mini- oder Maxi-Praparations-Kits gemal Herstellerangaben
durchgefliihrt. Prinzipiell handelt es sich bei beiden Verfahren um eine alkalische Lyse
verbunden mit einer Isopropanolfallung der DNA; bei den Kits kommen zur Erhéhung des
DNA-Reinheitsgrades zusatzlich Silikatmembranen zum Einsatz. Ob eine Mini- oder Maxi-
Praparation durchgefihrt wurde, hing von der gewilinschten Menge des Plasmids ab. Bei der
Mini-Praparation kénnen aus 3 ml Ubernachtkultur (UNK) bis zu 20 pg high-copy-Plasmid-
DNA gewonnen werden, bei einer Maxi-Praparation aus 1000 ml UNK bis zu 500 ug

Plasmid-DNA. Die Lagerung der isolierten Plasmide erfolgte in H20pigest bei -20 °C.

Fir die Variante der Dirty Mini wurden 3 ml Bakterienkultur angeimpft und Uber Nacht
schittelnd bei 37 °C kultiviert. Die Bakterien wurden in ein Eppendorf-Reaktionsgefall
Uberfuhrt, durch eine Minute Zentrifugation bei 16.000g sedimentiert und in 100 pl Losung 1
resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pl Lésung 2 wurde der Ansatz durch sechsmaliges
Invertieren gemischt und funf bis zehn Minuten auf Eis inkubiert. Nach der Lyse wurden
150 pl Lésung 3 zur Neutralisierung hinzugegeben. Die Probe wurde erneut invertierend
gemischt und ein weiteres Mal finf bis zehn Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden
zum Entfernen der RNA 450 pl einer finfmolaren LiCl-Lésung hinzu pipettiert. Der Ansatz
wurde funf bis zehn Minuten auf Eis inkubiert und flinfzehn Minuten bei 16.000g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein frisches Eppendorf-ReaktionsgefaR Uberfiihrt und die DNA
wurde unter Verwendung von Isopropanol gefdllt. Dazu wurde der Uberstand mit
0.6 Volumenanteilen Isopropanol invertierend gemischt, zehn Minuten bei RT inkubiert, zehn
Minuten bei 16.000g zentrifugiert und zweimal mit 200 pl 70%igem Ethanol gewaschen. Das
Waschen erfolgte durch zehnminitige Zentrifugation bei 16.000g. Das DNA-Pellet wurde bei
RT getrocknet und schlief3lich in 30 pl H20pigest aufgenommen.

Fur einen Kontrollverdau wurden 3 pl der Dirty Mini, mit 1 yl zehnfach-konzentriertem Puffer
und 0,5 ul des gewtlnschten Restriktionsenzyms in einem Endvolumen von 10 pl mit HaOpigest
versetzt, gemal Herstellerempfehlung eine Stunde inkubiert und gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Unter UV-Licht konnten die Banden durch Ethidiumbromid visualisiert und

beurteilt werden.

2.2.2.9 Sequenzierung von Nukleinsauren

Die Sequenzierungen wurden am Gerat ABI Prism® 3100 in der Arbeitsgruppe von Dr.

Weissbrich am Institut far Virologie der Universitdt Wurzburg durchgefihrt. Ein
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Reaktionsansatz unter Verwendung der Komponenten des BigDye® Terminator v1.1 Cycle

Sequencing Kit beinhaltete:

5 x Premix
5 x Puffer
template-DNA

Oligonukleotid (100 pmol/ul)

H20bidest

Zur Amplifikation wurde folgende PCR durchgeflihrt:

Denaturieren
Denaturieren
Hybridisieren

Elongation

Abschliel3ende Elongation

95 °C
95 °C
50 °C
62 °C
72 °C

2 ul

2 ul
500 ng
0,5
ad 10 pl

4 Min.

30 Sek.

30 Sek. 30 Zyklen
4 Min.

3 Min.

Vor Abgabe an Arbeitsgruppe Weissbrich wurde das PCR-Produkt durch Ethanol-Fallung

gereinigt:

PCR

H20bidest

3 M NaAc pH 4,6
100 % EtOH

10 pl
90 ul
10 pl
250 pl

Dieser Ansatz wurde 15 Minuten bei 16.000g zentrifugiert und anschlieBend mit 70%igem

Ethanol gewaschen. Nach 15-minitiger Zentrifugation bei RT wurde das Pellet etwa zehn

Minuten bei RT getrocknet, bevor es in 25 yl Formamid resuspendiert wurde. Die Analyse

der Sequenzen erfolgte iber NCBI BLAST und BioEdit.

2.2.2.10 Isolation von RNA und Herstellung von cDNA

Das Grundprinzip dieser RNA-Aufreinigung beinhaltet die Zelllyse, Inaktivierung von RNAsen
und RNA-Isolation durch Phenol/Chloroform. Auf diese Weise wird die Gesamt-RNA der

Zellen gewonnen. Zwar betragt der Anteil von mRNA nur 2 %, dies reicht jedoch als

Ausgangsprodukt flr eine Analyse mittels RT-PCR vdllig aus.
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Isolation von RNA

Zur Transkriptionsanalyse von PfCCp4 wurden asexuelle Parasiten, Gametozyten, Gameten
und Zygoten wie in Kapitel 2.2.1.8 beschrieben aufgereinigt und jeweils in 1 ml TRIZOL
resuspendiert. Nach funfmindtiger Inkubation bei RT wurden 0,2 ml Chloroform hinzugefigt
und das Gemisch 15 Sekunden gevortext. Es folgten drei Minuten Inkubation bei RT und
15 Minuten Zentrifugation bei 16.000g und 4 °C. Die entstandene obere, wassrige RNA-
Phase wurde abgenommen und zur RNA-Fallung in einem neuen Eppendorf-Reaktionsgefaf’
mit 0,5 ml Isopropanol versetzt. Nach zehn Minuten Inkubation bei RT wurde die Probe zehn
Minuten bei 16.000g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1 ml 75%igem Ethanol
durch fiinfminitige Zentrifugation bei 3400g und 4 °C gewaschen. Der Uberstand wurde
abgenommen, die RNA luftgetrocknet und schlieRlich bei 55 °C in 30 ul Hy0pigest gelost. Die
Konzentrationsbestimmung wurde gemag Kapitel 2.2.2.1 durchgeflihrt, die Lagerung erfolgte
bei -80 °C.

DNAse-Verdau der RNA-Proben

Um Verunreinigungen der RNA mit mdglicherweise verschleppter genomischer DNA

auszuschlie3en, wurde im Doppelansatz pro Probe folgender Ansatz gewahilt:

RNA 2 ug
10 x DNAse-Puffer 1ul
DNAse | 1l
H20bigest (RNASse frei) ad 10 pl

Die Inkubation erfolgte 15 Minuten bei RT. Zum Inaktivieren der DNAse | wurde der Ansatz
mit 1 ul einer 25 mM EDTA-L6sung vermischt und 15 Minuten bei 65 °C inkubiert.

cDNA-Synthese

Fir die reverse Transkription wurde unter Verwendung des SuperScript” First Strand

Synthesis System for RT-PCR folgender Ansatz verwendet:

RNA 2 ug
random hexamers (50 ng/pl) 1ul
10 mM dNTP-Mix 1l
H20bigest (RNASse frei) ad 10 pl
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Das Gemisch wurde funf Minuten bei 65 °C und eine Minute auf Eis inkubiert. Anschlief3end

wurden folgende Reagenzien hinzugegeben:

10 x RT-Puffer 2 ul
25 mM MgCl, 4 ul
0,1 MDTT 2yl
RNAse OUT 1ul

Nach zwei Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde jeweils eine Probe des
Doppelansatzes (+ RT) mit 1 pl SuperScript™-lI-Reverse-Transkriptase versetzt, wahrend
die andere Probe als Negativkontrolle (-RT) diente. Die Ansatze wurden nacheinander zehn
Minuten bei RT, 50 Minuten im 42 °C Wasserbad und zum Terminieren der Reaktion
15 Minuten bei 70 °C inkubiert. AnschlieRend wurden sie kurz auf Eis abgekihlt, zum RNA-
Abbau mit 1 yl RNAase H versetzt und 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Lagerung der
Proben erfolgte bei -20 °C. Zur Durchflhrung einer semi-quantitativen PCR siehe Kapitel
222.2.

2.2.2.11 Isolation genomischer DNA aus Plasmodium falciparum

Genomische DNA aus P.-falciparum-Stadien diente zum einen der Verifizierung der PfCCp4-
KO-Parasiten via Southern Blot und als template-DNA fir die Klonierung rekombinanter
Proteine. Zum anderen wurde sie als template-DNA fir diagnostische PCRs bei ersten
Analysen von PfCCp4-KO-Parasiten eingesetzt. Je nach Verwendungszweck variierte der
Isolationsprozess. Genomische DNA, die als template fiir diagnostische PCRs dienen sollte,
wurde mit Hilfe des QlAamp Blood Mini Kit aufgereinigt. Hierfir wurden zunachst etwa 5 ml
Parasitenkultur (1-3 % Parasitamie) finf Minuten bei 1300g abzentrifugiert, in 10 ml einer
2%igen Saponinlésung in PBS resuspendiert und zur Erythrozytenlyse zehn Minuten bei RT
inkubiert. Nach einer zehnminutiger Zentrifugation bei 1300g wurde das Pellet durch erneute
Zentrifugation unter gleichen Bedingungen mit 30 ml PBS gewaschen und schliellich in
200 ul PBS resuspendiert. Die weitere Aufreinigung erfolgte unter Verwendung des Blood
Mini Kits gemaly Herstellerangaben. Das finale Elutionsvolumen betrug jedoch 50 pl statt
200 pl HaOpigest.

Zur lIsolation genomischer DNA fur Southern Blot und Klonierungen wurden 40 ml
Parasitenkultur (3-5 % Parasitamie) funf Minuten bei 1300g abzentrifugiert, in 5 ml PBS
resuspendiert und zur Erythrozytenlyse funf Minuten in 75 ul einer 10%igen Saponinlésung

inkubiert. Nach funfminitiger Zentrifugation bei 1300g wurde der Uberstand verworfen und
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das Pellet zweimal mit 1 ml PBS gewaschen. Dies geschah ebenfalls durch finf Minuten
Zentrifugation bei 1300g. AnschlieRend wurde das Pellet zur weiteren Zelllyse in 500 ul TSE,
100 yl 10 % SDS sowie 50 yl 6 M NaClO, uber Nacht schittelnd inkubiert. Die DNA-
Extraktion erfolgte durch Phenol/Chloroform. Dafir wurde ein Volumenanteil Phenol zum
UN-Ansatz gegeben, dieser finf Minuten schittelnd inkubiert und fiinf Minuten bei 16.000g
abzentrifugiert. Die entstandene obere wassrige Phase wurde in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefal® tberfihrt und mit je einem halben Volumenanteil Phenol und Chloroform
versetzt. Nach fliinfmindtiger Inkubation und ebenso langer Zentrifugation bei 16.000g wurde
die wassrige Phase mit einem Volumenanteil Chloroform gewaschen. Dabei folgte der
funfmindtigen Inkubation ebenfalls eine Zentrifugation bei 16.000g fur finf Minuten.
AnschlieBend wurde der Ansatz zur DNA-Fallung mit zwei Volumenanteilen 100%igem
Ethanol versetzt, finf Minuten unter Schitteln inkubiert und unter den bisherigen
Bedingungen abzentrifugiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit eiskaltem 70%igem
Ethanol wurde das Pellet an der Luft getrocknet und vorsichtig in 20 gl HyOpigest

resuspendiert. Eine anschlielRende Inkubation bei 55-60 °C erleichterte das Losen der DNA.

2.2.2.12 Southern-Blot-Restriktionsanalyse

Ziel des Southern Blots ist es, DNA-Fragmente, die mittels Gelelektrophorese entsprechend
ihrer Lange aufgetrennt wurden, auf einer Membran zu fixieren, um spater durch
Hybridisierung mit markierten Sonden einzelne DNA-Fragmente spezifisch nachweisen zu
konnen. In dieser Arbeit wurde die Methode des Southern Blots verwendet, um anhand
genomischer DNA der PfCCp4-KO-Klone L4C, O12B und P3D versus WT-DNA die stabile
und korrekte Integration des KO-Konstrukts zu verifizieren (Abb. 2.15).

Zunachst wurde mit Hilfe des DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit Il die
entsprechende Southern-Sonde hergestellt. Daflr wurde mit den eigens entworfenen
Oligonukleotiden PfCCp4KO-SS-1 sense sowie PfCCp4KO-SS-1 antisense und Pfx-
Polymerase (siehe Kapitel 2.2.2.2) ein 336-bp-grofles PCR-Produkt hergestellt und tber ein
1%iges Agarosegel unter Verwendung des QIAquick Gel Extraction Kits aufgereinigt. Die
Elution erfolgte in 30 pl Hy0pigest. Eine Probenmenge von 1 pg wurde anschlieRend in 16 pl
H.0bigest @aufgenommen und fiir drei Minuten bei 95 °C denaturiert. Nach raschem Uberfiihren
in ein Eisbad und kurzem Anzentrifugieren, um die Probe am Gefalboden zu sammeln,
wurden 4 yl DIG-High-Prime-Losung zur denaturierten Probe gegeben. Die Inkubation
erfolgte Uber Nacht bei 37 °C. Abschlielend wurde die Reaktion durch Zugabe von 0,2 M
EDTA gestoppt und das Gemisch anhand des QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt.
Dabei erfolgte die Elution in 30 pl HoOpigest.
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Abb. 2.15. Schema des PfCCp4-Genlokus vor und nach Genausschaltung. Durch Rekombination des
WT-Lokus mit dem KO-Konstrukt pPfCCp4-KO an der homologen Region (dunkelgrau) wird der
PfCCp4-Lokus (hellgrau) entzwei gespalten. Es entsteht eine pseudo-diploide Genanordnung mit
Pyrimethamin-Resistenzkassette und eingeflihrtem Stopkodon (TAA). Die relative Position der
Southern-Sonde (SP) und der Restriktionsschnittstellen, sowie die GroRe der entstehenden DNA-
Fragmente ist unterhalb der Genstruktur markiert. Al, Alel; H, Hindlll; Ac, Acll; X, Xbal.”

Die Konzentration von etwa 25 ng/ul wurde entsprechend Herstellerangaben des DIG High
Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit Il ermittelt. Die optimale Hybridisierungs-

temperatur von 37 °C ergab sich aus folgender Gleichung:
T=[49,82 + 0,41 x (% G + C) - (600/Lange der Sonde [bp])] - 20 bis 25 °C.
Nach Herstellung der DIG-markierten Sonde wurde genomische DNA der PfCCp4-KO-Klone

L4C, O12B und P3D sowie WT-DNA gemal folgender Ansatze durch finfstiindige
Inkubation bei 37 °C verdaut:

Verdau A Verdau B Verdau C

DNA 3 ug DNA 3 ug DNA 3 ug

10xNEB2 3yl 10xNEB4 3yl 10xNEB4 3yl

10 x BSA 3l 10 x BSA 3l 10 x BSA 3 ul

Hindlll 2ul Alel 1ul Alel 1ul

H50pigest ad 30 pl Acll 1l Xbal 1l
H20bigest ad 30 pl H20bidest ad 30 ul
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Nach Versetzen des Verdaus mit sechsfach konzentriertem Probenpuffer wurden die DNA-
Fragmente in einem 0,8%igen Agarosegel bei 150 V in einer MAXI-Kammer elektrophore-
tisch aufgetrennt. Als GréRenstandard wurde eine 1:1-Mischung aus der A-DNA/Hindlll- und
100-bp-DNA-Leiter verwendet. Die Spur, die den GroRenstandard enthielt, wurde vor dem
Blotten vom Gel abgetrennt, in Ethidiumbromid gefarbt und unter UV-Licht mit einem
fluoreszierenden Lineal fotografiert, um den jeweiligen DNA-Fragmenten eine spezifische
Distanz zur Geltasche zuordnen zu kénnen. Dies diente spater bei der Auswertung der

Grolienbestimmung der im Southern Blot detektierten DNA-Fragmente.

Gewicht

> Zellstoff

Membran

Filterpapier Agarosegel

Schale Schwamm

Abb. 2.16. Schema eines Southern-Blot-Aufbaus.?®

Zur Denaturierung der DNA wurde das Gel wippend 45 Minuten in einer Lésung aus 1,5 M
NaCl und 0,5 M NaOH inkubiert. Nach kurzem Waschen in Wasser wurde das Gel dreimal
15 Minuten in 1 M Tris/HCI (pH 7,4) mit 1,5 M NaCl neutralisiert, bevor es zum Blotten
verwendet wurde. Der Southern Blot wurde dem Schema in Abb. 2.16 entsprechend
aufgebaut: Ein grobporiger Schwamm wurde in eine mit 20 x SSC gefiillite Glasschale gelegt
und mit zwei Schichten in 20 x SSC getrankten Lagen Whatman-Filterpapier bedeckt. Darauf
wurde das Agarosegel plaziert. Die Membran Hybond N+ wurde auf Gelgrélie zugeschnitten,
kurz in Wasser eingelegt und anschliefiend finf Minuten in 20 x SSC inkubiert, bevor sie auf
das Gel aufgetragen wurden. Dartber wurden zwei Lagen Whatman-Filterpapier getrankt in
2xSSC gelegt und etwa 10cm hoch mit zugeschnittenem, trockenem Zellstoff

Uberschichtet. Ein Gewicht schloss den Aufbau nach oben hin ab. Der Transfer erfolgte
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durch Kapillarkrafte tGber Nacht fir mindestens 16 Stunden. Beim Abbau des Blots wurden
die Taschenpositionen mit einem Bleistift auf der Rickseite der Membran markiert und
Gelreste vorsichtig entfernt. Das Gel wurde zur Kontrolle in Ethidiumbromid angefarbt und
zeigte DNA-Reste in diffuser Verteilung, wie sie fur den Verdau genomischer DNA typisch
sind. Die Membran hingegen wurde mit der DNA-Seite nach oben auf einem mit 2 x SSC
befeuchteten Whatman-Filterpapier gelagert. So vor dem Austrocknen geschitzt wurde die
DNA innerhalb von etwa zwei Minuten unter UV-Licht mit der Funktion ,Auto CrossLink® im
Stratalinker® 1800 auf der Membran fixiert.

AnschlielRend wurde die Membran in Folie eingeschweifl3t und eine Stunde lang in 10 ml
DIG-Easy-Hyb-Puffer pro 100 cm? unter Bewegung bei RT inkubiert. Danach wurde die DIG-
markierte Sonde drei Minuten bei 95 °C denaturiert, rasch auf Eis Uberfihrt, um ein
Renaturieren zu verhindern, und in einer Konzentration von 25 ng/ml DIG-Easy-Hyb-Puffer
auf die Membran gegeben. Pro 100 cm? Membran wurden 3,5 ml DIG-Easy-Hyb-Puffer
bendtigt. Die Inkubation der in Folie eingeschweil3ten Membran erfolgte bei der errechneten
Hybridisierungstemperatur von 37 °C Uber Nacht im Bakterienschittler bei 150 Umdre-
hungen pro Minute. Danach wurde die Membran zweimal zehn Minuten in 2 x SSC mit 0,1 %
SDS bei RT gewaschen und zweimal 30 Minuten in einer vorgewdrmten Ldsung aus
0,5 x SSC und 0,1 % SDS bei 52 °C unter Bewegung inkubiert, um Uberschissige Sonde zu
entfernen. Vor der 30-minltigen Absattigung unspezifischer Bindungsstellen in 50 ml
Blockierungslosung wurde die Membran drei Minuten in 20 ml Waschpuffer inkubiert. Nach
funfmindtiger Zentrifugation des anti-DIG-Antikérpers bei 9500g wurde dieser 1:10.000 in
20 ml Blockierungslésung verdinnt und 30 Minuten auf die Membran gegeben. Es folgten
zweimal 15 Minuten Inkubation in 20 ml Waschpuffer und zweimal finf Minuten
Aquilibrierung in 20 ml Detektionslésung. Danach wurde die Membran in einer
Entwicklerkassette auf eine Folie gelegt, mit 1,5 ml CSPD-Substrat versehen, mit einer
weiteren Folie bedeckt und nach dem sorgfaltigen Entfernen von Luftblasen finf Minuten bei
RT inkubiert. Nach einer weiteren Inkubation von funf Minuten bei 37 °C wurde ein
Rontgenfilm aufgelegt, der bei RT nach ein- bis sechsstiindiger Exposition im CURIX 60
Apparat entwickelt wurde. Zur Auswertung wurden die Taschenpositionen der Membran auf
den entwickelten Rontgenfilm Ubertragen und die jeweilige Distanz von detektierter DNA-
Bande zur Taschenposition gemessen. Ein Vergleich mit den Werten des vorher

eingefarbten GroRenstandards diente zur Ermittlung der FragmentgrofRen.
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2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Expression rekombinanter Proteine

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Proteinexpressionen erfolgten mit Hilfe eines T7-
Promotors, der sowohl im pSUMO/pSMT3- als auch im pGEX-4T-1-Vektor unter der
Kontrolle eines lac-Operons stand und nach dem Prinzip der Substratinduktion aktiviert

wurde. Zur Inaktivierung des lac-Repressors wurde IPTG verwendet.

Proteinexpression im kleinen MaRstab (Mini-Expression)

Die Mini-Expression rekombinanter Proteine im bakteriellen System diente im Rahmen
dieser Arbeit der Expressionsanalyse neu klonierter, jedoch bereits sequenzierter PfCCp4-
Konstrukte. Dazu wurden von einer Platte frisch transformierter BL21-CodonPlus®-(DE3)-
RIL-Expressionszellen (siehe Kapitel 2.2.1.4) mehrere Klone mit einer sterilen Pipettenspitze
in 3 ml LB-Medium mit Antibiotikum Gberfihrt und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Danach
wurde die Kultur in einem Doppelansatz 1:5 in frischem LB-Medium mit Antibiotikum
verdinnt und eine weitere Stunde bei 37 °C inkubiert. Die Induktion der Proteinexpression
erfolgte durch Zugabe von 0,75 mM IPTG in eines der Doppelansatz-Rohrchen (+IPTG),
wahrend das zweite Rohrchen (-IPTG) ausschlie3lich als Negativkontrolle mitgefuhrt wurde.
Nach zwei bis drei Stunden wurden 30 pl jeder Kultur abgenommen, 1:1 mit Probenpuffer
und 25 mM DTT versetzt und zur Denaturierung der Proteinstruktur zehn Minuten bei 95 °C
aufgekocht. Die Proben wurden danach entweder direkt auf ein SDS-Gel aufgetragen (siehe
Kapitel 2.2.3.3) und nach dem Gellauf gefarbt (siehe Kapitel 2.2.3.4) oder bis zur weiteren
Verwendung bei -20 °C gelagert.

Proteinexpression im groReren MaRstab (Maxi-Expression)

Nach erfolgreicher Mini-Expression wurden die rekombinanten Proteine entweder zur
Herstellung polyklonaler Antikérper oder fir Interaktionsstudien in groRerem Malstab
exprimiert. Dafiir wurden von einer Platte frisch transformierter BL21-CodonPlus®-(DE3)-RIL-
Expressionszellen (siehe Kapitel 2.2.1.4) mehrere Klone mit einer sterilen Pipettenspitze in
100 ml LB-Medium mit Antibiotikum Uberfuhrt und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Das
Verdiinnen der Kultur erfolgte in einem Liter frischem LB-Medium mit Antibiotikum, die
weitere Inkubation eineinhalb Stunden bei 37 °C. Nach Erreichen der exponentiellen
Wachstumsphase wurde die Inkubationstemperatur auf RT gesenkt, die Kultur weitere
30 Minuten geschittelt und anschlieBend mit 0,75 mM IPTG induziert. Es folgte eine
Inkubationszeit von vier Stunden bei RT. Die niedrigere Temperatur diente dabei der

langsameren und somit praziseren Expression bzw. Faltung der rekombinanten Proteine; der
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vom pSUMO/pSMT3-Vektor kodierte SUMO-Anteil unterstitzt zusatzlich durch seine
Chaperonfunktion die korrekte Faltung seiner Fusionsproteine. Zum Ernten wurden die
Zellen jeweils zehn Minuten bei 5000g abzentrifugiert und entweder als Bakterienpellet bei

-20 °C gelagert oder zur Proteinisolation wie in Kapitel 2.2.3.2 beschrieben weiterbehandelt.

2.2.3.2 Aufreinigung rekombinanter Proteine

Die Proteinisolation fir die Herstellung von Antikérpern bzw. fir Zelladhasionsstudien
erfolgte entweder Uber das 6His-Fusionspeptid bei den pSUMO/pSMT3-Konstrukten oder
Uber das GST-Fusionspeptid bei pGEX-4T-1-Konstrukten. Als weitere Alternative bei
geringer Expressionsrate der rekombinanten Proteine wurde fur die Antikdrperherstellung
eine Aufreinigung als Inclusion Bodies gewahlt. Fur Interaktionsstudien mittels
Affinitdtschromatographie wurde das unbearbeitete Proteingemisch nach Bakterienzelllyse
verwendet. Alle Arbeiten wurden entweder auf Eis oder bei 4 °C durchgefiihrt, alle Lésungen

und Puffer wurden vorgekuhit.

Aufreinigung von 6His/SUMO-fusionierten rekombinanten Proteinen

Nach Maxi-Expression und Ernten der Bakterien (siehe Kapitel 2.2.3.1) wurde das Zellpellet
in 20 ml einer Lésung aus 50 mM Tris pH 8,0 und 10 % Glycerin auf Eis resuspendiert, mit
Lysepuffer (siehe Kapitel 2.1.4) vermischt und eine Stunde bei 4 °C unter Rotation inkubiert.
Die angedauten Zellen wurden daraufhin mit Hilfe einer French® Press in drei Zyklen bei
einem Druck von 1200 psi vollstandig aufgebrochen und die DNA durch zweimin(tige
Ultraschallbehandlung bei 50 % Intensitat und der Einstellung ,Zyklus 50“ zerstort. Es folgte
eine Stunde Zentrifugation bei 30.000g und Separation des proteinhaltigen Uberstandes von
den Zellresten. Die Proteinlésung wurde anschlieend mit 500 pyl behutsam gewaschener
Nickel-NTA-Agarose versetzt und Uber Nacht bei 4 °C rotierend inkubiert. Das Gemisch
wurde auf eine PolyPrep®-Saule gegeben und zweimal mit Waschpuffer 3 gewaschen.
Danach wurde die Saule einmal mit Waschpuffer 4, zweimal mit Waschpuffer 3, einmal mit
Waschpuffer 5 und dreimal mit Waschpuffer 3 gespult, um unspezifisch gebundene Proteine
durch den variierenden Imidazolgehalt der Puffer zu entfernen. Die Elution erfolgte in dreimal
1 ml Elutionspuffer, die Bestimmung der Ausbeute und des Reinheitsgrades durch SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE; siehe Kapitel 2.2.3.3-4). Der Elutionspuffer
wurde durch Waschen iiber Amicon® Ultra-4- bzw. Ultra-15-Zentrifugenfiltereinheiten gegen
Dialyse-PBS ausgetauscht. Anschlielend wurde die Konzentration der rekombinanten
Proteine erneut durch SDS-PAGE bestimmt. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die

Lagerung der Proben bei -20 °C.

74



Material und Methoden

Aufreinigung von GST-fusionierten rekombinanten Proteinen

Bei der GST-Aufreinigung entsprachen die Schritte der Maxi-Expression, Zellernte, Lyse
durch Lysepuffer, Behandlung mit French® Press und Ultraschall gefolgt von Zentrifugation
denen der 6His/SUMO-Aufreinigung. Der proteinhaltige Uberstand wurde anschlieRend mit
500 ul behutsam gewaschener Glutathion-Sepharose-4FastFlow versetzt und rotierend Uber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Das Gemisch wurde auf eine PolyPrep®-Siule gegeben und
zweimal mit Waschpuffer 3, einmal mit Waschpuffer 4 und dreimal mit Waschpuffer 3
gewaschen. Die Elution erfolgte wie zuvor in dreimal 1 ml Elutionspuffer. Die Ausbeute und
der Reinheitsgrad wurden durch SDS-PAGE bestimmt (siehe Kapitel 2.2.3.3-4). Die Proben
wurden bei -20 °C gelagert.

Aufreinigung als Inclusion Bodies

Augrund geringer Ausbeute sowohl bei der Aufreinigung von 6His/SUMO- als auch GST-
Fusionsproteinen wurden ein Teil der rekombinanten Proteine zur Antikdrperherstellung als
Inclusion Bodies nach einem Protokoll der Firma ImmunoGlobe (Himmelstadt) isoliert. Bei
Inclusion Bodies handelt es sich um Prazipitate aus denaturierten Peptiden, die sich
wahrend der Uberexpression in bakteriellen Zellen bilden und von keiner Membran
umschlossen sind.

Nach Maxi-Expression und Ernten der Zellen (s. 0.) wurde das Pellet in 80 ml Lysepuffer
resuspendiert, mit 200 mg Lysozym in 20 ml Lysepuffer versetzt und 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen durch zehn Minuten Ultraschallbehandlung bei
einer Intensitat von 50 % und der Einstellung ,Zyklus 50“ aufgeschlossen und mit 200 ml
Detergenzpuffer vermischt. Nach zehn Minuten Zentrifugation bei 5000g wurde der leicht
gelbliche Uberstand verworfen, das Pellet in 200 ml Waschpuffer resuspendiert und erneut
zehn Minuten bei 5000g zentrifugiert. Der milchige Uberstand wurde abgenommen und der
vorige Waschschritt sooft wiederholt, bis sich ein festes Pellet gebildet hatte. Dieses wurde
daraufhin in 200 ml 70%igem Ethanol (p. a.) gewaschen und schlieBlich in 5 ml PBS solange
mit Ultraschall behandelt, bis es mihelos eine 23-G-Nadel passieren konnte. Die Reinheit
und Konzentration wurde abschlieRend mittels SDS-PAGE bestimmt, die Lagerung erfolgte
bei -20 °C.

2.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Bei der SDS-PAGE handelt es sich um eine einfache Methode, Proteingemische in ihre
einzelnen Komponenten aufzutrennen, die im elektrischen Feld aufgrund ihrer variierenden

GroRe unterschiedliches Laufverhalten zeigen. Das stark anionische Detergenz Sodium-
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dodecylsulfat (SDS) sorgt neben dem Reduktionsmittel B-Mercaptoethanol fir die Linearisie-
rung der Proteine und verleiht ihnen eine einheitlich negative Ladung. Dies bewirkt, dass die
Proteine bei Anlegen einer Spannung in Richtung Anode wandern. Die Laufgeschwindigkeit
ist dabei abhangig vom Molekulargewicht des jeweiligen Proteins — leichtere Proteine
koénnen sich schneller durch das Netz aus Polyacrylamid (PAA) bewegen als schwerere. Die
PAA-Konzentration wird der Grofie des Zielproteins angepasst. Je leichter das entschei-
dende Protein ist, desto groRer sollte die PAA-Konzentration des Gels sein, um immer
kleinere Maschen im PAA-Netz zu erreichen. Das Trenngel, in dem sich die Proteine
entsprechend ihrer Gréle auffachern, wird in der Regel mit einem Sammelgel Gberschichtet.
Dieses weitmaschige Gel schafft durch seinen vom Trenngel abweichenden pH-Wert eine
einheitliche, scharf umrissene Lauffront der Proteine am Ubergang zum Trenngel. In dieser
Arbeit wurden fir Proteine mit hohem Molekulargewicht (> 300 kDa) hauptsachlich 5%ige
und 7%ige Trenngele verwendet, fur Proteine im mittleren Grélenbereich (180 kDa bis
30 kDa) 12%ige Trenngele und fiir kleine Proteine (< 30 kDa) 15%ige Trenngele. Bis auf das
5%ige Trenngel wurden alle Gele mit einem 5%igen Sammelgel kombiniert. Als
Polymerisationsstarter wurde 10 % APS verwendet, als Radikalstabilisator TEMED. Beide
Komponenten wurden erst kurz vor dem GielRen der Gele in die entsprechenden
Puffermischungen (siehe Kapitel 2.1.4) gegeben, um ein vorzeitiges Polymerisieren der
Lésungen zu verhindern. Zuerst wurde die vollstadndige Trenngelpuffermischung in eine Mini-
Protean-3-Station zwischen zwei Glasplatten gegossen, die einen Zwischenraum von
1,0 mm umschlossen (Abb. 2.17). Danach wurde der Ansatz flir eine klare Trennlinie mit
Wasser Uberschichtet und 20 Minuten bei RT auspolymerisiert. Das Wasser wurde
anschlielend abgegossen, das frische Sammelgelgemisch auf das auspolymerisierte
Trenngel gegeben und mit einem Kamm zur Taschenbildung versehen. Nach 15 Minuten
Inkubation bei RT wurde das Gel in eine Mini-Protean-3-Apparatur eingespannt und der
Kamm erst nach Fiullen der Elektrophoresekammer mit 1 x Laufpuffer geldst. Vor Auftragen
der Proben wurden diese mit einem 1:1-Gemisch aus Probenpuffer und 25 mM DTT
versetzt, zehn Minuten bei 95 °C denaturiert, kurz auf Eis gelagert und anschliel3end in die
Taschen gefillt. Als Kontrolle diente ein Molekulargewichtsstandard mit Proteinen bekannter
GroRe (siehe Kapitel 2.1.9). Um die Konzentrierung der Proteine im Sammelgel zu
optimieren, wurde die Elektrophorese zunachst 20 Minuten bei 85 V gestartet und schlief3lich
eineinhalb Stunden bei 125 V fortgesetzt. Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine bzw.
Zelllysate wurden entweder zur Bestimmung der Uberexpression, des Reinheitsgrades und
der Konzentration nach Aufreinigung angefarbt (siehe Kapitel 2.2.3.4) oder flr Immun-
detektionen im Western Blot (siehe Kapitel 2.2.3.6) auf eine Nitrozellulosemembran

transferiert.
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Abb. 2.17. Komponenten der Mini-Protean-3-Apparatur von Bio-Rad. A. Elektrophoresekammer.

B. Kdmme zur Taschenformung. C. Gelbeladungshilfen. D. GieRstation.?

2.2.3.4 SDS-Gelfarbung, Bestimmung der Proteinkonzentration und SDS-Gel-

Konservierung

Zur Gelfarbung wurde das SDS-Gel dreimal funf Minuten in HaOpigest gewaschen und
anschlieBend eine Stunde in GelCode®-Blue-Stain schiittelnd bei RT inkubiert. Danach
wurde das Gel solange in H,0u4est gewaschen, bis Uberschissige Farbeldsung entfernt und
klare Proteinbanden sichtbar wurden.

Die Konzentrationsbestimmung aufgereinigter Proteine erfolgte durch visuelle Evaluation der
Farbdichte der gewiinschten Proteinbanden im Vergleich zum GréRenstandard. Wurden 5 pl
des Proteingrofienstandards aufgetragen, entsprach jede seiner Proteinbanden laut
Hersteller 1 ug.

Zur Trocknung gefarbter Gele wurden diese zunachst eine halbe Stunde in 20%igem Ethanol
mit einem Anteil von 10 % Glycerin aquilibriert und anschlielend zwischen zwei in Hx0pigest
gequollene Zellophanfolien in einen Trocknungsrahmen gespannt. Ein Tag Trocknen bei RT
genligte, um den Gelen jegliche Flissigkeit zu entziehen und sie dadurch dauerhaft zu

konservieren.

2.2.3.5 Western-Blot-Analyse

Diese Methode bildet einen Folgeschritt zur SDS-PAGE. Sie stellt den Transfer der
elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran mittels elektrischer

Spannung dar, gefolgt von einer Immundetektion.
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Dazu wurden zunéchst die zwei Glasplatten der SDS-PAGE (siehe Kapitel 2.2.3.3) vorsichtig
voneinander getrennt und das Sammelgel vom Trenngel geldst. Anschlielend wurde das
Trenngel von der Glasplatte genommen und zusammen mit der Nitrozellulosemembran
Hybond ECL in die Mini-Trans-Blot-Apparatur entsprechend Abb. 2.18 Gberfiihrt.

Deckel

Schwamm
2 x Whatman

Membran
Gel
2 x Whatman

Schwamm

Transfertasche

Elektroden Kiihlelement

Puffertank

Abb. 2.18. Aufbau eines Western Blots anhand der Mini-Trans-Blot-Apparatur von Bio-Rad.*

Auf die schwarze Lasche der Transfertasche wurde zunachst ein in Transferpuffer getrankter
Schwamm gelegt, bedeckt von zwei in Transferpuffer getrankten Whatman-Filterpapieren.
Es folgte das Gel, die Membran, zwei weitere Whatman-Filterpapiere und ein weiterer
Schwamm. Beim Aufbau wurde stets auf eine luftblasenfreie Schichtung und ausreichende
Benetzung der Komponenten mit Transferpuffer geachtet. Nach Schlielen der Transfer-
tasche wurde diese in die entsprechende Halterung eingesetzt (Membranorientierung
Richtung schwarzer Anode), in den Puffertank gegeben und zusammen mit einem
Kihlelement mit Transferpuffer Uberschichtet. Der Proteintransfer erfolgte nach dem wet-
Prinzip bei 25 V fur zwei Stunden oder bei 15 V Uber Nacht. Danach wurde die Membran in
eine Plastikschale uUberfuhrt, kurz in TBS geschwenkt und zur Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen mit 1 % BSA in 5 % TBSM versetzt. Die Inkubation erfolgte eine Stunde bei

RT bzw. Uber Nacht bei 4 °C, gefolgt von zwei zehnminutigen Waschschritten in TBS. Der
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Primarantikorper, verdinnt in 3 % TBSM, wurde anschlieRend zwei Stunden bei RT oder
Uber Nacht bei 4 °C zur Membran gegeben. Uberschissiger Antikdrper wurde durch finf
Minuten Waschen in 3% TBSM, zweimal zehn Minuten Waschen in 3% TBSM mit
0,1 % Tween und ein letztes Mal funf Minuten Waschen in 3 % TBSM entfernt. Der
Sekundarantikorper, gekoppelt an ALP und verdinnt in 3 % TBSM, wurde eine Stunde bei
RT bzw. Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Danach wurde einmal zehn Minuten mit TBS
gewaschen, gefolgt von zweimal zehn Minuten Waschen mit 0,1 % Tween in TBS und einem
weiteren zehnminitigen Waschschritt in TBS. Die Membran wurde anschlieRend fir drei
Minuten wippend mit Aquilibrierungspuffer inkubiert, bevor die Immundetektion erfolgte. Dies
geschah durch Applikation des ALP-Substrats NBT/BCIP, von dem eine Tablette jeweils in
10 ml H,0pigest gelost wurde. Nach zwei Minuten bis zwei Stunden wurde die Farbreaktion -
bedingt durch die Bildung lilafarbenen Prazipitats an der Stelle der Antikérperbindung -
durch 20-minltiges Schwenken in Stoppuffer beendet. Abschliefiend wurde die Membran

zwischen zwei Lagen Zellulosepapier getrocknet.

2.2.3.6 Interaktionsstudien

Zur Funktionsanalyse der PfCCp-Proteine wurden Interaktionsstudien durchgefuhrt. Dabei
dienten einerseits Affinitatschromatographien der Uberpriifung direkter Wechselwirkungen
rekombinanter PfCCp-Domanen; andererseits wurden in Ko-Immunprazipitationsstudien die
Interaktionen von nativen PfCCp-Proteinen untereinander bzw. zwischen PfCCp-Proteinen
und anderen sexualstadienspezifischen Proteinen untersucht. In einer dritten Versuchsreihe
wurde das Bindungsverhalten von rekombinanten PfCCp-Proteinen an Sexualstadien von
P. falciparum analysiert. Alle Arbeiten wurden, falls nicht anders angegeben, entweder auf

Eis oder bei 4 °C durchgefihrt, um die Degradierung der Proteine zu minimieren.

Affinitdtschromatographiestudien

Die Affinitdtschromatographiestudien erfolgten nach dem Kdder-Beute-Prinzip (Abb. 2.19).
Dafiir wurden in unserem Labor eine Reihe rekombinanter PfCCp-Doméanen kloniert und als
GST-Fusionsproteine wie in Kapitel 2.2.3.1 beschrieben in einer Maxi-Expression hergestellt.
Die Zelllyse erfolgte durch Lysepuffer, drei Zyklen French® Press sowie zweiminiitige
Ultraschallbehandlung bei einer Intensitdt von 50 %. Durch Zentrifugation wurden die
Proteine vom ubrigen Zellmaterial getrennt (siehe Kapitel 2.2.3.2) und anschlieRend mit
500 ul Glutathion-Sepharose iber Nacht rotierend bei 4 °C inkubiert. Das Proteingemisch
wurde auf eine PolyPrep®-Siule gegeben, wobei sich die an Glutathion-Sepharose

gebundenen Fusionsproteine am Boden der Saule sammelten, wahrend ungebundene
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Proteine bei den folgenden drei Waschungen mit PBS ausgespllt wurden. Nach dieser
Konzentrierung und Reinigung der GST-Fusionsproteine wurden sie jeweils mit 6His/SUMO-
fusionierten PfCCp-Proteinen versetzt. Die Saule wurde anschlieRend flinfmal mit PBS
gewaschen und die Elution erfolgte dreimal in jeweils 500 ul Elutionspuffer, der reduziertes
Glutathion enthielt.

Beute: Rekombinantes GST-Fusionsprotein

(o] Koder: Rekombinantes 6His-Fusionsprotein
[ ] Bakterielle Proteine bzw. ungebundene Proteine

Glutathion-Sepharose

SDS-PAGE und Western Blot

Abb. 2.19. Schemadarstellung einer Affinitatschromatographie nach dem Kt')der-Beute-Prinzip.31

Kam es zu einer Proteininteraktion, konnten in der anschlieRenden Western-Blot-Analyse
sowohl das GST-Fusionsprotein (Kbéder) als auch das gebundene 6His/SUMO-Fusions-
protein (Beute) aufgrund gemeinsamer Elution detektiert werden. Bei mangelnder Interaktion
kam es durch das Auswaschen der 6His/SUMO-Fusionsproteine zu keiner Ko-Elution; der
Western Blot zeigte in diesem Fall bei der 6His-Detektion keine Bande. Analysiert wurden
auf diese Weise nicht nur die drei Fraktionen der Elution, sondern auch der Durchfluss des
letzten Waschschrittes vor der Elution. Eine ausreichende Proteinexpression wurde jeweils
durch SDS-PAGE mittels Gelfarbung Uberprift und stets als Positivkontrolle mitgefiihrt. Als
Negativkontrollen dienten Affinitatschromatographien an dem GST-Peptid alleine mit dem
potentiellen 6His/SUMO-Interaktionspartner bzw. an GST-Fusionsproteinen mit dem
6His/SUMO-Peptid alleine. Eine Bindung der Fusionspeptide untereinander wurde ebenso

ausgeschlossen.

Ko-Immunpréazipitationen

Zum Nachweis von Proteininteraktionen durch Ko-Immunprazipitation (Ko-IP) wurde anhand
eines spezifischen Antikérpers und ProteinG-beads das gewinschte Protein mit all seinen
Interaktionspartnern aus Gametozytenlysat prazipitiert (Abb. 2.20). Die auf diese Weise
isolierten Proteine wurden durch Western Blot analysiert.

Zur Zelllyse der aufgereinigten Gametozyten in PBS-Mix (siehe Kapitel 2.2.1.8) wurden diese
mit einem Zellhomogenisator sowie durch eine Minute Ultraschallbehandlung bei 50 %

Intensitat und der Einstellung ,Zyklus 50“ aufgeschlossen. Feste Zellbestandteile wurden
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zwei Minuten lang bei 16.000g abzentrifugiert, und der proteinhaltige Uberstand wurde in ein

neues Eppendorf-Reaktiongefall dberflhrt.

Anti-PCCparp1

Abb. 2.20. Prinzip der Ko-Immunprazipitation am Beispiel von PfCCp4.32

Um unspezifisch bindende Bestandteile zu entfernen, wurde das Proteingemisch zunachst
unter Rotation 30 Minuten mit 10 % neutralem Mausserum gemischt. AnschlieRend wurden
20 ul ProteinG-beads hinzu gegeben und es folgten weitere 30 Minuten Inkubation unter
Rotation. Nach erneuter Zentrifugation wurde der vorgereinigte Uberstand in ein neues
Eppendorf-Reaktiongefal Gberfihrt und mit dem gewlinschten Antikérper (siehe Tab. 2.7)

eine Stunde unter Rotation inkubiert.

Tab. 2.7. Auflistung der in Ko-Immunprazipitationsstudien eingesetzten Antikérpervolumina

Anti-PfCCp4rp1 16 pl
Anti-Pfs230 C-term. 5ul
Anti-Pfs48/45 5ul
Anti-Pf39 8 ul

Nach Zugabe von 20 ul ProteinG-beads wurde der Ansatz zwei Stunden bei 4 °C unter
Rotation inkubiert und das Prazipitat durch funfminltige Zentrifugation bei 3400g sedimen-
tiert. Es folgten mindestens drei Waschschritte in PBS, indem der Ansatz jeweils flinf
Minuten bei 3400g zentrifugiert und das Pellet in frischem PBS resuspendiert wurde.
Schliellich wurde das Prazipitat in ein 1:1-Gemisch aus PBS und Probenpuffer mit 25 mM
DTT aufgenommen (30 yl pro aufgereinigter Gametozytenflasche). Die Analyse der
Interaktionspartner erfolgte durch spezifische Immundetektion mittels Western Blot (siehe
Kapitel 2.2.3.4-5). Als Negativkontrollen dienten Ko-IP-Versuche unter Verwendung von anti-
Pf39- bzw. anti-alpha-Tubulin-lI-Antiserum. Bei Pf39 handelt es sich um ein Protein des ER,
das somit keine Interaktion mit Proteinen der parasitophoren Vakuole zeigen sollte
(Templeton et al., 1997). Gleiches qilt flr das intrazellulare Protein mannlicher Gametozyten
und Gameten Pfalpha-Tubulin-II (Rawlings et al., 1992).
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Zelladhdsionsstudien

In diesem Versuchsansatz wurde die Affinitdt von aufgereinigten, rekombinanten PfCCp-
Proteinen an Sexualstadien von P. falciparum untersucht. Dafiir wurden fluoreszierende,
carboxyl-modifizierte Latex-beads mit einem Durchmesser von 1 um zunachst aktiviert. Dies
geschah durch Inkubation von 5 x 107 beads in 50 pl einer wassrigen 500-mM-MES-L6sung
(pH 5-6), der 40 ul einer 100-mg/ml-Lésung EDAC und soviel H,0ui4est Zugegeben wurde,
dass ein Endvolumen von 500 ul erreicht wurde. Das Gemisch wurde zwei Stunden
lichtgeschitzt und wippend bei RT inkubiert. Danach wurden die beads zweimal mit 50 mM
MES durch einminitige Zentrifugation bei 16.000g gewaschen, bevor sie in 50 pl einer
50-mM-MES-L6sung resuspendiert wurden. Zur Beschichtung wurden sie mit 5 ug
rekombinantem Protein in einem Maximalvolumen von 150 ul versetzt und zwei Stunden
lichtgeschltzt und wippend bei RT inkubiert. Es schlossen sich drei Waschschritte mit
1% BSA und 0,05 % Tween in PBS an, um ungebundene Proteine auszuwaschen. Das
Waschen erfolgte durch einmindtige Zentrifugation der Proben bei 16.000g. Die Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen wurde durch Inkubation in 1 % BSA und 0,05 % Tween in
PBS Uber Nacht bei 4 °C erreicht. Danach wurden die beschichteten beads durch
Zentrifugation (s. 0.) dreimal mit PBS pH 7,4 gewaschen und in 50 yl PBS resuspendiert.
Eine Lagerung der beschichteten beads war bis zu einer Woche bei 4 °C mdglich.

Parallel dazu wurde zunachst 1 ml einer reifen WT-Gametozytenkultur eine Minute bei 3400g
abzentrifugiert, in 20 ul PBS resuspendiert und zur Induktion der Exflagellation mit 100 pM
Xanthurensaure versetzt. Nach 20 Minuten wurde der Ansatz mikroskopisch begutachtet
und bei einem Reifegrad von mindestens drei Exflagellationszentren pro Gesichtsfeld tGber
Nacht bei 4 °C durch Zugabe von 1 ml einer 4%igen PFA-L&sung fixiert.

Pro Zelladhasionsansatz wurden anschlieRend 50 yl der fixierten Zellen in ein neues
Eppendorf-Reaktionsgefall tUberfihrt, zweimal mit 1 ml PBS gewaschen und schlielich in
25 ul beschichteten beads resuspendiert. Zuvor wurden die beads zur Vermeidung von
Aggregatbildung zehn Sekunden bei einer Intensitat von 50 % und der Einstellung ,Zyklus
50“ mit Ultraschall behandelt. Nach einer Inkubation tber Nacht bei 4 °C wurden etwa 15 pl
des Zellen-bead-Gemisches auf einen Objekttrager transferiert, mit einem Deckglaschen
versehen und mit Nagellack versiegelt. Die Zelldichte betrug dabei etwa 100 bis 150 Zellen
pro Gesichtsfeld.

Die Quantifizierung erfolgte bei 1000-facher VergroRerung unter Olimmersion. Es wurden in
mindestens drei unabhangigen Versuchsansatzen pro rekombinantem Protein jeweils
zwanzig Gesichtsfelder ausgezahlt. Dabei wurde sowohl der Anteil von beads-gebundenen
Erythrozyten als auch der Anteil von beads-gebundenen Makrogameten pro Gesichtsfeld

untersucht. Als Negativkontrollen diente das GST-Peptid alleine sowie das G6His-
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Fusionsprotein 5-Helix aus dem HI-Virus (Koshiba und Chan, 2003), da das 6His/SUMO-

Peptid alleine durch Aggregatbildung der beschichteten beads ein Auszahlen verhinderte.

2.2.3.7 Herstellung von Antikorpern

Vorraussetzung fir einen Grolteil der hier durchgefiihrten Analysen war die Herstellung
spezifischer PfCCp4-Antikorper. Nach Klonierung, Expression und Aufreinigung rekombi-
nanter PfCCp4-Proteine wurden Inclusion Bodies von PfCCp4rp1, PfCCp4rp2, PfCCp4rp3,
PfCCp4rp4, dem GST- sowie dem 6His/SUMO-Peptid dazu verwendet, Immunreaktionen in
jeweils drei Mausen zu induzieren.

Daflr wurden 300 pg rekombinantes Protein in sterilfiltriertes PBS aufgenommen und in
einem Endvolumen von 500 ul in einem 1:1-Verhaltnis mit Freund’'s-incomplete-Adjuvans
versetzt. Das Gemisch wurde anschlieRend weiblichen, sechs Wochen alten NMRI-M&usen
in drei Depots zu je 100 pg subdermal injiziert. Nach vier Wochen folgte eine zweite
Immunisierung, nach zehn weiteren Tagen die Blutung durch Punktur des Herzmuskels. Die
Betdubung der Mause erfolgte dabei durch Ketamin/Xylazin nach Herstellerangaben. Das
Blut (1,5 bis 2 ml) ruhte zur Gerinnung und Phasentrennung eine Stunde bei RT und wurde
anschliellend zehn Minuten bei 1300g abzentrifugiert. Das Serum wurde abgenommen und
in Western-Blot-Analysen am entsprechenden rekombinanten Protein bzw. Parasitenlysat
getestet oder fir Immunfluoreszenzstudien verwendet. Die Antiseren wurden bei -20 °C
gelagert. Parallel zur Eigenproduktion polyklonaler Mausseren wurde die Synthese der
polyklonalen Peptidantikérper PfCCp4pt1 (ILNRDKEMKKQKEK) in einem Kaninchen und
PfCCp4pt2 (KKKNPTSTPSDDEE) in zwei Mausen bei der Firma Biogenes (Berlin) in Auftrag

gegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung von PfCCp4 im Lebenszyklus von

Plasmodium falciparum

3.1.1 Klonierung, rekombinanter

PfCCp4-Proteine

Expression und Aufreinigung

Vorbereitende Arbeiten zur Untersuchung der PfCCp4-Expression auf Proteinebene
beinhalteten die Klonierung, Expression und Aufreinigung rekombinanter PfCCp4-Proteine
im Hinblick auf eine polyklonale Antikdrperproduktion in Mausen. Dabei wurden domanen-
Uberspannende PfCCp4-Regionen anhand von gDNA amplifiziert und jeweils Uber die
Restriktionsschnittstellen BamHI sowie Notl in einen Expressionsvektor eingefligt (siehe
Kapitel 2.2.2.2 bis 2.2.2.10). Bei den verwendeten Vektoren handelte es sich um
pSUMO/pSMT3 (6His/SUMO-Fusionspeptid) bzw. pGex-4T-1 (GST-Fusionspeptid). In
Abb. 3.1 ist die relative Position der PfCCp4-Fragmente schematisch dargestellt. Tab. 3.1
gibt Aufschluss Uber ihre GroRe.

PfCCp4 D—(Lccl._-|Lch_ Lev rxLev.

4rp1 4rp5

o » < . oy .

4rp3

Abb. 3.1. Relative Position der rekombinanten PfCCp4-Fragmente.33

Tab. 3.1. Grole der rekombinanten PfCCp4-Fragemente

FragmentgrofRe in bp | FragmentgréRe in kDa FragmentgréRRe in kDa inkl.
inkl. GST-Peptid (26 kDa) | 6His/SUMO-Peptid (13 kDa)
PfCCp4rp1 | 1240 71 58
PfCCp4rp2 | 706 52 39
PfCCp4rp3 | 725 53 -
PfCCp4rp4 | 1397 77 -
PfCCp4rp5 | 886 58 -
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Die Kontrolle der Nukleinsdureabfolge nach Herstellung der rekombinanten PfCCp4-
Konstrukte bestatigte vier korrekte Klone fir PfCCp4rp1-pGex, jeweils drei korrekte Klone fiir
PfCCp4rp2-pGex und PfCCp4rp2-pSUMO/pSMT3 sowie jeweils einen korrekten Klon fiir
PfCCp4rp3-pGex, PfCCp4drp4-pGex und PfCCp4rp5-pGex.

3.1.1.1 Expression rekombinanter PfCCp4-Proteine

Das Expressionsvermdgen der erhaltenen PfCCp4-Klone wurde durch Mini-Expression
untersucht. Dazu wurden die Konstrukte in BL21-(DE3)-RIL-Zellen transformiert und durch
IPTG-Zugabe induziert (siehe Kapitel 2.2.3.1). Die Analyse der Proteinliberexpression
erfolge durch SDS-PAGE (siehe Kapitel 2.2.3.3-4). Alle vier Klone des PfCCp4rp1-pGex-
Konstrukts zeigten nach Induktion eine nur sehr schwache Proteinbande auf HOhe des

errechneten Molekulargewichts von 71 kDa (Abb. 3.2).

A Klon 4 Kion 6 Kion 7 Klon 8 B Kot Kion sons
. _ N N N N . + + - +
kDa
kDa —_—
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Abb. 3.2. Expressionskontrolle von PfCCp4rp1. A. Die vier untersuchten Klone des PfCCp4rp1-pGex-
Konstrukts exprimierten nach IPTG-Induktion nur sehr schwach ein Protein entsprechend des
errechneten Molekulargewichts von 71 kDa. B. Eine deutliche Expression von PfCCp4rp1-6His/SUMO

(58 kDa) war in drei verschiedenen Klonen zu beobachten. +, IPTG-induziert; -, keine Induktion; Pfeil,

tiberexprimiertes Protein.>

Da die Proteinaufreinigung nach Maxi-Expression von PfCCp4rp1-GST eine nur sehr
begrenzte Ausbeute lieferte, konzentrierten sich weitere Schritte auf die Uberexpression und
Aufreinigung von PfCCp4rp1-6His/SUMO; das zugehdrige Konstrukt stand in unserem Labor
bereits zur Verfugung.

Alle drei Klone des PfCCp4rp2-pGex-Konstrukts exprimierten ihr rekombinantes Protein
ebenfalls nur sehr schwach. Zudem migrierte das detektierte Protein héher als erwartet. Flr
das Konstrukt PfCCp4rp2-pSUMO/pSMT3 war auch nach mehrmaliger Wiederholung keine
Expression von PfCCp4rp2-6His/SUMO erkennbar (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3. Expressionskontrolle von PfCCp4rp2. A. Die drei untersuchten Klone des PfCCp4rp2-pGex-
Konstrukts exprimierten nach IPTG-Induktion schwach ein Protein (Pfeil), das ein etwas hdheres
Molekulargewicht aufwies, als errechnet (52 kDa). B. Fir die PfCCp4rp2-pSUMO/pSMT3-Klone war

keine Expression detektierbar. +, IPTG-induziert; -, keine Induktion.>
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Abb. 3.4. Expressionskontrolle der Konstrukte PfCCp4rp3-pGex, PfCCp4rp4-pGex und PfCCp4rp5-
pGex. A. Das Uberexprimierte Protein PfCCp4rp3-GST (Pfeil) migrierte entsprechend des errechneten
Molekulargewichts von 53 kDa. B. Das PfCCp4rp4-pGex-Konstrukt zeigte eine schwache
Uberexpression von PfCCp4rp4-GST. Die Proteinbande befand sich auf der erwarteten Héhe von
77 kDa (Pfeil). C. Die Expressionskontrolle fir PfCCp4rp5-pGex lieferte auch nach mehrmaliger
Wiederholung ein negatives Ergebnis: es erfolgte keine Uberexpression des PfCCp4rp5-GST-
Fusionsproteins (58 kDa). +, IPTG-induziert; -, keine Induktion.*

Die Expressionskontrolle fiir das PfCCp4rp3-pGex-Konstrukt zeigte eine starke Uber-
expression von PfCCp4rp3-GST in BL21-(DE3)-RIL-Zellen. Die Migrationshohe der
Proteinbande entsprach dem errechneten Molekulargewicht von 53 kDa (Abb. 3.4A). Die
Expression des 77-kDa-grofien GST-Fusionsproteins PfCCp4rp4 fiel dagegen nur sehr
schwach aus (Abb. 3.4B). Fir das PfCCp4rp5-pGex-Konstrukt konnte trotz mehrmaliger
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Wiederholung keine Expression festgestellt werden (Abb. 3.4C). Die entsprechende

Proteinbande hatte eine GroRe von 58 kDa besessen.

3.1.1.2 Aufreinigung rekombinanter PfCCp4-Proteine

Wie Abb. 3.5 zeigt, lieferte die Maxi-Expression und Aufreinigung der verschiedenen
rekombinanten PfCCp4-Proteine als Inclusion Bodies (siehe Kapitel 2.2.3.2) ausreichend

Material zur Immunisierung von Mausen (siehe Kapitel 2.2.3.7).

©
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kDa
100 —
72 — |
|l
55 —
y . Abb. 3.5. Proteinausbeute nach Inclusion-Body-Aufreini-
40 — 55 gung der rekombinanten PfCCp4-Proteine. Die Ausbeute
betrug etwa 20 pg/ul fir PfCCp4rp1-6His/SUMO und
o jeweils 0,5 pg/ul fur PfCCp4rp2-GST, PfCCp4rp3-GST und
PfCCp4rp4-GST.”’

3.1.1.3 Negativkontrollen - GST- und 6His/SUMO-Peptid

Als Negativkontrolle flr spatere Experimente dienten stets das GST- und das 6His/SUMO-
Peptid alleine bzw. Antiseren gegen diese Fusionsproteinkomponenten. Hierfir wurden die
urspriinglichen Vektoren pGex-4T-1 bzw. pSUMO/pSMT3 in BL21-(DE3)-RIL-Zellen transfor-
miert und die Expression des jeweiligen Peptids durch IPTG induziert. Die Aufreinigung
erfolgte als Inclusion Bodies nach Maxi-Expression. Die Ausbeute ist in Abb. 3.6 dargestellt

und betrug sowohl flr das GST- als auch fir den 6His/SUMO-Fusionspeptid etwa 2 ug/ul.

A B
kDa
3B —
o5 — — Abb. 3.6. Proteinausbeute der Fusionspeptide nach Inclusion-
Body-Aufreinigung. A. GST-Peptid (26 kDa). B. 6His/SUMO-
15 — o

Peptid (13 kDa).*® 87
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3.1.1.4 Test der Immunseren an rekombinanten Proteinen

Nach Proteinaufreinigung wurden Inclusion Bodies von PfCCp4rp1-6His/SUMO, PfCCp4rp2-
GST, PfCCp4rp3-GST, PfCCp4rp4-GST, von dem GST- und dem 6His/SUMO-Fusionspeptid
zur Immunisierung von jeweils drei Mausen verwendet (siehe Kapitel 2.2.3.7). Nach Isolation
der Antiseren erfolgte deren Testung zunachst durch Western-Blot-Studien an 0,5 ug des
entsprechenden rekombinanten Proteins. Dabei zeigten Antiseren gegen PfCCp4rp1
(58 kDa), PfCCp4rp3 (53 kDa), gegen das 6His/SUMO- (13 kDa) sowie das GST-Peptid
(26 kDa) spezifische Reaktionen. Proteinbanden, die sich flir PfCCp4rp2 und PfCCp4rp4
ergaben, entsprachen nicht dem erwarteten Molekulargewicht von 52 kDa bzw. 77 kDa
(Abb. 3.7).

A B
N oSS &
cﬂ*Q cﬂ& cﬂha cﬂh&‘ J’b " Abb. 3.7. Western-Blot-Analysen  poly-
\‘q@(ﬁq@'&g@ & &’&@S"" klonaler Mausseren an ihren rekombi-
& & P
> > ? >

nanten Proteinen. A. Polyklonale Maus-
kDa :
— ! seren gegen PfCCp4rp1 sowie PfCCp4rp3

detektierten Proteinbanden des erwarteten

;: B - Molekulargewichts (58 kDa bzw. 53 kDa).
40 — - = B. Polyklonale Mausseren gegen das
35 — g 23— P- — 6His/SUMO-Peptid und das GST-Peptid
— erkennen neben unspezifischen Bindungen

15 — - ihr zugehdriges rekombinantes Protein

(13 kDa bzw. 26 kDa).**

3.1.2 Expressionsanalyse von PfCCp4

3.1.2.1 Charakterisierung von PfCCp4 auf RNA-Ebene

Das vierte Mitglied der PfCCp-Familie, PfCCp4, umfasst 4805 bp und ist auf Chromosom
Nummer neun lokalisiert. Es kodiert ein Protein mit einem Molekulargewicht von 180 kDa,
das Uber zwei LCCL- und zwei Levanase-Doméanen sowie eine N-terminale Signalsequenz
verfigt. Membranverankerungssequenzen oder ein GPI-Anker konnten bei in-silico-Untersu-
chungen nicht identifiziert werden (Pradel et al., 2004).

Die PfCCp4-Expressionsanalyse erfolgte zunachst auf Transkriptebene. Hierzu wurde, wie in

Kapitel 2.2.2.10 beschrieben, RNA aus asexuellen Parasiten, aufgereinigten Gametozyten,
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Gameten sowie Zygoten isoliert und in die Transkriptanalyse eingesetzt. Die diagnostische
RT-PCR (siehe Kapitel 2.2.2.2) zeigte nach 25 und 30 Zyklen eine spezifische Expression
von PfCCp4 in Gametozyten und Gameten, wahrend eine Expression in asexuellen Stadien
oder Zygoten nicht detektierbar war (Abb. 3.8).

25 Zyklen 30 Zyklerl

Abb. 3.8. Sexualstadienspezifische Transkriptexpression von PfCCp4. Semi-quantitative RT-PCR-
Analysen nach 25 (A) und 30 Zyklen (B) zeigten eine sexualstadienspezifische Expression der
PfCCp4-mRNA in Accudenz™-aufgereinigten Gametozyten und Gameten. In asexuellen Stadien
sowie Zygoten war keine Expression detektierbar. Kontrollen: PFAMA-1, asexuelle Stadien; PfCCp1,
Gametozyten; Pfs25, Gameten und Zygoten, Pfs28, Zygoten; Positivkontrolle, gDNA; Negativ-

kontrolle, ohne DNA (- DNA); +/- RT, Ansatz mit bzw. ohne reverse Transkriptase.*

Als Kontrollen dienten Oligonukleotidpaare gegen PfAMA-1, das in asexuellen Stadien
exprimiert wird (Peterson et al., 1989; Narum und Thomas, 1994; Hodder et al., 1996;
Marshall et al., 1996), gegen PfCCp1 (Expression in Gametozyten und Makrogameten;
Pradel et al., 2004, 2006; Scholz et al., 2007), gegen Pfs25 (Expression in Makrogameten,
Zygoten und Ookineten, mit geringem Expressionsniveau in Gametozyten; Vermeulen et al.,
1986; Fries et al., 1990) sowie gegen Pfs28, das in Zygoten und Ookineten exprimiert wird
(Duffy und Kaslow, 1997). In die Positivkontrolle wurde genomische DNA (gDNA)
eingesetzt, die Negativkontrolle (- DNA) enthielt keine DNA. Nach nur 20 Zyklen war generell

kein Signal erkennbar.

(0]
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3.1.2.2 Western-Blot-Analysen zur PfCCp4-Expression an Wildtyplysaten

Es folgten Western-Blot-Analysen der produzierten Antiseren und polyklonalen Peptid-
antikorper anti-PfCCp4pt1 aus Kaninchen bzw. PfCCp4pt2 aus Maus (siehe Kapitel 2.2.3.7)
an Lysaten von asexuellen WT-Parasiten sowie Accudenz ' -aufgereinigten Gametozyten.
Ein Signal konnte ausschlieBlich flir das Antiserum gegen PfCCp4rp3 festgestellt werden.
Dieses bestatigte eine sexualstadienspezifische Expression von PfCCp4 wie sie bereits in
den oben beschriebenen RT-PCR-Studien (siehe Kapitel 3.1.2.1) beobachtet werden konnte.
Neben der erwarteten PfCCp4-Bande von 180 kDa wurde in Gametozytenlysat eine zusatz-
liche Proteinbande von 60 kDa detektiert (Abb. 3.9). Expressionsstudien an PfCCp4-KO-
Parasiten zeigten spéater, dass es sich dabei nicht um ein Prozessierungsprodukt, sondern

um eine unspezifische Kreuzreaktion handelt (siehe Kapitel 3.1.4.1).

170 — -—
72 —

55 —
40 —

35 —

Abb. 3.9. Western-Blot-Analysen der produzierten PfCCp4-Antiseren an WT-Lysat asexueller
Parasiten (A) und aufgereinigter Gametozyten (G). Das polyklonale Mausserum gegen PfCCp4rp3
detektierte PfCCp4 (180 kDa) in Gametozytenlysat, jedoch nicht im Lysat von asexuellen Parasiten.
Eine zusatzliche Proteinbande auf 60 kDa ist auf eine unspezifische Kreuzreaktion zuriick zu fihren.
Zur Kontrolle der gleichmaBigen Proteinbeladung aller Gelspuren diente polyklonales Mausserum
gegen das ER-assoziierte Protein Pf39. Negativkontrollen an Gametozytenlysat: neutrales Maus-
serum (pra-Maus), neutrales Kaninchenserum (pra-Kaninchen), polyklonale Mausseren gegen das
6His/SUMO- bzw. GST-Peptid. Mausseren: anti-PfCCp4rp1-6His/SUMO, anti-PfCCp4rp2-GST, anti-
PfCCp4rp3-GST, anti-PfCCp4pt2; Kaninchenserum: anti-PfCCp4pt1.*'

Um eine gleichmaRige Proteinbeladung der verschiedenen Gelspuren zu Uberprifen, wurde

polyklonales Mausserum gegen Pf39 verwendet. Bei Pf39 handelt es sich um ein Protein,

das assoziiert mit dem ER sowohl in asexuellen Parasiten als auch in Gametozyten
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exprimiert wird (Templeton et al., 1997). Als Negativkontrollen dienten neutrale Maus- oder

Kaninchenseren sowie Antiseren gegen das GST- und 6His/SUMO-Peptid.

3.1.2.3 Immunfluoreszenzstudien

Detaillierte Expressionsstudien auf Proteinebene wurden anhand indirekter Immunfluores-
zenzexperimente durchgefiihrt (siehe Kapitel 2.2.1.10). Dabei kamen sowohl polyklonale
Mausseren gegen PfCCp4rp1 und PfCCp4pt2 als auch polyklonale Kaninchenseren gegen
PfCCp4pt1 zum Einsatz. Es zeigte sich, dass PfCCp4 wahrend der Gametozytogenese in
allen funf Gametozytenstadien homogen an der Parasitenoberflaiche exprimiert wird
(Abb. 3.10). Dies steht im Gegensatz zu PfCCp1, PfCCp2 und PfCCp3, die in Gametozyten
zwar ebenfalls eine Oberflachen-assoziierte Expression, jedoch in einem punktierten Muster
aufweisen (siehe Kapitel 1.4.2). Ebenso lied sich fur PfCCp4 keine Freisetzung nach
Aktivierung der Gametozyten beobachten, wie es fur PfCCp1 bis PfCCp3 zutrifft. Stattdessen
konnte PfCCp4 auch auf Makrogameten homogen an der parasitaren Oberflache detektiert
werden (Abb. 3.10).

| Il 1] v A" Makrogamet

Giemsa

Abb. 3.10. Detaillierte Expressionsanalyse von PfCCp4 auf Proteinebene. Immunfluoreszenzstudien
unter Verwendung polyklonaler Maus- bzw. Kaninchenseren gegen PfCCp4 und Alexa-488-gekoppel-
ten Sekundarantikérpern (in Griin) zeigten eine homogene, Oberflachen-assoziierte Expression von
PfCCp4 in Gametozyten der Stadien | bis V sowie in Makrogameten (untere Reihe). Giemsa-gefarbte
Blutausstriche verdeutlichen die morphologischen Unterschiede wahrend der Gametozytogenese bis

zur Bildung von Gameten (obere Reihe). GréRenangabe, 5 um.*?
Da sich Gametozyten des Stadium | morphologisch nicht von reifen Trophozoiten

unterscheiden lassen, wurde diese stadienspezifische Expression durch Ko-Markierungs-

Studien mit polyklonalem Rattenserum gegen PfPeg3 verifiziert. Bei PfPeg3 handelt es sich
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um ein Protein, das bereits in frihen Gametozyten exprimiert wird (Silvestrini et al., 2005;
Lanfracotti et al., 2007; Abb. 3.11).

Abb. 3.11. PfCCp4-Expression in jungen
Gametozyten. Ko-Markierungs-Studien von
PfCCp4 (in Grin) und PfPeg3 (in Rot)

zeigten, dass die Expression von PfCCp4

PCCp4 PfPeg3

Stadium |

in Gametozyten des Stadium | beginnt.

GroéRenangabe, 8 pm.43

Zusatzliche Ko-Markierungs-Studien von PfCCp4 mit PfMSP-1, Pfs25 und Pfalpha-Tubulin-II
gaben weiteren Aufschluss Uber die stadienspezifische Expression. Dabei wurde Antiserum
gegen PfMSP-1 verwendet, um asexuelle Stadien zu markieren, wahrend Antiserum gegen
Pfs25 dazu diente, Gametozyten, Makrogameten, Zygoten und Ookineten zu identifizieren
(ATCC, Vermeulen et al., 1986; Fries et al., 1990). Antiseren gegen Pfalpha-Tubulin-Il lieRen
Mikrogameten erkennen (Rawlings et al., 1992). Bei Negativkontrollen mit neutralem
Mausserum, neutralem Kaninchenserum und Mausseren gegen das 6His/SUMO-Peptid
konnte erwartungsgemaf keine Markierung detektiert werden.

Immunfluoreszenzstudien zur Untersuchung von PfCCp4 in asexuellen Parasitenstadien
zeigten weder eine PfCCp4-Expression in frihen oder spaten Trophozoiten, noch in
Schizonten. Sie bestatigten somit die durch RT-PCR und Western Blot gewonnen

Ergebnisse einer sexualstadienspezifischen Expression von PfCCp4 (Abb. 3.12).

PMSP-1 PICCp4 DNA

Abb. 3.12. PfCCp4-Expression in asexuellen Parasitenstadien. In Ko-Markierungs-Studien mit
PfMSP-1 (in Rot) lieR sich keine PfCCp4-Expression in Trophozoiten oder Schizonten detektieren.
Kernmaterialfarbung mit Hoechst Nuclear Stain (in Blau); GréRenangabe, 8 ym.*

Trotz deutlicher Expression in Makrogameten liel sich keine Expression von PfCCp4 in
Mikrogameten feststellen (Abb. 3.13). Diese Geschlechtsspezifitdt bildet sich erst wahrend

der Gametogenese aus, da in Gametozyten eine Ko-Markierung von PfCCp4 sowohl mit
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Pfs25-positiven, weiblichen Zellen, als auch partiell mit Pfalpha-Tubulin-ll-positiven,
mannlichen Zellen zu beobachten war. Ebenso konnte in einigen, jedoch nicht allen PfCCp4-
positiven Gametozyten eine Ko-Expression mit PfIMR5, einem Protein mannlicher Gameto-
zyten (Eksi und Williamson, 2002) detektiert werden (Abb. 3.14).

Pfatub I PfCCp4

o - . - .

Abb. 3.13. Geschlechtsspezifische Expression von PfCCp4 in Gameten. Ko-Markierungs-Studien von
PfCCp4 und Pfalpha-Tubulin-Il, einem Protein mannlicher Gametozyten und Gameten (in Rot), lie3en
keine PfCCp4-Expression in Mikrogameten erkennen. Kernmaterialfarbung des flr Mikrogameten
typisch langlichen Zellkerns erfolgte mit Hoechst Nuclear Stain (in Blau); £, Uberlagerung der

Einzelbilder; GréRenangabe, 8 um.45

PfCCp4

- - . .
o . .
o . . .

Wahrend PfCCp4 in Zygoten kaum exprimiert wird, konnte im Zuge der Ookinetenreifung

Abb. 3.14. PfCCp4-Expression in
Makro- und Mikrogametozyten.
Immunfluoreszenzstudien zur Ko-

Expression von PfCCp4 und den

geschlechtsspezifischen Proteinen
Pfs25 (weibliche Gametozyten)
bzw. Pfalpha-Tubulin-1l und PfMR5

(mannliche Gametozyten) zeigten

keine eindeutige  geschlechts-
spezifische PfCCp4-Expression in
Gametozyten. %, Uberlagerung der
Einzelbilder;  Ko-Expression in

Gelb; GroRenangabe, 6 pm.*°

eine erneute Zunahme homogener PfCCp4-Expression verzeichnet werden (Abb. 3.15).
Verwechslung der tetraploiden Ookineten mit morphologisch ahnlichen, jedoch nur haploiden
Gametozyten wurde durch Anfarben des Kernmaterials mit Hoechst Nuclear Stain

ausgeschlossen.
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Zwischenstufen QOokinet

Abb. 3.15. Wiederaufnahme der PfCCp4-Expression wahrend der Ookinetenreifung. In Immun-
fluoreszenzstudien an Mickenmitteldarmen konnte durch Ko-Markierung von PfCCp4 (in Griin) und
Pfs25 (in Rot) im Laufe der Ookinetenreifung eine erneut zunehmende, homogene PfCCp4-
Expression detektiert werden. Blau, Kernmaterial gefarbt mit Hoechst Nuclear Stain; ¥, Uberlagerung

der Einzelbilder; Ko-Expression in Gelb; GréRenangabe, 4 pm.47

Im Zuge dieser Immunfluoreszenzstudien konnte aul3erdem gezeigt werden, dass Pfs25
nicht nur - wie bisher in der Literatur beschrieben - in Gameten, Zygoten und Ookineten,
sondern bereits in Gametozyten exprimiert wird. Dies gilt sowohl fur unaktivierte, als auch fur
aktivierte Gametozyten der Stadien IV und V. Wahrend die Expression in unaktivierten
Gametozyten ausschlie3lich intrazellular und vesikular erschien, konnte in reifen, aktivierten
Gametozyten sowohl eine vesikulare Expression als auch eine beginnende Oberflachen-
assoziation von Pfs25 detektiert werden (Abb. 3.16).
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unaktivierte Gametozyten aktivierte Gametozyten

Stadium IV Stadium V Stadium IV StadiumV

. - . -

Abb. 3.16. Pfs25-Expression in Gametozyten. Immunfluoreszenzstudien mit polyklonalem Kaninchen-

serum gegen Pfs25 und Alexa-488-gekoppeltem Sekundarantikorper (in Griin) zeigten in unaktivierten
Gametozyten eine zytoplasmatische, vesikulare Pfs25-Expression. Dagegen war in reifen, aktivierten
Gametozyten zusétzlich eine beginnende Oberflachenassoziation zu beobachten. Rot, Erythrozyten
gegengefarbt mit Evans Blue; Blau, Kernmaterial angefarbt mit Hoechst Nuclear Stain; GréRen-
angabe, 4 pm.*®

3.1.2.4 Transmissionselektronenmikroskopie

Aufnahmen von Immunfluoreszenzstudien unter Verwendung eines konfokalen Laser-
scanning-Mikroskops hatten auf eine Oberflachenassoziation von PfCCp4 innerhalb der
parasitophoren Vakuole reifer Gametozyten schlieRen lassen (Abb. 3.17). Zur Bestatigung
dieses Sachverhalts folgten detailliertere Analysen der PfCCp4-Lokalisation am Trans-
missionselektronenmikroskop. Dazu wurde PfCCp4 in reifen Gametozyten unter Verwen-

dung von ALP bzw. 12-nm-Goldpartikeln immunmarkiert (siehe Kapitel 2.2.1.11).

PFCCp4

Abb. 3.17. Expression von PfCCp4 innerhalb der parasitophoren
Vakuole. Konfokale Laserscanning-Mikroskopie lie3 auf eine
PfCCp4-Lokalisierung (in Rot) innerhalb der parasitophoren
Vakuole reifer Gametozyten in Assoziation mit der parasitaren

Plasmamembran schliefen. MS, medialer Schnitt; SP, Stapel-

projektion. GroRenangabe, 2 pym.*°

Aufgrund der praparativen Schwierigkeiten Goldpartikel in Gametozyten einzuschleusen,
lieferte nur der ALP-Ansatz auswertbare Resultate. Hier bestatigten jedoch Prazipitate des
ALP-Substrats am Lokalisationspunkt von PfCCp4 eine Oberflachen-assoziierte Expression

innerhalb der parasitophoren Vakuole reifer Gametozyten (Abb. 3.18).
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Abb. 3.18. Ultrastrukturelle Lokalisation von PfCCp4 in reifen Gametozyten. A. Immunelektronen-
mikroskopische Studien bestdtigten durch Prazipitate des ALP-Substrats am Antigen (Pfeile) die
Oberflachen-assoziierte Lokalisation von PfCCp4 innerhalb der parasitophoren Vakuole reifer
Gametozyten. B. Negativkontrolle. Immunmarkierung mit neutralem Mausserum. HZ, Hamozoin;
M, Mitochondrium; N, Nukleus, OK, osmiophile Kérperchen. GroRenangabe, 1 um.*

3.1.3 Verifizierung von PfCCp4-knockout-Parasiten

Parallel zu den Expressionsstudien sollten Funktionsanalysen an PfCCp4-KO-Parasiten
durchgefuhrt werden. Vorarbeiten hierfur beinhalteten die Verifizierung der Genspaltung in
bereits vorhandenen PfCCp4-KO-Klonen durch diagnostische PCR und Southern-Blot-
Restriktionsanalysen. Die PfCCp4-KO-Klone waren zuvor am WMC in New York in zwei
unabhangigen Ansatzen durch die Integration des Konstrukts pPfCCp4-KO mittels

homologer Rekombination in den WT-Lokus hergestellt worden (siehe Kapitel 2.2.1.9).

3.1.3.1 Diagnostische PCR

Diese spezielle PCR zur Verifizierung der PfCCp4-Genspaltung wurde anhand von zwei
Oligonukleotidpaaren durchgefuhrt (siehe Kapitel 2.2.1.9). Dabei war ein 1145-bp-grofRes
PCR-Produkt diagnostisch fur den WT-Genlokus, wahrend eine Produktgrofie von 1063 bp
die PfCCp4-Genzerstérung bestatigte. Untersucht wurde gDNA von finf PfCCp4-KO-
Klonen: K4H, L4C, M1H, O12B und P3D. Fir jeden dieser Klone konnte im Vergleich zum
WT die Integration des KO-Konstrukts und somit eine erfolgreiche PfCCp4-Genspaltung

durch PCR und anschlielende Gelelektrophorese nachgewiesen werden (Abb. 3.19).
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1145 —
1063 —

3.1.3.2 Southern-Blot-Restriktionsanalyse

M1H

G128 P3D

1 2

1 2 1 2

Abb. 3.19. Diagnostische PCR an gDNA
von WT-Parasiten und den finf PfCCp4-
KO-Klonen K4H, L4C, M1H, O12B und
P3D. Ein 1063-bp-grofies PCR-Produkt
in Spur 1 bestatigte die Integration des
KO-Konstrukts in den PfCCp4-WT-
Lokus. Spur 2 zeigte durch ein 1145-bp-
groBes PCR-Produkt die Prasenz des
PfCCp4-WT-Lokus. Alle finf Klone

wiesen Integration des KO-Vektors auf.’”’

Neben der diagnostischen PCR dienten Southern-Blot-Restriktionsanalysen dazu, die
Integration des Konstrukts pPfCCp4-KO in den PfCCp4-WT-Lokus zu verifizieren und die
korrekte Genspaltung in einen pseudo-diploiden PfCCp4-KO-Genlokus nachzuweisen (siehe
Kapitel 2.2.2.12). Dies konnte fur alle drei der untersuchten PfCCp4-KO-Klone L4C, O12B
sowie P3D bestatigt werden (Abb. 3.20).

50
4.0

-l -
[+ mh W

. J ]
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Abb. 3.20. Southern-Blot-Analyse. Der
Restriktionsverdau von WT- und PfCCp4-
KO-gDNA verifizierte die korrekte PfCCp4-
Genspaltung durch Integration des KO-
Konstrukts fir die drei Klone L4C, 012B und
P3D. Spalte 1 entspricht jeweils dem Re-
striktionsverdau durch Hindlll (WT, 1 kb; KO,
1,6 kb), Spur 2 jenem durch Alel und Xbal
(WT, 4 kb; KO, 1,3 kb) und Spur 3 dem Ver-
dau durch Alel und Acll (WT, 1,8 kb; KO,
5 kb).*
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3.1.4 Phanotypanalysen von PfCCp4-knockout-Parasiten

3.1.4.1 Parasitenentwicklung in vitro

Nach Bestatigung des PfCCp4-KO auf genomischer Ebene wurde zunachst die Abschaltung
der PfCCp4-Expression auf RNA- und Proteinebene Uberprift. RT-PCR-Studien zeigten
jedoch, dass in allen drei Klonen trotz Genspaltung weiterhin ein PfCCp4-Transkript in
PfCCp4-KO-Gametozyten prasent war (Abb. 3.21). Diese Hintergrundexpression kénnte auf
eine geringe Promotoraktivitat des integrierten PfCCp4-KO-Vektors zurtickzufiihren sein. Als
Kontrolle fir Gametozyten dienten in der RT-PCR-Analyse Oligonukleotide gegen Pfs25. Die
Positivkontrolle enthielt gDNA, die Negativkontrolle wurde ohne DNA durchgefiihrt. Auf
Proteinebene konnte dagegen das Fehlen von PfCCp4 durch Western Blot und Immun-

fluoreszenzstudien nachgewiesen werden (Abb. 3.22).

Abb. 3.21. PfCCp4-Transkriptexpression in PFCCp4-KO-Parasiten. RT-PCR-Analysen an PfCCp4-KO-
Gametozyten zeigten eine Restexpression des PfCCp4-Transkripts in den PfCCp4-KO-Klonen L4C,
012B und P3D nach 30 Zyklen. Kontrollen: Pfs25, Gametozyten; gDNA, Positivkontrolle; - DNA,
Negativkontrolle ohne DNA; WT, Wildtyp-cDNA; +/- RT, Ansatz mit bzw. ohne reverse Transkriptase.53

A B

kDa WT L4C 0O12B P3D
170 —

Abb. 3.22. Unterdriickung der

Pfs25
PfCCp4-Expression in PfCCp4-
KO-Parasiten. A. Western-Blot-
Studien an WT-Gametozytenlysat

72 —

55 —

und Lysat von Gametozyten der
PfCCp4-KO-Klone L4C, O12B

sowie P3D bestatigten das Fehlen

L4C
—— PfcCp4

der PfCCp4-Expression (180 kDa)

in den entsprechenden KO-Linien.

Eine zusatzliche Proteinbande auf 60 kDa ist auf eine unspezifische Kreuzreaktion zurtick zu fihren.
B. Ko-Markierungs-Studien verifizierten das Fehlen von PfCCp4 in Gametozyten des PfCCp4-KO-
Klons L4C im Vergleich zum WT. PfCCp4, in Grin; Pfs25, in Rot; Kernmaterial, durch Markierung mit

Hoechst Nuclear Stain in Blau; GroRenangabe, 2 pm.*
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3.1.4.2 Membranfutterungen von Anopheles-Micken

Da die verifizierten PfCCp4-KO-Klone in vitro bis zum Zygotenstadium eine im Vergleich zum
WT normale Parasitenentwicklung erkennen liefien, wurden weitere Phanotypanalysen
mittels Membranfitterungen durchgefiihrt. Dazu wurden Anopheles-stephensi-Micken mit
reifen Gametozytenkulturen von WT oder PfCCp4-KO-Klonen gefittert (siehe Kapitel
2.2.1.5). Nach zehn bis zwolf Tagen wurden Mitteldarme isoliert und auf Oozystenbildung
untersucht, nach 18 bis 22 Tagen erfolgte die Speicheldriisenpraparation zur Sporozoiten-
analyse. Dabei konnte in zwei unabhangigen Membranfiitterungen von Anopheles-Micken
gezeigt werden, dass genauso viele Micken von PfCCp4-KO-Klonen infiziert wurden wie
von WT-Parasiten. Die Anzahl der Oozysten war ebenfalls vergleichbar (Tab. 3.2, Fiutterung
1 und 2). In finf unabhangigen Fltterungen zeigte sich auflerdem, dass die Infektionsrate
der Speicheldrisen durch PfCCp4-KO-Klone deutlich variierte (Tab. 3.2; Fitterung 1 bis 5).
Mehrheitlich war jedoch eine Infektion der Speicheldriisen durch PfCCp4-KO-Sporozoiten zu
beobachten, die mit dem WT vergleichbar war. Nur selten wurde die Transmission der
PfCCp4-KO-Parasiten in die Speicheldrisen vollstandig blockiert. Insgesamt konnte daraus
gefolgert werden, dass PfCCp4 - im Gegensatz zu PfCCp2 und PfCCp3 - keine essentielle

Rolle im Lebenszyklus von P. falciparum innerhalb des Muckenvektors zu spielen scheint.

Tab. 3.2. Membranfitterungen von Anopheles stephensi an WT- und PfCCp4-KO-
Gametozyten (Scholz et al., 2007).

Mitteldarme Speicheldrisen
infiziert/prapariert infiziert/prapariert
Futterung 1 | WT 17/20 85 % 13/15 87 %
PfCCp4-KO Klon P3D 7/20 35 % 0/10 0%
Fatterung2 | WT 6/20 30 % 1/11 9 %
PfCCp4-KO Klon P3D 6/20 30 % 5/6 83 %
PfCCp4-KO Klon L4C 2/20 10 % 0/9 0%
PfCCp4-KO Klon M1H | 6/20 30 % 110 10 %
Futterung 3 | PfCCp4-KO Klon P3D 7/20 35 % 2/13 15 %
PfCCp4-KO Klon L4C 8/20 40 % 0/16 0%
Futterung 4 | PfCCp4-KO Klon O12B | 6/20 30 % 2/20 10 %
PfCCp4-KO Klon P3D 6/20 30 % 4/10 40 %
PfCCp4-KO Klon L4C 4/20 20 % 1/20 5%
Fitterung 5 | PfCCp4-KO Klon K4H 8/12 67 % 4/10 40 %
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3.2 Funktionsanalyse der PfCCp-Proteine durch Inter-

aktionsstudien

3.2.1 Ko-abhangige Expression

Wie bereits 2006 in Pradel et al. veroffentlicht wurde, exprimieren die PfCCp3-KO-Klone
H3D und I9C trotz unveranderten Transkriptlevels weder PfCCp1 noch PfCCp2, wahrend die
Proteinexpression von PfCCp1 und PfCCp3 in den beiden PfCCp2-KO-Klonen D11H und
F1D reduziert erscheint. Diese ko-abhangige Expression von PfCCp1, PfCCp2 und PfCCp3
sowie ihre partielle Freisetzung und matrixahnliche Anordnung um Exflagellationszentren
gaben den Anstof3, Uber Interaktionsstudien maogliche Protein-Protein-Wechselwirkungen
darzustellen.

Aktuelle Studien zur ko-abhangigen Expression unter Einbeziehung des kirzlich generierten
PfCCp1-KO-Klons 5YE2 (Arbeitsgruppe Prof. Dr. T. J. Templeton) sind in Abb. 3.23 darge-
stellt. Durch Western-Blot-Analysen an Gametozytenlysat von PfCCpl-, PfCCp2- und
PfCCp3-KO-Klonen konnte unter Verwendung teils neu generierter Antikdrper gegen
PfCCp1, PfCCp2 und PfCCp3 eine ko-abhangige Expression dieser Proteine beobachtet
werden. In allen drei PfCCp-KO-Linien war neben dem Fehlen des ausgeschalteten Proteins

ebenso ein Mangel der beiden anderen PfCCp-Proteine festzustellen.

PrCCpA PrCCp2 PfCCp3 P39
kDa WT 1KO 2KO 3KO 4KO  WT 1KO 2KO 3KO 4KO WT 1KO 2KO 3KO 4KO WT 1KO 2KO 3KO 4KO
[
g I
170 — [ " — I |
130 — - [ '
72 — }-— ==
40 — - e

Abb. 3.23. Western-Blot-Analysen zur ko-abhangigen PfCCp-Expression. Neu generierte Antikorper
gegen PfCCp1 (a-PfCCp1rp1) und PfCCp2 (a-PfCCp2rp3) sowie Antikdrper gegen PfCCp3
(a-PfCCp3SR2) lielen eine ko-abhangige Expression der drei Proteine in Gametozytenlysat der Klone
5YE2 (PfCCpl-KO), D11H (PfCCp2-KO) und H3D (PfCCp3-KO) erkennen. Dagegen zeigten PfCCp1,
PfCCp2 und PfCCp3 eine von PfCCp4 unabhangige Expression in Gametozytenlysat des PfCCp4-
KO-Klons L4C. Als Kontrolle der gleichmaRigen Proteinbeladung aller Gelspuren diente die
Immundetektion des ER-assoziierten Proteins Pf39 (40 kDa). WT, Wildtyp; KO, knockout; PfCCp1,
185 kDa; PfCCp2, 185 kDa und 70 kDa; PfCCp3, 130 kDa.*
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Eine Abhangigkeit von PfCCp4 liel3 sich fir PfCCp1, PfCCp2 und PfCCp3 jedoch beim
Vergleich der WT- und PfCCp4-KO-Expression nicht detektieren. Die Kontrolle der
gleichmafigen Proteinbeladung aller Gelspuren wurde durch Immundetektion unter
Verwendung von polyklonalem Mausserum gegen das ER-assoziierte Protein Pf39
angefertigt.

Zusatzlich wurde die PfCCp1-, PfCCp2- und PfCCp3-Expression in PfCCp4-KO-Parasiten
mittels indirekter Immunfluoreszenz analysiert. Ihre bereits durch Western Blot nachgewie-
sene Expression in PfCCp4-KO-Gametozyten konnte verifiziert werden. Zusatzlich wurde
beobachtet, dass es zu keinen Veranderungen im Expressionsmuster kam. PfCCp1, PfCCp2
und PfCCp3 lieBen weiterhin eine punktierte, Oberflachen-assoziierte Expression in reifen
PfCCp4-KO-Gametozyten erkennen, die jener im WT entsprach (Abb. 3.24).

Abb. 3.24. PfCCp4-unabhangige Expression
von PfCCp1, PfCCp2 und PfCCp3. Immun-
fluoreszenzstudien wiesen fur PfCCp1, PfCCp2

PrcCp1 PfcCp2 PfCCp3

WT und PfCCp3 (in Griin) in Gametozyten des
PfCCp4-KO-Klons L4C ein dem WT entsprech-
endes Expressionsmuster nach. Rot, Erythro-

L4C zyten gegengefarbt mit Evans Blue; Blau,

Kernmaterial angefarbt mit Hoechst Nuclear

Stain; GroRenangabe, 2 ym.*®

Ebenso erwies sich die Expression von PfCCp4 in den entsprechenden PfCCp-KO-Linien als
unabhangig von PfCCp1, PfCCp2 und PfCCp3, wie durch indirekte Immunfluoreszenz-
studien gezeigt werden konnte. In allen drei PfCCp-KO-Linien wurde eine unverandert
homogene, Oberflachen-assoziierte Expression von PfCCp4 beobachtet (Abb. 3.25).

1KO 3KO

PfCCp4

Abb. 3.25. Unveranderte PfCCp4-Expression in den PfCCpl-, PfCCp2- sowie PfCCp3-KO-Klonen
5YE2, D11H und H3D. Studien anhand indirekter Immunfluoreszenz lieRen eine unverandert
homogene, Oberflachen-assoziierte Expression von PfCCp4 (in Grin) erkennen. Rot, Erythrozyten

gegengefarbt mit Evans Blue; Blau, Kernmaterial angefarbt mit Hoechst Nuclear Stain; GréRen-
angabe, 2 pm.>’
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Weitere Ko-Expressionsstudien enthillten eine Ko-Lokalisation von PfCCp4 mit dem TBV-

Kandidaten Pfs230 innerhalb der parasitophoren Vakuole reifer Gametozyten (Abb. 3.26).

PfCCp4 Pfs230

Abb. 3.26. Ko-Lokalisation von PfCCp4 und Pfs230. A. Ko-Markierungs-Studien unter Verwendung
von polyklonalem Kaninchenserum gegen PfCCp4 und polyklonalem Mausserum gegen Pfs230
deckten eine Ko-Lokalisation von PfCCp4 (in Rot) und Pfs230 (in Griin) innerhalb der parasitophoren
Vakuole reifer Gametozyten auf. Unter Benutzung eines konfokalen Mikroskops zeigten Stapel-
projektionen (SP) eine homogene Verteilung beider Proteine an der Oberflache von Gametozyten,
wéahrend mediale Schnitte (MS) eine intrazelluldre Expression ausschlossen. ¥, Uberlagerung der
Einzelbilder mit Ko-Lokalisation von PfCCp4 und Pfs230 in Gelb. GroRenangabe, 2 pm.*

Immunfluoreszenzstudien zeigten in weiteren Ko-Markierungs-Experimenten auflerdem,
dass die Expression von Pfs230 in Gametozyten des PfCCp4-KO unbeeinflusst bleibt
(Abb. 3.27).

Pre230 Abb. 3.27. Pfs230-Expression in PfCCp4-KO-Parasiten.
Indirekte Immunfluoreszenzstudien zeigten eine unveranderte
Pfs230-Expression in Gametozyten des PfCCp4-KO-Klons

L4C. Blau, Kernmaterial in Hoechst Nuclear Stain; GrofRen-

angabe, 3 pm.*

3.2.2 Affinitatschromatographiestudien

Als Folgeschritt der ko-abhangigen Expression von PfCCp1, PfCCp2 sowie PfCCp3 und Ko-
Lokalisation von PfCCp4 mit Pfs230 schlossen sich Interaktionsexperimente an. Erste
Studien wurden anhand von Affinitdtschromatographien durchgefiihrt (siehe Kapitel 2.2.3.6).
Dazu wurde eine Reihe von rekombinanten, domaneniberspannenden PfCCp-Proteinen
(Abb. 3.28) in unserem Labor kloniert und entweder als 6His/SUMO- oder GST-Fusions-
protein exprimiert. Anschliellend wurden die GST-Fusionsproteine mit Glutathion-Sepharose

versetzt und auf einer PolyPrep®-Séule immobilisiert. Potentielle 6His/SUMO-fusionierte
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Interaktionspartner wurden hinzu gegeben und durch PBS-Waschungen bei mangelnder
Interaktion ausgespdult. Im Falle einer Interaktion kam es zur Ko-Elution der GST- und
6His/SUMO-Fusionsproteine. Die Analyse der Eluatzusammensetzung erfolgte durch SDS-
PAGE und Western Blot.

1rp1

1rp2

1rp5

2rp1 2rp4 2rp3

PIENPA  (J=fi{P—CAnth)

FNPArp1 FNPArp2

Abb. 3.28. Ubersicht rekombinanter PfCCp-Proteine.®

Eine Ubersicht der durchgefiihrten Interaktionsstudien ist in Tab. 3.3 aufgefiihrt. Bei den
Interaktionskontrollen von rekombinanten GST-Fusionsproteinen mit dem 6His/SUMO-Peptid
alleine konnte in Western-Blot-Analysen erwartungsgemall keine 6His/SUMO-Bande
detektiert werden. Analog dazu konnte bei Interaktionskontrollen von rekombinanten
6His/SUMO-Fusionsproteinen mit dem GST-Peptid in Western-Blot-Analysen keine GST-

Bande detektiert werden.
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Tab. 3.3. Interaktionsstudien rekombinanter PfCCp-Proteine. Western-Blot-Analysen und
Expressionskontroligele von Affinitdtschromatographiestudien deckten direkte Interaktionen
zwischen rekombinanten PfCCp-Proteinen auf. +, Interaktion detektierbar; -, keine Interaktion

nachweisbar.

Koder Beute Inter-
GST-Protein | 6His/SUMO- Blot und Expressionskontrollgel aktion
(G) Protein (H)
Anti-His-Blot
PfCCp3rpl PfCCplrpl 1. 3rp1-G x 1rp1-H

53 kDa 53kDa om 2. 3rp1-G x 6His/SUMO +
3. GST x 1rp1-H
Anti-GST-Blot

4. 3rp1-G x 1rp1-H
Expressionsgel

5. 3rp1-G

6. 1rp1-H

7. 6His/SUMO-Peptid
8. GST-Peptid

B —

Anti-His-Blot
PfCCp3rpl PfCCp1rp2 1. 3rp1-G x 1rp2-H
53 kDa 59 kDa e 2. 3rp1-G x 6His/SUMO -
3. GST x 1rp2-H
Anti-GST-Blot

4. 3rp1-G x 1rp2-H
Expressionsgel

5. 3rp1-G

6. 1rp2-H

7. 6His/SUMO-Peptid
8. GST-Peptid

Anti-His-Blot
PfCCp3rpl PfCCp1rp3 1. 3rp1-G x 1rp3-H

53 kDa 59 kDa kia == 2. 3rp1-G x 6His/SUMO
‘ 3. GST x 1rp3-H .
Anti-GST-Blot

| | 4. 3rp1-G x 1rp3-H

T Expressionsgel

5. 3rp1-G

6. 1rp3-H

7. 6His/SUMO-Peptid
8. GST-Peptid

B v

Lg 1 mmn
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Koder
GST-Protein

(©)

Beute
6His/SUMO-
Protein (H)

Blot und Expressionskontrollgel

Inter-

aktion

PfCCp3rpl
53 kDa

PfCCp1rp5
70 kDa

Anti-His-Blot

1. 3rp1-G x 1rp5-H

2. 3rp1-G x 6His/SUMO
3. GST x 1rp5-H
Anti-GST-Blot

4. 3rp1-G x 1rp5-H
Expressionsgel

5. 3rp1-G

6. 1rp5-H

7. 6His/SUMO-Peptid
8. GST-Peptid

PfCCp3rpl
53 kDa

PfCCp2rp3
42 kDa

Anti-His-Blot

1. 3rp1-G x 2rp3-H

2. 3rp1-G x 6His/SUMO
3. GST x 2rp3-H
Anti-GST-Blot

4. 3rp1-G x 2rp3-H
Expressionsgel

5. 3rp1-G

6. 2rp3-H

7. 6His/SUMO-Peptid
8. GST-Peptid.

PfCCp3rpl
53 kDa

PfCCp4rpl
58 kDa

Anti-His-Blot

1. 3rp1-G x 4rp1-H

2. 3rp1-G x 6His/SUMO
3. GST x 4rp1-H
Anti-GST-Blot

4. 3rp1-G x 4rp1-H
Expressionsgel

5. 3rp1-G

6. 4rp1-H

7. 6His/SUMO-Peptid
8. GST-Peptid
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Koder
GST-Protein

(©)

Beute
6His/SUMO-
Protein (H)

Blot und Expressionskontrollgel

Inter-

aktion

PfCCp3rp3
77 kDa

PfCCp2rp3
42 kDa

Anti-His-Blot

1. 3rp3-G x 2rp3-H

2. 3rp3-G x 6His/SUMO
3. GST x 2rp3-H
Anti-GST-Blot

4. 3rp3-G x 2rp3-H
Expressionsgel

5. 3rp3-G

6. 2rp3-H

7. 6His/SUMO-Peptid
8. GST-Peptid

PfCCp3rp3
77 kDa

PfCCp2rp4
62 kDa

Anti-His-Blot

1. 3rp3-G x 2rp4-H

2. 3rp3-G x 6His/SUMO
3. GST x 2rp4-H
Anti-GST-Blot

4. 3rp3-G x 2rp4-H
Expressionsgel

5. 3rp3-G

6. 2rp4-H

7. 6His/SUMO-Peptid
8. GST-Peptid

PfCCp3rp3
77 kDa

PfCCp3rp3
64 kDa

Anti-His-Blot

1. 3rp3-G x 3rp3-H

2. 3rp3-G x 6His/SUMO
3. GST x 3rp3-H
Anti-GST Blot

4. 3rp3-G x 3rp3-H
Expressionsgel

5. 3rp3-G

6. 3rp3-H

7. 6His/SUMO-Peptid
8. GST-Peptid
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Koder
GST-Protein

(©)

Beute
6His/SUMO-
Protein (H)

Blot und Expressionskontrollgel

Inter-

aktion

PfCCp3rp4
72 kDa

PfCCp2rp4
62 kDa

Anti-His-Blot

1. 3rp4-G x 2rp4-H

2. 3rp4-G x 6His/SUMO
3. GST x 2rp4-H
Anti-GST-Blot

4. 3rp4-G x 2rp4-H
Expressionsgel

5. 3rp4-G

6. 2rp4-H

7. 6His/SUMO-Peptid
8. GST-Peptid

PfCCp3rp4
72 kDa

PfCCp3rp3
64 kDa

Anti-His-Blot

1. 3rp4-G x 3rp3-H

2. 3rp4-G x 6His/SUMO
3. GST x 3rp3-H
Anti-GST-Blot

4. 3rp4-G x 3rp3-H
Expressionsgel

5. 3rp4-G

6. 3rp3-H

7. 6His/SUMO-Peptid
8. GST-Peptid

Unter Einbeziehung weiterer Affinitatschromatographiestudien, die in unserem Labor von

Nina Simon und Roland Frank durchgeflhrt wurden, konnten insgesamt folgende direkte

Interaktionen rekombinanter PfCCp-Proteine identifiziert werden (Tab. 3.4). Besonders

haufig scheinen die LCCL-Domane und die SR-Doméne an den direkten Interaktionen der

rekombinanten PfCCp-Proteine beteiligt zu sein. Eine eindeutige wechselseitige Interaktion

einzelner Domanen liel sich jedoch nicht identifizieren.
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Tab. 3.4. Ubersicht identifizierter Interaktionen zwischen rekombinanten PfCCp-Doméanen. +,

direkte Interaktion detektierbar; - keine Interaktion detektierbar; 0, nicht untersucht.

PfCCp3rpl-GST | PfCCp3rp3-GST | PfCCp3rp4-GST
| = erieris] &.cof.cc]
PfCCplrp1l-6His/SUMO + + +
PfCCp1rp2-6His/SUMO -. é - ¥ +
PfCCp1rp3-6His/SUMO (e {@ev) - + _
PfCCp1rp5-6His/SUMO @.- - - +
PfCCplrp6-6His/SUMO 4 A\ + + 0
PfCCp2rp3-6His/SUMO AA - + -
PfCCp2rp4-6His/SUMO D)) - + +
PfCCp3rpl-6His/SUMO '@ - 0 0
PfCCp3rp3-6His/SUMO @% - + +
PfCCp4rp4-6His/SUMO + + 0

3.2.3 Ko-Immunprazipitationsstudien

Um zusatzlich die Interaktion nativer PfCCp-Proteine zu untersuchen, wurden Ko-
Immunprazipitationsstudien durchgefiinrt. Der Schwerpunkt lag dabei auf der Analyse von
PfCCp4-Interaktionspartnern.

Dafir wurde wie in Kapitel 2.2.3.6 beschrieben WT-Gametozytenlysat zunachst mit
neutralem Mausserum vorgereinigt und anschlieBend mit polyklonalem Mausserum gegen
PfCCp4 versetzt. Nach der Prazipitation durch ProteinG-beads wurde das Protein-bead-
Gemisch durch SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Als Negativkontrollen dienten
Immunprazipitationen unter Verwendung von polyklonalem Mausserum gegen das ER-
assoziierte Protein Pf39 oder polyklonalem Kaninchenserum gegen das intrazellulare Protein
Pfalpha-Tubulin-Il mannlicher Gametozyten und Gameten. Eine weitere Negativkontrolle
stellte bei der Immundetektion im Western Blot die Inkubation von sekundarem anti-Maus-
Antikorper ohne vorherige Primarantikdrperapplikation dar. Es konnte eine Interaktion von
nativem PfCCp4 mit nativem PfCCp1, PfCCp2, PfCCp3 und PfFNPA detektiert werden
(Abb. 3.29). Eine Wechselwirkung von PfCCp4 mit PfCCp5 lie3 sich nicht nachweisen.

108



Ergebnisse

Cog — Dg Cog Cog _
WB PfCCp1 PfCCp2 PfCCp3 PiFNPA 0
170 — | lq
<4
100 — —_— n
72 —
}—

55 — ’ﬂ

24 —

Abb. 3.29. Ko-Immunprazipitationsstudien
innerhalb der PfCCp-Familie mit PfCCp4 als
Kdder. In Ko-Immunpréazipitationsstudien (IP)
an WT-Gametozytenlysat unter Verwendung
von polyklonalem PfCCp4-Antiserum konnte
in Western-Blot-Analysen (WB) eine Inter-
aktion von nativem PfCCp4 mit nativem
PfCCp1 (185 kDa), PfCCp2 (185 kDa und
70 kDa), PfCCp3 (130 kDa) sowie PfFNPA
(100 kDa) nachgewiesen werden. Eine
Interaktion dieser Proteine mit dem ER-
assoziierten Protein Pf39 bzw. dem intra-
zelluldren Protein Pfalpha-Tubulin-1l wurde
im Western Blot erwartungsgemal} nicht
detektiert (-). 0, Negativkontrolle: IP mit
PfCCp1-Antiserum, ohne Primarantikorper-
inkubation im Western Blot.®’

In weiteren Immunprazipitationsstudien konnte eine Interaktion von PfCCp4 mit dem ko-
lokalisierenden TBV-Kandidaten Pfs230 detektiert werden (Abb. 3.30). Dies galt sowohl fur

Prazipitationen mit PfCCp4-Antiserum als auch in der Umkehrsituation unter Verwendung

von polyklonalem Pfs230-Antiserum. Ebenso konnte eine schwache Interaktion von Pfs48/45

mit PfCCp4 verzeichnet werden, wenn Pfs48/45-Antiserum zum Prazipitieren verwendet

wurde. Leider konnte eine Interaktionsanalyse in der Umkehrsituation nicht durchgefiihrt

werden, da Pfs48/45 auf Hohe der oberen Prazipitat-Antikdrperbande migriert. Durch Pf39-

Antiseren war erwartungsgemaf keine Prazipitation dieser Proteine moglich.
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Abb. 3.30. Ko-Immunprazipitationsstudien
von PfCCp4, Pfs230 und Pfs48/45. Ko-
Immunprazipitationsstudien (IP) an WT-
Gametozytenlysat unter Verwendung von
polyklonalem PfCCp4-Antiserum, Pfs230-
Antiserum und Pfs48/45-Antiserum zeigten
in  Western-Blot-Analysen (WB) eine
Interaktion von nativem PfCCp4 mit Pfs230
(360 kDa), in der Umkehrsituation von
Pfs230 mit PfCCp4 (180 kDa), sowie eine
schwache Interaktion von Pfs48/45 mit
PfCCp4. Eine Interaktion mit Pf39 wurde
erwartungsgemal nicht detektiert.®?
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Eine Interaktion von PfCCp4 mit weiteren sexualstadienspezifischen Proteinen wie Pfs16,

Pfs25 und PfPeg3 konnte durch Ko-Immunprazipitationen nicht nachgewiesen werden

(Abb. 3.31). Eine Immundetektion an Gametozytenlysat diente dabei als Positivkontrolle im
Western Blot.
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3.2.4 Zelladhasionsstudien

Abb. 3.31. Ko-Immunprazipitationsstudien von PfCCp4
und weiteren sexualstadienspezifischen Proteinen. Ko-
Immunprazipitationsstudien (IP) an WT-Gametozytenlysat
unter Verwendung von polyklonalem PfCCp4-Antiserum
zeigten in Western-Blot-Analysen (WB) keine Interaktion
von nativem PfCCp4 mit Pfs16 (16 kDa), Pfs25 (25 kDa)
oder PfPeg3 (Doppelbande bei 25kDa). +, Positiv-
kontrolle an Gametozytenlysat.®

Weitere Interaktionsstudien befassten sich mit dem Adhasionsvermdgen rekombinanter

PfCCp-Proteine an Sexualstadien von P. falciparum. Eine Auswahl der in Kapitel 3.2.2

identifizierten PfCCp-Interaktionsdomanen wurde hierfur auf ihre Bindungsaffinitdt an

P.-falciparum-Gameten untersucht. Gameten konnten nach der Freisetzung der PfCCp-

Proteine wahrend der Exflagellation reifer Gametozyten als potentielle Bindungspartner eine

Schlusselrolle einnehmen und standen daher im Mittelpunkt der Analysen. Fluoreszierende

Latex-beads wurden fir diese Studien mit rekombinanten PfCCp-Proteinen beschichtet
(Abb. 3.32) und auf ihre Affinitdt zu Makrogameten untersucht (Abb. 3.33).
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Abb. 3.32. Aufreinigung rekombinanter PfCCp-Proteine fiir
Zelladhdsionsstudien. Die aufgereinigten Proteine PfCCp1-
rp1-6His/SUMO (53 kDa), PfCCp2rp3-6His/SUMO (42 kDa),
PfCCp3rp1-GST (53 kDa), PfCCp3rp3-GST (77 kDa), sowie
das 6His-5-Helix-Protein (30 kDa) und das GST-Peptid
(26 kDa) als Negativkontrolle wurden zur Beschichtung von
fluoreszierenden Latex-beads verwendet.®*

110



Ergebnisse

Abb. 3.33. Zelladhasion PfCCp-beschichteter, fluoreszierender Latex-beads (in Blau) an einen

Makrogameten. GréRenangabe, 8 um.®

Die Quantifizierung erfolgte bei 1000-facher VergroRerung durch das Auszahlen von jeweils
zwanzig Gesichtsfeldern in mindestens drei unabhangigen Versuchsansatzen pro rekombi-
nantem Protein (siehe Kapitel 2.2.3.6). Dabei konnte beobachtet werden, dass sich die
rekombinanten Proteine PfCCp1rp1-6His/SUMO, PfCCp2rp3-6His/SUMO, PfCCp3rp1-GST
sowie PfCCp3rp3-GST an etwa ein Viertel der Makrogameten anlagerten, wahrend die
Negativkontrollen keine spezifischen Wechselwirkungen erkennen lieRen (Abb. 3.34). Die
Adhasion der untersuchten rekombinanten PfCCp-Proteine an Makrogameten war im

Vergleich zur Bindung an Erythrozyten als Hintergrundbestimmung deutlich erkennbar.

0,35

0,30

0,25
0,20
0,15
0,10
0,05 -
0,00 -

1rp1-His 2rp3 His 3rp1 GST 3rp3 GST

Anzahl gebundener Zellen/ absolute Anzahl der Zellen
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Abb. 3.34. Zelladhasionsstudien rekombinanter PfCCp-Proteine. Die rekombinanten Proteine
PfCCp1rp1-6His/SUMO, PfCCp2rp3-6His/SUMO, PfCCp3rp1-GST sowie PICCp3rp3-GST zeigten im
Vergleich zur Hintergrundbindung an Erythrozyten und zur unspezifischen Bindung des GST- bzw.

6His-Peptids eine ausgepragte Affinitat zu Makrogameten.66
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4 Diskussion

4.1 Expression und Funktion von PfCCp4 wéahrend der

Sexualphase von Plasmodium falciparum

Bis heute ist es weitgehend unverstanden, welche molekularen Mechanismen eine
Subpopulation von Schwestermerozoiten dazu veranlassen, sich zu Gametozyten zu
differenzieren, zu reifen und schlieRlich die Gametogenese einzuleiten (Ubersichtsartikel
Talman et al., 2004; Alano und Billker, 2005). Bekannt ist bisher ausschlie3lich, dass diese
Prozesse durch eine genau festgelegte Expressionsabfolge sexualstadienspezifischer
Proteine reguliert werden (Ubersichtsartikel Alano, 2007; Pradel, 2007). Zu ihnen gehoren
die Mitglieder der kirzlich identifizierten PfCCp/LAP-Proteinfamilie, die aufgrund einer
gemeinsamen LCCL-Domane PfCCpl bis PfCCp5 benannt wurden (Delrieu et al., 2002;
Lasonder et al., 2002; Dessens et al.,, 2004; Pradel et al., 2004, 2006; Templeton et al.,
2004; Trueman et al., 2004; Wagner et al., 2006; Scholz et al., 2005, 2007). Obwohl dem
sechsten Mitglied, PfFNPA, die namensgebende Domane fehlt, wurde es aufgrund seiner
ausgepragten Ahnlichkeit zu PfCCp5 in die PfCCp-Familie integriert (Pradel et al., 2004,
2006; Trueman et al., 2004; Scholz et al., 2005, 2007). Da alle sechs Gene eine
Signalpeptidsequenz, jedoch keine Sequenzen fur Transmembrandoméanen oder einen GPI-
Anker besitzen, liegt die Vermutung nahe, dass die kodierten Proteine sekretiert werden. Ihr
komplexer Aufbau aus multiplen Adh&sionsdoméanen deutet zusétzlich auf eine Beteiligung
an Protein-, Lipid- oder Polysaccharidinteraktionen hin (Ubersichtsartikel Pradel, 2007).
Dabei konnte die Erkennung von Wirtsrezeptoren oder die Ausbildung parasitérer Protein-
Protein-Wechselwirkungen eine zentrale Rolle spielen.

Erste Charakterisierungen der PfCCp-Familie zeigten, dass PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3
sexualstadienspezifisch exprimiert werden und in der parasitophoren Vakuole reifer
Gametozyten lokalisiert sind (Delrieu et al., 2002; Pradel et al., 2004; 2006; Scholz et al.,
2007). Die Expression von PfCCp5 und PfFNPA beschrankt sich dagegen auf die Zellpole
reifer Gametozyten (Scholz et al., 2007). Immunfluoreszenzstudien lieBen auflRerdem
erkennen, dass PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 wahrend der Gametenbildung partiell
freigesetzt werden und in einer matrixahnlichen Struktur Exflagellationszentren umgeben
(Pradel et al., 2004). In KO-Studien erwiesen sich PfCCp2 und PfCCp3 des Weiteren als
essentielle Faktoren fur die Migration reifer Sporozoiten aus den Mitteldarmoozysten in die
Speicheldriisen der Miicken (Pradel et al., 2004). Dadurch erfilllen diese beiden Proteine
zwei grundlegende Kriterien fir TBV-Kandidaten: sexualstadienspezifische Expression und
eine essentielle Funktion wahrend der Parasitenentwicklung in der Micke. Aufgrund dieser
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viel versprechenden Daten wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Analyse der
PfCCp-Familie durch Charakterisierung von PfCCp4 und Interaktionsstudien fortgesetzt.
Nach RT-PCR-Studien und Herstellung polyklonaler Antiseren gegen rekombinante Proteine
von PfCCp4 konnte durch proteinbiochemische und zellbiologische Analysen gezeigt
werden, dass das bisher hypothetische Protein PfCCp4 ebenso wie PfCCpl, PfCCp2 und
PfCCp3 ein hohes Expressionsniveau in Gametozyten aufweist (Scholz et al., 2007).
Wahrend PfCCp1, PfCCp2 und PfCCp3 jedoch punktiert in Gametozyten der Stadien Il bis V
exprimiert werden, konnte bei detaillierten Studien zur Expression und Proteinlokalisation
von PfCCp4 durch Immunfluoreszenz und Elektronenmikroskopie eine homogene
Assoziation von PfCCp4 mit der Plasmamembran von Gametozyten detektiert werden. Diese
beginnt bereits in Gametozyten des Stadium | und halt bis zum Stadium V an, wo PfCCp4
innerhalb der parasitophoren Vakuole exprimiert wird. Ebenso konnte gezeigt werden, dass
PfCCp4 im Gegensatz zu PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 bei der Gametogenese nicht
freigesetzt wird, sondern sein homogenes Expressionsmuster auch auf Makrogameten
fortsetzt. Wéahrend die Expression von PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 aulRerdem im Zuge der
Gametogenese rasch nachlasst, wird PfCCp4 nach einem Expressionstief im Zygoten-
stadium im Laufe der Ookinetenreifung erneut exprimiert. Dabei ahnelt sein Expressions-
muster in reifen Ookineten jenem in Gametozytenstadien durch eine homogene,
Oberflachen-assoziierte Verteilung. Eine Expression in asexuellen Stadien konnte innerhalb
der PfCCp-Familie nur fir PfCCp5, und hier nur in einer Subpopulation von Schizonten
detektiert werden (Scholz et al., 2007).

Fur PfCCp4 konnte zusatzlich gezeigt werden, dass es innerhalb der parasitophoren
Vakuole reifer Gametozyten mit dem TBV-Kandidaten Pfs230 ko-lokalisiert, der ebenfalls in
Assoziation mit dem gametozytdren Plasmalemma exprimiert wird (Quakyi et al., 1987;
Williamson et al., 1995). Erst kirzlich wurde veroffentlicht, dass Pfs230 die Bindung von
Mikrogameten an uninfizierte Erythrozyten wahrend der Exflagellation vermittelt (Eksi et al.,
2006). Beim Ausbrechen der Gametozyten aus Erythrozyten wird Pfs230 aufl3erdem
proteolytisch prozessiert und partiell in das umgebende Medium freigesetzt (Ubersichtsartikel
Pradel, 2007). Dabei kommt es zur Spaltung des 360-kDa-groRen Pfs230-Proteins zwischen
einer Glutamat-reichen Region und der darauf folgenden Cystein-reichen Doméne, wodurch
auf Gameten zwei Oberflachenproteine mit einem Molekulargewicht von 307 kDa und
300 kDa entstehen (Williamson et al., 1996). Parallel dazu werden zwei Peptide mit einer
GroéfRe von 47 kDa und 35 kDa ins umgebende Medium freigesetzt. Studien unter Verwen-
dung von E64d, einem Cysteinprotease-Inhibitor, verhinderte die Bildung der 300- und
35-kDa-Fragmente, wahrend es weiterhin zur Produktion der beiden anderen Proteine kam.
Der Inhibitor E64 zeigte dagegen keinen Effekt auf die Pfs230-Prozessierung (Brooks und
Williamson, 2000). Diese Daten sind im Hinblick auf die funktionale Charakterisierung der
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PfCCp-Proteine durch Interaktionsstudien hochst interessant und werden im Verlauf dieser
Diskussion wieder aufgegriffen.

Khan et al. hatten im Jahre 2005 PbCCp/LAP-spezifische Promotorstudien mittels GFP
(green fluorescent protein) als Reporterprotein durchgefuhrt und dabei eine ausschliefilich
weibliche Expression der PfCCp-Orthologe PbCCpl/LAP2 und PbCCp3/LAP1 in P. berghei
beobachtet. In Ubereinstimmung damit berichteten Raine et al. 2007 von einer weiblichen
Vererbung der PbCCp/LAP-Gene. Dafur waren Kreuzungsstudien von PbCCp/LAP-KO-
Parasiten und Pbs47-KO-Mutanten bzw. Pbs48/45-KO-Mutanten durchgefuhrt worden, die
entweder keine weiblichen oder keine mannlichen Gameten bilden kdénnen. Bei jedem
Ansatz erhielten Micken entweder eine Mischung aus den verschiedenen KO-Gametozyten-
kulturen durch Membranfitterung oder sie konnten direkt eine Blutmahlzeit an Mausen
aufnehmen, die mit den unterschiedlichen Mutanten infiziert worden waren. Nur bei
Kreuzungen von PbCCpl/LAP2-, PbCCp2/LAP4-, PbCCp3/LAP1- oder PbCCp4/LAP6-KO-
Parasiten mit Pbs48/45-KO-Mutanten, die zwar keine mannlichen, aber dennoch weibliche
Gameten bilden kénnen, kam es zur Produktion von Sporozoiten in den Speicheldrisen der
Micke. Daraus wurde geschlossen, dass fur eine vollstandige Entwicklung des Parasiten in
der Micke bei der Befruchtung eine intakte Kopie eines PbCCp/LAP-Gens von weiblichen
Gameten stammen muss (Raine et al., 2007).

Trotz detaillierter Immunfluoreszenzstudien lief3 sich in P. falciparum jedoch keine eindeutige
Aussage uber eine geschlechtsspezifische PfCCp-Expression wéahrend der Gametozyto-
genese treffen. In Ko-Markierungs-Studien unter Verwendung von Antiseren gegen Pfs25
(Oberflachenprotein von Makrogameten und Zygoten mit geringem Expressionsniveau in
Gametozyten; Vermeulen et al., 1986; Fries et al., 1990), Pfalpha-Tubulin-Il (Protein mann-
licher Gameten, ebenfalls mit geringem Expressionsniveau in Gametozyten; Rawlings et al.,
1992) und PfMR5 (Paralog von Pfs230 in ménnlichen Gametozyten; Eksi und Williamson,
2002) konnte gezeigt werden, dass die PfCCp-Proteine am Beispiel von PfCCpl und
PfCCp4 in Gametozyten beider Geschlechter exprimiert werden, wobei jedoch eine
verstarkte Expression in Makrogametozyten und Makrogameten zu beobachten war (Scholz
et al., 2007). In exflagellierenden Mikrogameten konnte dagegen keine PfCCp-Expression
detektiert werden. Dies deutet darauf hin, dass sich im Zuge der Gametogenese eine
geschlechtsspezifische Expression einstellt, wie sie fur die orthologen Proteine in P. berghei
bereits im Gametozytenstadium vermutet wird.

Weitere Unterschiede zwischen den beiden Plasmodium-Spezies treten im generellen
Expressionsmuster der PCCp/LAP-Proteine auf. So wurde fir PbCCp3/LAP1 nicht nur eine
Expression in Gametozyten, sondern auch in allen anderen Parasitenstadien, beginnend bei
den asexuellen Blutstadien bis hin zu Speicheldriisensporozoiten, festgestellt (Claudianos et
al., 2002; Trueman et al., 2004). Ebenso lielBen sich PbCCpl1/LAP2 und PbCCp2/LAP4 im

114



Diskussion

Gegensatz zu ihren P.-falciparum-Orthologen durch Proteomanalysen neben Gametozyten
auch in Ookineten und Oozysten detektieren; eine PbCCp4/LAP6-Expression wurde
zusatzlich in Sporozoiten beobachtet (Trueman et al., 2004). Zu &hnlichen Ergebnissen kam
das Labor von Prof. Dr. T. J. Templeton am WMC durch quantitative RT-PCR-Analysen aller
PbCCp-Transkripte sowie durch Expressionsanalyse mittels PbCCpl/LAP2- bis PbCC4/
LAPG6-spezifischer Promotorregionen und GFP als Reporterprotein (mundliche Kommuni-
kation Prof. Dr. T. J. Templeton). Fur alle PbCCp/LAP-Gene konnte eine Expression nicht
nur in Gametozyten, sondern auch in Oozysten funf, zehn und 15 Tage nach einer Mem-
branfiitterung von Anopheles-Micken nachgewiesen werden. Die Transkriptmenge war in
Oozysten jedoch deutlich geringer als in Gametozyten. Dementsprechend konnte zwar eine
starke Expression der PbCCp/LAP-GFP-Konstrukte in Gametozyten, jedoch nicht in
Oozysten verzeichnet werden. Im Gegensatz zu den Daten von Trueman et al. (2004) wurde
keine PbCCp/LAP-Expression in asexuellen Parasiten oder in Sporozoiten detektiert.

Der mangelnde Nachweis der PfCCp-Expression in den Mickenstadien von P. falciparum
kénnte bei den durchgefihrten Immundetektionen theoretisch auf einen Verlust der
entsprechenden Epitope durch Prozessierung oder durch eine Konformationsanderung der
Proteine zurtick zu fuhren sein (Trueman et al., 2004). Eine abschlieBende Klarung des
Sachverhaltes konnte durch den Einsatz von Antiseren gegen verschiedene Doméanen der
jeweiligen PfCCp-Proteine bei Expressionsstudien erreicht werden, ebenso wie durch RT-
PCR-Analysen an Miickenstadien.

Neben den Unterschieden im Expressionsprofil sprechen weitere Indizien dafir, dass die
PCCp/LAP-Proteine trotz ihrer konservierten Architektur in P. berghei und P. falciparum nicht
vollig identisch fungieren. Wie bereits erwahnt, ergaben Studien an jeweils zwei verschiede-
nen PfCCp2- und PfCCp3-KO-Klonen in mehreren unabhangigen Experimenten, dass sich
die Mutanten bis zur Sporozoitenentwicklung in den Mitteldarmoozysten vollig normal
entwickeln konnten (Pradel et al., 2004). Etwa zwolf Tage nach der Membranfutterung von
Anopheles-Miicken waren sowohl die Anzahl der Oozysten, als auch ihre Morphologie und
die Bildung von Sporozoiten innerhalb der Oozysten mit dem WT vergleichbar. Der KO-
Phanotyp manifestierte sich erst bei der vollstandig blockierten Migration der PfCCp2- und
PfCCp3-KO-Sporozoiten aus den Oozysten in die Speicheldrisen der Micke. In P. berghei
konnte dagegen bereits ab dem Oozystenstadium eine abnorme Entwicklung beobachtet
werden. Zwar bildeten sich ebenso viele PbCCpl/LAP2-, PbCCp3/LAP1- und PbCCp4/
LAP6-KO-Oozysten wie im WT. Bereits sieben Tage nach der Membranfitterung waren sie
jedoch signifikant groRRer als die gleichaltrigen WT-Oozysten; ein Effekt, der sich im Verlauf
der Infektionsdauer verstarkte (Claudianos et al., 2002; Raine et al., 2007). Lichtmikroskop-
ische Analysen spéater Oozysten zeigten im Falle der PbCCpl/LAP2-, PbCCp2/LAP4-,
PbCCp3/LAP1- und PbCCp4/LAP6-KO-Parasiten anschlieend zwei verschiedene Sub-
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populationen: ein Teil erinnerte an unreife WT-Oozysten, der andere Teil erschien im
Vergleich zum WT durch starke Vakuolenbildung degeneriert (Claudianos et al., 2002;
Trueman et al., 2004; Raine et al., 2007). Studien anhand von Transmissions-
elektronenmikroskopie lokalisierten die Vakuolenbildung im ER (Raine et al., 2007).
Zusatzlich konnte eine unvollstidndige Organisation des Kernmaterials in PbCCp/LAP-KO-
Oozysten festgestellt werden. Wahrend in WT-Oozysten bereits die Sporozoitenbildung
stattgefunden hatte, waren in den gleichaltrigen KO-Oozysten nur wenige, jedoch groR3e
Nuklei erkennbar (Raine et al., 2007). Zu &hnlichen Ergebnissen kam man in Prof. Dr. T. J.
Templetons Labor am WMC in Studien mit Doppel-KO-Mutanten in P. berghei (mindliche
Kommunikation Prof. Dr. T. J. Templeton). In jeweils drei unabhangigen Membranfitte-
rungen von Anopheles-Micken mit PbCCpl/PbCCp3- und PbCCpl/PbCCp4-Doppel-KO-
Mutanten wurde ebenfalls keine Beeintrachtigung der Parasitenentwicklung bis zum
Oozystenstadium festgestellt. Lichtmikroskopische Analysen zeigten jedoch anschlieRend
auch hier eine Degeneration durch Vakuolenbildung und eine vollstandige Inhibition der
Sporozoitenproduktion. Eine zusatzliche Beeintréachtigung der Parasitenentwicklung durch
das Ausschalten zweier PbCCp/LAP-Gene war jedoch nicht detektierbar.

Trotz Differenzen im Phanotyp von PfCCp- bzw. PbCCp/LAP-KO-Parasiten besitzen alle
bisher charakterisierten Mitglieder der PCCp/LAP-Familie aufgrund ihrer essentiellen Rolle
bei der Sexualentwicklung von Plasmodien bemerkenswertes Potential im Hinblick auf TBV-
Strategien. Die PfCCp4-KO-Studien im Rahmen dieser Arbeit lieRen dagegen erkennen,
dass es sich bei PICCp4 um kein essentielles Gen fir die Parasitenentwicklung in der Miicke
handelt. In finf unabh&ngigen Membranfutterungen konnte sowohl eine normale Oozysten-
als auch eine vollstdndige Sporozoitenbildung innerhalb der Oozysten verzeichnet werden.
Die Sporozoiten waren ebenfalls mehrheitlich in der Lage, die Speicheldrisen zu infizieren
(Scholz et al., 2007). Eine &hnlich redundante Funktion wurde kurzlich fur das sexual-
stadienspezifische Protein Pfs47 beschrieben, das auf der Oberflache weiblicher Gameto-
zyten und Gameten exprimiert wird. Obwohl sein Paralog, Pfs48/45, fir die Fruchtbarkeit
mannlicher Gameten unerlasslich ist (van Dijk et al., 2001), wird die Parasitentransmission
durch das Ausschalten von Pfs47 nicht beeintrachtigt (van Schaijk et al., 2006). Theoretisch
konnten eine Riuckmutation und der damit verbundene Verlust der KO-Vektorintegration
einen unauffalligen KO-Phanotyp erklaren. Da es sich dabei jedoch um ein hdchst seltenes
Ereignis handelt (Tsai et al., 2001) und im Rahmen dieser Studie bei allen funf
unabhangigen PfCCp4-KO-Klonen ein &hnlicher Phanotyp zu beobachten war, kann diese

Madglichkeit jedoch ausgeschlossen werden (Scholz et al., 2007).
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4.2 Molekulare Wechselwirkungen von PfCCp-Proteinen

wéahrend der Sexualphase von Plasmodium falciparum

Kirzlich wurde in unserem Labor gezeigt, dass PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 eine ko-
abhangige Expression sowie Ko-Lokalisation in reifen Gametozyten aufweisen (Pradel et al.,
2006). Zusatzlich konnte beobachtet werden, dass es in PfCCp3-KO-Parasiten trotz
unverénderten Transkriptlevels ebenfalls zu keiner Expression von PfCCp1 und PfCCp2 kam
(Pradel et al., 2006). Zusammen mit der Tatsache das PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 im
Zuge der Gametogenese partiell freigesetzt werden und die entstehenden Exflagellations-
zentren matrixahnlich umgeben (Pradel et al., 2004), legen diese Daten die Vermutung nahe,
dass PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 unter Bildung eines Komplexes interagieren (Pradel et
al., 2006; Wagner et al., 2006). Das Fehlen von PfCCp3 kénnte dabei zur Destabilisierung,
Degradierung und letztendlich zum Verlust von PfCCpl und PfCCp2 in PfCCp3-KO-
Parasiten filhren. Die Theorie der Komplexbildung konnte von Wagner et al. (2006) durch
erste Interaktionsstudien an rekombinanten PfCCp-Doméanen und den Nachweis direkter
Interaktionen zwischen ihnen untermauert werden. Ahnliche Wechselwirkungen gameto-
zytenspezifischer Adhasionsproteine wurden bereits fur Pfs48/45 und Pfs230 beschrieben.
Die beiden Proteine ko-lokalisieren innerhalb der parasitophoren Vakuole reifer Gametozyten
und bilden an der Plasmamembran einen stabilen Komplex, in dem das sekretierte Pfs230-
Protein an das GPI-verankerte Pfs48/45 bindet (Kumar, 1987; Kumar und Wizel, 1992).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zun&chst die ko-abhangige Expression von PfCCpl,
PfCCp2 und PfCCp3 durch Western-Blot-Analysen, auch im erst kirzlich hergestellten
PfCCpl1-KO-Klon 5YE2, bestatigt. Zusatzlich konnte eine Abhéangigkeit von PfCCp5 und
PfENPA von PfCCpl, PfCCp2, PfCCp3 und PfCCp4 festgestellt werden (M.-A. Dude,
unverdffentlichte Daten). Eine Abhangigkeit von PfCCp1, PfCCp2 und PfCCp3 von PfCCp4
konnte jedoch nicht identifiziert werden. Ebenso zeigte PfCCp4 in Immunfluoreszenzstudien
eine von PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 unabhangige Expression in den entsprechenden
PfCCp-KO-Gametozyten. Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass die Expression von
Pfs230 im PfCCp4-KO unbeeinflusst bleibt, obwohl beide Proteine ko-lokalisieren und
wahrend der Sexualentwicklung des Parasiten interagieren, wie in Ko-Immunprazipitations-
studien an WT-Gametozytenlysat gezeigt werden konnte. In weiteren Immunpréazipitations-
studien wurde zudem eine Wechselwirkung von PfCCp4 und Pfs48/45 detektiert.

Das Fehlen einer essentiellen PfCCp4-Funktion ist aufgrund seiner Interaktionen mit Pfs230
und Pfs48/45 umso erstaunlicher, da sowohl Pfs230- als auch Pfs48/45-KO-Mutanten in
inrer Sexualentwicklung deutlich inhibiert sind. Das Abschalten von Pfs230 und Pfs48/45

fuhrt in beiden Fallen zur betrachtlichen Reduktion der Fertilisationsrate und der Zygoten-
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bzw. Oozystenbildung (van Dijk et al., 2001; Eksi et al., 2006). Wéahrend Pf{s48/45-KO-
Mikrogameten ihre Fahigkeit verlieren, Makrogameten zu befruchten (van Dijk et al., 2001),
konnen Pfs230-KO-Mikrogameten keine Zell-Zell-Kontakte zu Erythrozyten mehr herstellen,
wodurch die Bildung von Exflagellationszentren stark beeintrachtigt wird (Eksi et al., 2006).
Interaktionen von Pfs230 und Glycophorin A, einem Oberflachenprotein von Erythrozyten,
das an der Ausbildung von Exflagellationszentren beteiligt ist (Templeton et al., 1998)
konnten hingegen durch Immunprazipitation nicht festgestellt werden (Eksi et al., 2006).
Obwohl Pfs230 und Pfs48/45 auf der Oberflache von Gametozyten und Gameten einen
Komplex bilden (Kumar et al., 1987; Kumar und Wizel, 1992), wurde in Studien zur ko-
abhangigen Expression der beiden Proteine keine Beeintrachtigung der Pfs48/45-Expression
in Pfs230-KO-Parasiten festgestellt (Eksi et al., 2006). Aktuelle Studien in unserem Labor
zeigen aulerdem, dass diese Pfs230-unabhangie Expression auch fir PfCCpl bis PfCCp4
gilt. PfCCp5 wird zwar ebenfalls in Pfs230-KO-Parasiten exprimiert, seine Expression ist
jedoch nicht mehr nur auf die Zellpole von Pfs230-KO-Gametozyten beschrankt. Eine
mogliche ko-abhangige Expression von PfFNPA muss noch untersucht werden (I. Rupp,
unveroéffentlichte Daten).

Analoge Ergebnisse konnten fur die PFCCp-Expression in Pfs48/45-KO-Parasiten beobachtet
werden (I. Rupp, unveroffentlichte Daten). Da Pfs48/45 fir Pfs230 jedoch die Verankerung
auf der Zelloberflache darstellt, kommt es auf der Oberflache von Pfs48/45-KO-Gameten
zum Verlust von Pfs230 (Eksi et al., 2006). Dementsprechend liegt der Verdacht nahe, dass
die Interaktion von PfCCp4 mit Pfs230 bzw. Pfs48/45 (iber ein Briickenprotein vermittelt wird,
das so wie PfCCp4 selbst unabhangig von Pfs230 und Pfs48/45 exprimiert wird.
Wechselwirkungen von PfCCp4 mit weiteren sexualstadienspezifischen Proteinen wie Pfs16
(Moelans et al., 1991; Baker et al., 1994; Bruce et al., 1994), Pfs25 (Vermeulen et al., 1985,
1986) und PfPeg3 (Silvestrini et al., 2005; Lanfracotti, et al., 2007) konnten durch Ko-
Immunprézipitation bisher jedoch nicht identifiziert werden. Tab. 4.1 fasst noch einmal die

ko-abhangigen Expressionsprofile unter Einbeziehung der jingsten Daten zusammen.

Tab. 4.1. Ko-abhangiges Expressionsprofil von Adhasionsproteinen wahrend der Befruch-
tungsvorgange in P. falciparum. ++, normale Expression; +, reduzierte Expression; -, keine

Expression; 0, Analyse steht noch aus.

PfCCp1-KO

PfCCp2-KO

PfCCp3-KO

PfCCp4-KO

Pfs230-KO

Pfs48/45-KO

PfCCpl

++

++

++

PfCCp2

++

++

++

PfCCp3

++

++

++

PfCCp4

++

++

++

++

++

PfCCp5

+

+

PENPA

0

0
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Unter Verwendung nativer PfCCp-Proteine aus Gametozytenlysat lieRen sich in unserem
Labor durch Ko-Immunpréazipitation Interaktionen zwischen allen PfCCp-Proteinen
nachweisen. In einem weiteren Versuchansatz mittels Affinitdtschromatographie rekombi-
nanter PfCCp-Proteine konnten diese Wechselwirkungen als direkte Interaktionen von
PfCCp-Doméanen untereinander identifiziert werden. Von besonderer Bedeutung scheinen
dabei sowohl die LCCL-Doméane als auch die SR-Doméne zu sein. Bei allen sechzehn
detektierten Interaktionen zwischen rekombinanten Proteinen von PfCCpl bis PfCCp4 war
die LCCL-Doméane anwesend, in neun Fallen die SR-Domane (56 %). Bei nur sechs
Wechselwirkungen enthielten die rekombinanten Proteine die NEC-Domane (38 %), bei funf
Interaktionen die Pentraxin- bzw. Lev-Domaéane (31 %). An einem Viertel der Interaktionen
war die Disc-Domaéane beteiligt, bei nur 19 % bzw. 6 % die LH- und ApicA-Domane bzw. die
Ric-Domane. Kirzlich konnten in unserem Labor auch fur PfCCp5 und PfFNPA direkte
Wechselwirkungen nachgewiesen werden (M.-A. Dude, unvertffentlichte Daten). Eine
eindeutige wechselseitige Interaktion liel3 sich wegen des teils inkonsistenten Bindungs-
verhaltens der im bakteriellen System exprimierten rekombinanten Proteine jedoch nicht
bestimmen.

In der Literatur wurde die SR-Domé&ne bereits als Protein-bindendes Motiv beschrieben
(Whitney et al., 1995; Delrieu et al., 2002; Claudianos et al., 2002). Haufig tritt diese kleine,
Uber Disulfidbriicken stabilisierte Strukturkomponente im extrazellularen Teil von membran-
gebundenen oder sekretierten Proteinen in einer Vielzahl von Spezies auf (Ubersichtsartikel
Aruffo et al., 1997). In Vertebraten wurde sie sowohl als Bestandteil von Rezeptoren auf der
Oberflache von Immunzellen entdeckt als auch in sekretierten Proteinen, die an
Abwehrmechanismen des Wirts beteiligt sind (Aruffo et al., 1997; Resnick et al., 1994; Yu et
al., 1990). Zusatzlich findet sich die SR-Doméne in Proteinen, die eine Rolle bei der
Regulation der Komplementkaskade oder der Bindung und Phagozytose bei Pathogen-
invasion spielen (Goldberger et al., 1987; Elomaa et al., 1998). In Invertebraten wurde von
Proteinen berichtet, die die SR-Doméane enthalten und als Oberflachenzellrezeptor, z.B. in
Schwammen, Zell-Zell-Kontakte vermitteln (Blumbach et al., 1998). Weitere extrazellulare
Proteine in Schwammen und Seeigeln, die Uber die SR-Domane verfligen, zeigen eine
Assoziation mit Sperma oder Coelomozyten, primitiven Immunzellen (Maller, 1997; Pancer,
2000). Insgesamt legen diese Daten in Kombination mit den in der vorliegenden Arbeit
gewonnenen Resultaten berechtigterweise die Vermutung nahe, dass die SR-Doméne an
Protein-Protein-Interaktionen der PfCCp-Proteine beteiligt sein kénnte.

Der LCCL-Doméne wurde hingegen bisher nur eine Polysaccharid-bindende Eigenschaft
zugeschrieben (Muta et al., 1991). Entdeckt wurde dieses Motiv erstmals im so genannten
Faktor C, dem Zymogen einer sekretierten Serinprotease im Pfeilschwanzkrebs Limulus

(Muta et al., 1991). Spater wurde es ebenfalls als Bestandteil des humanen, kochlearen
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Proteins Coch-5b2 und des Lungenreifungsproteins Lgl1 in der Ratte identifiziert (Robertson
et al., 1997; Kaplan et al., 1999). Von diesen drei Proteinen erhielt die Doméne schliel3lich
ihren Namen (Trexler et al., 2000; siehe Markierungen). Eine funktionelle Charakterisierung
des Motivs steht zwar noch aus, Proteine, die es enthalten, geben jedoch einen Anhaltspunkt
Uber mogliche Funktionsbereiche. So konnte bisher z.B. gezeigt werden, dass Faktor C in
Limulus die Bindung des Endotoxins LPS gramnegativer Bakterien vermittelt, wodurch eine
Koagulationskaskade als Abwehrmechanismus des Wirts initiiert wird. An diesem Prozess
scheint besonders jene N-terminale Region des Faktors C beteiligt zu sein, in der sich das
LCCL-Modul befindet, welches somit bei der Bindung des Polysaccharids LPS eine Rolle
spielen konnte (Nakamura et al., 1988; Muta et al., 1991; Trexler et al., 2000). Des Weiteren
finden sich im Lungenreifungsprotein Lgll, das auch in Mensch und Maus identifiziert
werden konnte, neben dem LCCL-Motiv andere Domanen, denen eine Beteiligung an einer
antikérperunabhangigen, antimikrobiellen Abwehr zugesprochen werden kénnte (Niderman
et al., 1995; Kjeldsen et al., 1996; Trexler et al., 2000); die Details sind jedoch weitgehend
unverstanden. Uber die Funktion des humanen Coch-5b2-Proteins, das mit einer
Taubheitsform namens DFNA9 in Verbindung gebracht wird, ist ebenfalls nur sehr wenig
bekannt. Es wird vermutet, dass es Uber zwei Regionen, die Homologien zu von-Willebrand-
Typ-A-Doménen aufweisen, an Komponenten der extrazellularen Matrix bindet (Robertson et
al.,, 1997, 1998). Da Typ-A-Domanen jedoch ebenso in Proteinen vielfaltiger Abwehr-
mechanismen wie Hamostase und Regulation des Komplementsystems, sowie des
Immunsystems zu finden sind, ware auch eine Beteiligung von Coch-5b2 und damit der
LCCL-Doméane an diesen Ablaufen denkbar (Colombatti und Bonaldo, 1991; Colombatti et
al., 1993). Die Resultate der in dieser Arbeit durchgefiihrten Affinitdtschromatographien
weisen neben der beschriebenen Fahigkeit Polysaccharide zu binden, zusatzlich auf ein
Potential des LCCL-Motivs zur Ausbildung von Protein-Protein-Interaktionen hin.

Zu den Domanen, die als rekombinante PfCCp-Proteine keine besonders ausgepragte
Bindungsaffinitat zeigten, zahlt das NEC-Modul. Neben der LCCL-Domane gilt es ebenfalls
als Polysaccharid-bindende Proteinkomponente (Pradel et al., 2004). Es wurde im Zuge der
PfCCp-Charakterisierung erstmals als allein stehendes Motiv identifiziert und nach zwei im
Tierreich hoch konservierten Oberflachenproteinen benannt, in denen es enthalten ist: den
Neurexinen und den Kollagenen. Auch bei weiteren, in Affinitatschromatographien nur wenig
bindungsaktiven Domé&nen namens Ricin, Discoidin und Levanase handelt es sich um
Module, die laut Literatur bevorzugt mit Polysacchariden in Verbindung treten (Baumgartner
et al., 1998; Ponting und Russell, 2000). Dies kénnte die geringe Ausbildung von Protein-
Protein-Wechselwirkungen bei den hier durchgefuhrten Experimenten erklaren. Der LH-
Domane wird dagegen sowohl ein Beteiligung an Protein-Protein- als auch an Protein-Lipid-
Interaktionen zugeschrieben (Bateman und Sandford, 1999; Delrieu et al., 2002; Claudianos
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et al., 2002). Dies konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht bestéatigt werden.
Verantwortlich konnte dafur eine moglicherweise inkorrekte Proteinfaltung oder mangelnde
Modifikation durch die Expression der Domane als rekombinantes Protein im bakteriellen
System sein. Uber das Bindungsverhalten der ApicA-Doméane und des Pentraxin-Moduls ist
bisher nichts bekannt. Wahrend die ApicA-Doméne ausschlie3lich in der PfCCp-Familie
auftritt (Pradel et al., 2004), findet sich das Pentraxin-Motiv zusatzlich in einer Proteinfamilie,
die an der Ausbildung einer akuten Immunantwort samt Agglutination, Komplement-
aktivierung und Phagozytose beteiligt ist (Bharadwaj et al., 2001; Claudianos et al., 2002).
Die Resultate im Rahmen dieser Arbeit legen jedoch die Vermutung nahe, dass beide Motive
keine ausgepragte Bindungsaffinitat an Proteine besitzen.

In einem abschlieRenden Versuchansatz wurde die Bindung rekombinanter PfCCp-Proteine
an Sexualstadien von P. falciparum betrachtet. Da Makrogameten nach der Freisetzung der
PfCCp-Proteine wahrend der Exflagellation reifer Mikrogametozyten als potentielle
Bindungspartner eine Schlisselrolle einnehmen kdnnten, standen sie im Mittelpunkt der
Untersuchungen. In den Zelladhdsionsexperimenten an fixierten WT-Gametenkulturen
konnte gezeigt werden, dass sich rekombinante PfCCp-Proteine, die bereits in Affinitats-
chromatographiestudien an einer direkten Interaktionen beteiligt waren, an etwa ein Viertel
der analysierten Makrogameten anlagerten. Die Interaktionsrate der rekombinanten PfCCp-
Proteine konnte dabei vom Reifegrade der Makrogameten, z.B. durch die An- oder Ab-
wesenheit eines Oberflachenproteins, abhangig sein.

Wahrend Mikrogametozyten nach Induktion der Exflagellation ihnr Genom dreimal replizieren,
von einem haploiden in einen oktaploiden Zustand wechseln und acht flagellenartige
Mikrogameten bilden, lasst sich bei Makrogametozyten ausschlie3lich ein Ausbrechen aus
ihrer Erythrozytenhille sowie ein Abrunden beobachten (Sinden, 1983; Sinden und Hartley,
1985; Janse et al., 1986, 1988). Dass sich jedoch im Laufe von etwa 20 Minuten bis zur
Vollendung der Gametenbildung auch in Makrogameten weitere Differenzierungsschritte
vollziehen, zeigen u. a. erst kirzlich veréffentlichte Ergebnisse lber die RNA-Helikase DOZI
(development of zygote inhibited) in P. berghei: sie bildet in Gametozyten mit Pb25- sowie
Pb28-mRNA einen Komplex, der die Translation bis zur Induktion der Gametogenese
reprimiert (Mair et al., 2006). Zwar wird dadurch wahrend der Gametogenese eine rasche
Proteinproduktion gewahrleistet, die korrekte Proteinlokalisierung oder -prozessierung
kénnte jedoch einen Zeitfaktor darstellen, der zu einer Variation im Reifegrad von
Makrogameten fiihren konnte. In diesem Zusammenhang konnte in vorliegender Arbeit
durch Immunfluoreszenzstudien auch beobachtet werden, dass Pfs25 in unaktivierten
Gametozyten im Zytoplasma vesikular exprimiert wird, wahrend in reifen, aktivierten
Gametozyten neben der vesikuldaren Expression ebenso eine beginnende, jedoch nicht
schlagartige Oberflachenassoziation detektierbar war. Eine Variation der PfCCp-Bindungs-
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affinitdt bzw. ihrer Interaktionsrate mit Makrogameten ware aufgrund einer nicht synchroni-
sierten Reifung wahrend der Gametogenese somit durchaus denkbar.

Insgesamt lassen die vorliegenden Daten darauf schliel3en, dass ausgewahlte Mitglieder der
PfCCp-Familie sowohl durch Protein-Protein-Interaktionen innerhalb ihrer Familie, als auch
durch Wechselwirkung mit anderen sexualstadienspezifischen Proteinen - z.B. innerhalb der
parasitophoren Vakuole reifer Gametozyten und auf der Oberflache von Gameten - eine

wichtige Rolle bei den Befruchtungsvorgangen in P. falciparum spielen.

4.3 Die Rolle der PfCCp-Proteine wahrend der Befruch-
tungsvorgange in Plasmodium falciparum - eine Arbeits-

hypothese

Die ko-abhangige Expression von PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3, ihre partielle Freisetzung
wahrend der Gametogenese nach Induktion der Exflagellation, sowie der Nachweis, dass
alle PfCCp-Proteine nicht nur miteinander, sondern besonders im Falle von PfCCp4 auch mit
anderen sexualstadienspezifischen Proteinen wie Pfs230 und Pfs48/45 interagieren, flhrten
zu folgender Hypothese (Abb. 4.1):

Nach der Differenzierung von Sexualstadien aus asexuellen Parasiten, dem Durchlaufen der
Gametozytogenese und der Induktion der Gametogenese werden zwei unterschiedliche
Prozesse initiiert. Zum einen kommt es zum vielfach beschriebenen Ausbrechen der
Mikrogametozyten aus den Erythrozyten und zur Exflagellation bis hin zur Bildung von
Mikrogameten. Diese nehmen im exflagellierenden Zustand Zellkontakt zu parasitierten und
unparasitierten Erythrozyten auf und bilden dadurch groRe Zellansammlungen, die
lichtmikroskopisch leicht erkennbar sind. Zum anderen wird gemalR} der Hypothese unseres
Labors parallel dazu ein zweiter, bisher nicht in der Literatur behandelter Prozess ausgeltst.
Dabei werden, besonders beim Ausbrechen von Makrogametozyten aus Erythrozyten,
sexualstadienspezifische Adhésionsproteine wie die Mitglieder der PfCCp-Familie, Pfs230,
Pfs48/45 oder Pfs25 einzeln oder bereits als Proteinkomplexe aus der parasitophoren
Vakuole freigesetzt bzw. an der Oberflache von Gameten exponiert. Anschlieend bilden
mindestens PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 durch Interaktionen eine matrixahnliche Struktur,
in der sie Exflagellationszentren aus Erythrozyten, Gametozyten sowie Gameten umgeben
und mit anderen freigesetzten oder Oberflaichen-assoziierten Proteinen in Kontakt treten.
Begleitet werden diese Ablaufe von Proteinprozessierungen durch Proteasen, wie bereits fur
die Spaltung und partielle Freisetzung von Pfs230 wahrend der Gametogenese gezeigt

werden konnte (Williamson et al., 1996; Brooks und Williamson, 2000). Vor kurzem wurde in
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unserem Labor zuséatzlich die Prozessierung von PfCCpl und PfCCp3 im Laufe dieser
Entwicklungsphase nachgewiesen. In Inhibierungsstudien wurde aufR3erdem festgestellt, dass
eine Reihe von Proteasen an der Bildung von Exflagellationszentren beteiligt ist. Neben
Cystein-Proteasen scheinen ebenso Serin-Proteasen, Aspartat-Proteasen sowie Metallo-
Proteasen eine essentielle Rolle zu spielen (Torres et al.,, 2005, Rupp et al., in Druck).
Wahrend fur Falcipain-1, eine Cystein-Protease, in KO-Studien bereits gezeigt werden
konnte, dass sie zwar keinen Einfluss auf die Exflagellation von Mikrogameten, aber
dennoch auf die Bildung von Oozysten ausibt (Eksi et al., 2004), steht die funktionale

Charakterisierung der meisten anderen Proteasen noch aus.

Blutstadien dem Erythrozyten

Aktivierung

Expression und Zusammenschluss
der Adhdsionsproteine

Asexuelle Gametozytogenese ‘ Ausbrechen aus

Prozessierung der
Adhdsionsproteine

Gametogenese

Oberflaichenprdsentation
und Freisetzung von
Adhdsionsproteinen

Exflagellierender
Mikrogametozyt

. Erythrozyt

) Adhisionsproteine vermitteln
@ Farasit

Zellkontakte und Ausbildung

Kiiisione ven Zellkomplexen

proteine

. Proteinkomplex Exflagellationszentrum

Abb. 4.1. Hypothese der Proteinkomplexbildung wahrend der Sexualphase von P. falciparum.®’

Die Funktion der matrixahnlichen Proteinkomplexe bzw. der Protein-Protein-Interaktionen
unter PfCCp-Beteiligung ist bisher ungeklart. Eine Aufgabe der Matrixstruktur kénnte darin
bestehen, die raumliche Nahe von méannlichen und weiblichen Gameten zu vermitteln, um
eine rasche Fertilisation im widrigen Milieu des Muckenmitteldarms zu beginstigen. Dem
widerspricht jedoch der Phéanotyp der PfCCp2- bzw. PfCCp3-KO-Parasiten. Wirden die

Proteine tatsachlich eine essentielle Funktion fur die Befruchtung ausiben, ware die

123



Diskussion

Parasitenentwicklung nicht erst bei der Sporozoitenmigration aus den Oozysten in die
Speicheldrisen inhibiert, sondern bereits bei der Zygotenbildung.

Eine weitere mdgliche Funktion der PfCCp-Proteine kénnte eine Beteiligung an einem
Immunevasionsmechanismus darstellen. Sexualstadien von P. falciparum werden bei einer
Blutmabhlzeit im Mitteldarm der Mucke nicht nur spezifischen Antikdrpern, sondern auch den
Faktoren des Komplementsystems ohne schiitzende Erythrozytenhille ausgesetzt. PfCCp-
Proteine konnten dabei eine Blockierung oder Maskierung von Bindungsstellen des Immun-
systems vermitteln und dadurch die Abwehrmechanismen des Wirts aulRer Kraft setzen. In
diesem Zusammenhang befassen sich aktuelle Studien in unserem Labor mit Interaktions-
analysen von PfCCp-Proteinen und Faktor H, der Zellen durch seine Oberflachenbindung vor
einem Angriff durch Komponenten des Komplementsystems schiitzen kann (Ubersichts-
artikel Pangburn, 2000). Dennoch mussten die PfCCp-Proteine auch bei diesen Ablaufen
eine redundante Rolle spielen, da es bei ihrem Verlust in KO-Studien zu keiner geringeren
Fertilisationsfrequenz kommt. Dies wirde erwartet, wenn durch das Fehlen der PfCCp-
Proteine die Sexualstadien verstarkt dem Angriff des Komplementsystems ausgesetzt wéren
und somit ihre Zahl reduziert wiirde. Der PfCCp2- bzw. PfCCp3-KO-Phé&notyp misste somit
auf eine weitere Funktion der PfCCp-Proteine zurtickgefiuhrt werden.

Es ware denkbar, dass durch die direkten und indirekten Interaktionen der PfCCp-Mitglieder
Proteinkomplexe entstehen, die Rezeptor-Liganden-Gebilde oder multimere Liganden
darstellen. Durch ihre Bindung an Sexualstadien von Plasmodium - wie sie im Rahmen
dieser Arbeit bereits zwischen rekombinanten PfCCp-Proteinen und Makrogameten gezeigt
wurde - kdnnte es zur Induktion einer Signalkaskade kommen. Am Ende dieser Kaskade
konnte wiederum die Regulation eines Transkriptionsfaktors stehen, der erst im spateren
Verlauf der Parasitenentwicklung, z.B. bei der Sporozoitenreifung, eine Rolle spielt. Ein
verzogerter Effekt durch Signaltransduktion konnte demnach eine Erklarung fur die
Diskrepanz zwischen PfCCp-Expression in Gametozyten und Phé&notypmanifestation des
PfCCp2- und PfCCp3-KO im viel spateren Sporozoitenstadium liefern.

Das Wissen um Signalwege, die an der Entwicklung der Sexualstadien in Plasmodium
beteiligt sind, ist jedoch nur sehr vage. Es steht jedoch auRer Frage, dass diese Form der
Informationsweitergabe wahrend der Befruchtungsvorgange von Plasmodium eine zentrale
Rolle spielt, da die Gamogonie selbst durch Umwelteinflisse induziert wird und somit
notwendigerweise von der Ubermittlung &duRerer Bedingungen ins Zellinnere abh&ngig ist
(Ubersichtsartikel Alano, 2007). So werden z.B. als Ausloser fiir die Induktion der Sexual-
stadien Stressfaktoren durch das Wirtsimmunsystem (Motard et al., 1993), Steroide und
Kortikosteroide (Lingnau et al., 1993), Anamie (Nacher et al., 2002) sowie ein erhohter
Retikulozytenspiegel (Trager und Gill, 1992; Trager et al., 1999) diskutiert. Als parasitére
Faktoren kommen hohe Parasitamie und Hamolyse (Schneweis et al., 1991) sowie autokrine
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Faktoren in Frage (Williams, 1999; Dyer und Day, 2003). Uber die Regulation ist jedoch nur
wenig bekannt (Ubersichtsartikel Alano, 2007; Pradel, 2007). Haufig konnte allerdings eine
Reduktion der Gametozytenbildung in vitro bei Deletionen im subtelomeren Bereich des
neunten Chromosoms festgestellt werden (Day et al., 1993; Barnes et al., 1994).

Zusatzlich wurden Signale identifiziert, die zur Exflagellation mannlicher Gametozyten
fuhren, wie der Kohlenstoffdioxidgehalt der Umgebung (Nijhout und Carter, 1978), ein
Senken der Inkubationstemperatur bzw. ein Anstieg des pH-Wertes (Sinden, 1983; Billker et
al., 1997) und die Anwesenheit von Xanthurensaure (Billker et al., 1998; Garcia et al., 1998).
Und ebenso finden sich biochemische Anhaltspunkte, dass diese Signale eine Aktivierung
von zyklischem GMP, phosphoinositol- und kalziumabhéngigen Signalkaskaden nach sich
Ziehen (Kawamoto et al., 1990, 1993; Ogwan’'g et al., 1993; Martin et al., 1994). Die Details
einer solchen Signalkaskade liegen jedoch ebenfalls weiterhin im Dunkeln. Gleiches gilt fur
eine kalziumabhangige Proteinkinase in P. berghei, PbCDPK4, deren Relevanz fir die
Bildung ménnlicher Gameten durch Studien mittels reverser Genetik identifiziert wurde
(Ubersichtsartikel Alano, 2007). Die Aktivierung dieser Kinase durch Xanthurens&ure fiihrt
gemal Billker et al. (2004) zu einer Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration,
wodurch wiederum die Replikation in Mikrogametozyten reguliert wird. Auch hier gilt es, die
expliziten Ablaufe zu erforschen.

Es folgte die Identifikation weiterer Kinasen wie Pbmap-2 (Rangarajan et al., 2005; Khan et
al., 2005; Tewari et al., 2005), Pfnek-3 (Lye et al., 2006), Pfnek-1 (Dorin et al., 2001), Pfmap-
2 (Dorin et al., 1999), Pbnek-4 (Khan et al., 2005; Reininger et al., 2005) und PbCDPK3
(Ishino et al., 2006; Siden-Kiamos et al., 2006). Wahrend Pbmap-2 als Regulator der
Zytokinese in mannlichen Gameten beschrieben wurde (Rangarajan et al., 2005; Khan et al.,
2005; Tewari et al., 2005), konnte fir sein P.-falciparum-Homolog Pfmap-2 gezeigt werden,
dass es in vitro durch die Kinasen Pfnek-3 (Lye et al., 2006) und Pfnek-1 (Dorin et al., 2001)
phosphoryliert wird (Dorin et al., 1999). Eine weitere Folge des gleichen Signalwegs scheint
in Zygoten die Regulation der DNA-Replikation durch die NIMA-ahnliche Kinase Pbnek-4
darzustellen (Khan et al., 2005; Reininger et al., 2005). Die Kinase PbCDPK3 ist dagegen
offenbar fir die Beweglichkeit und Infektiositat von Ookineten von Bedeutung (Ishino et al.,
2006; Siden-Kiamos et al., 2006).

Insgesamt verdeutlichen diese Daten, dass der plasmodialen Sexualphase ein auf3erst
kompliziertes Netz aus Signalwegen zugrunde liegt, an dem auch die PfCCp-Proteine als
extrazellulare Signalgeber durch die Bildung von Rezeptor-Liganden-Gebilden oder multi-

meren Liganden und ihre Bindungsaffinitat zu Makrogameten einen Anteil haben kénnten.
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4.4 Potential der PfCCp-Proteine als TBV-Komponenten

Erst in den letzten zwei Jahrzehnten rickte die Sexualphase von Plasmodium als Angriffsziel
transmissionsblockierender Strategien ins Licht des wissenschaftlichen Interesses, da deren
Bekampfung lange Zeit weder dem Wohl der Patienten, noch der Ausrottung der Mucke
zutraglich zu sein schien (Ubersichtsartikel Carter, 2001; Richie und Saul, 2001; Kaslow,
2002). Ziel von TBV ist es, im Menschen eine ausreichende Antikorperproduktion gegen
sexuelle Parasitenantigene zu aktivieren, um die Parasitenentwicklung in der Micke,
maoglicherweise unter Beteiligung des Komplementsystems, zu blockieren (Carter et al.,
2000; Carter, 2001; Stowers und Carter, 2001; Kaslow, 2002). Dies soll dazu dienen, die
Ausbreitung der Krankheit zu reduzieren oder im Idealfall vollstandig zu inhibieren. Eine
Herausforderung stellt bei dieser Strategie die Identifizierung von Proteinen dar, die nicht nur
in der Sexualentwicklung des Parasiten eine essentielle Rolle spielen, sondern als Antigen
zusatzlich im Zwischenwirt Mensch ausreichend immunogen wirken.

Zu den ersten sexualstadienspezifischen Proteinen, die vor etwa zwei Jahrzehnten entdeckt
wurden, zahlt das Protein Pfs25 (Vermeulen et al., 1985, 1986; Kaslow et al., 1988). Zehn
Jahre spater wurde sein Paralog Pfs28 identifiziert (Duffy und Kaslow, 1997). In
Membranfutterungen von Anopheles-Micken konnte bereits gezeigt werden, dass Anti-
korperkombinationen gegen Pfs25 und Pfs28 die Transmission von P. falciparum durch
Unterdriickung der Oozystenbildung vollstandig inhibieren (Kaslow et al., 1988; Kaslow,
1997; Duffy und Kaslow, 1997). Durch nasale Immunisierung von Mausen mit Pfs25 konnte
sogar ein vollstéandiger Schutz gegen P. falciparum aufgebaut werden (Arakawa et al., 2005).
In ersten klinischen Studien im Menschen zeigte sich jedoch, dass rekombinant exprimiertes
Pfs25 alleine keine ausreichende immunogene Wirkung entfaltet (Kaslow und Shiloach,
1994; Zou et al., 2003). Daher wird derzeit nach geeigneten Adjuvantien zur Optimierung der
Immunantwort gesucht. Erste Erfolge wurden in Rhesusaffen erzielt, in denen eine Pfs25-
induzierte Immunabwehr die Transmission des Parasiten in der Mlcke vollig blockierte (Wu
et al., 2006).

Als sehr viel versprechend gilt heute auch das bereits haufiger erwéhnte, sexualstadien-
spezifische Protein Pfs230 (Rener et al., 1983; Quakyi et al., 1987; Williamson et al., 1993,
1995). Es konnte bereits gezeigt werden, dass Immunseren gegen dieses Protein die
Infektidsitat der Micken gegentber P. falciparum deutlich senken (Williamson et al., 1995).
In vitro inhibiert die Zugabe von anti-Pfs230-Antikérpern zu exflagellierenden Kulturen in
Gegenwart von aktivem Serum die Gametenbildung sogar vollstédndig (Read et al., 1994;
Healer et al., 1997; Williamson, 2003). Nach DNA-Impfung von Ma&usen vermittelte

besonders eine so genannte Region C, die sich Uber die ersten Cystein-reichen Module
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erstreckt (Bustamante et al., 2000), verbunden mit einem zusatzlichen GPI-Anker einen
hohen 1gG-Spiegel (Fanning et al., 2003).

Ebenso stellt Pfs48/45 einen potentiellen Kandidaten fur TBV-Strategien dar (Rener et al.,
1983; Vermeulen et al., 1985; Kocken et al., 1993). Bei mannlichen P48/45-KO-Mutanten
war, wie bereits erwéahnt, die Motilitdt und Fahigkeit Makrogameten zu befruchten stark
eingeschrankt (van Dijk et al., 2001). In Mausen induzierte vor allem eine Region aus zehn
Cysteinen von Pfs48/45 eine starke Immunantwort, deren AntikOrper transmissions-
blockierend wirkten (Outchkourov et al., 2007). In Feldstudien zeigte sich auRerdem, dass
Malariapatienten dazu fahig sind, Antikérper sowohl gegen Pfs230 als auch gegen Pfs48/45
zu bilden (Williamson, 2003).

Ein weiteres sexualstadienspezifisches Protein aktueller TBV-Forschung ist Pfsl6. Es
befindet sich in der Membran der parasitophoren Vakuole und wird ab dem Stadium | der
Gametozytogenese exprimiert (Moelans et al., 1991; Baker et al., 1994; Bruce et al., 1994).
In KO-Studien konnte gezeigt werden, dass es in der Sexualentwicklung des Malariaerregers
eine wichtige Rolle zu spielen scheint, da der Verlust von Pfs16 zu einer Reduktion der
Gametozytenbildung und der Exflagellationsrate mannlicher Gametozyten fuhrte (Kongka-
suriyachai et al., 2004). Ebenso verfugt Pfg27, das in Gametozyten ab dem Stadium Il
exprimiert wird, Uber viel versprechendes Potential als TBV-Komponente (Alano et al., 1991,
Lobo et al., 1994). Bei Pfg27 handelt es sich um ein intrazellulares Protein, das phosphory-
liert wird (Kumar, 1997) und als Homodimer einzelstrangige RNA binden kann (Sharma et
al., 2003). Durch das Unterbinden seiner Expression konnte in KO-Parasiten die Reifung von
Gametozyten durch Vakuolenbildung vollstédndig blockiert werden (Lobo et al., 1999). Das
Protein PCTRP (Trottein et al., 1995), das in den Mikronemen von Ookineten exprimiert wird,
scheint dagegen eine essentielle Rolle bei der Infektidsitat von Ookineten zu spielen.
Schaltet man sein zugehdriges Gen aus, so kénnen die KO-Parasiten das Mitteldarmepithel
nicht mehr durchdringen und keine Oozysten ausbilden (Templeton et al., 2000; Dessens et
al., 1999; Yuda et al., 1999). Ein ahnlicher Phanotyp wurde fiir KO-Parasiten der Proteine
PbMOAP/PPLP3- (Kadota et al., 2004), PbPLP5 (Ecker et al., 2007), WARP (Yuda et al.,
2001; Li et al., 2004) und PbSOAP (Dessens et al., 2003) beobachtet. Auch bei dem Verlust
von PCHT1 kommt es zu einer reduzierten Infektionsrate des Mickenmitteldarms (Tsai et
al., 2001; Dessens et al., 2001). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass Antikérper gegen
PfCHTL1 die Transmission des Parasiten in der Micke inhibieren (Li et al., 2005). Gegen-
stand aktueller Forschung sind des Weiteren die sexualstadienspezifischen Proteine PIMR5
(Eksi und Williamson, 2002), Pfpeg-3 sowie Pfpeg-4 (Silvestrini et al., 2005; Lanfracotti et al.,
2007).

Unsere Arbeitsgruppe beschéftigt sich im Hinblick auf TBV-Strategien mit den Mitgliedern

der PfCCp-Familie. Sie bestehen aus multiplen Adhasionsdoméanen, die in ihrer auf3er-
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gewohnlichen Kombination im Stamm der Apikomplexa nicht nur eine hohe Konservierung,
sondern ebenso eine erstaunliche Einzigartigkeit aufweisen (Templeton et al., 2004; Pradel
und Templeton, 2006). Dies deutet auf eine essentielle Funktion der PfCCp-Proteine
wahrend der Parasitenentwicklung hin, wie sie bereits fur PfCCp2 und PfCCp3 gezeigt
werden konnte. Kombiniert mit dem sexualstadienspezifischen Expressionsprofil und der
Beteiligung an der Ausbildung von multimeren Proteinkomplexen, lassen diese Daten darauf
schlieBen, dass ausgewdahlte Mitglieder der PfCCp-Familie Uber ein viel versprechendes
Potential als Komponenten transmissionsblockierender Vakzine verfligen. Bestatigung findet
dies in aktuellen Exflagellationsinhibitionsexperimenten in unserem Labor. Diese ergaben,
dass polyklonale Antikorper gegen verschiedene PfCCp-Doméanen unter Komplement-
beteiligung die Ausbildung von Exflagellationszentren in vitro signifikant beeintrachtigen
(Scholz et al., 2007). Dies entspricht den Daten fir Pfs230 (s. 0., Read et al., 1994; Healer et
al., 1997; Williamson, 2003). Interessanterweise konnte in unserem Labor au3erdem gezeigt
werden, dass sich dieser Effekt unter Verwendung von Pfs230-Antikérpern und aktivem
Serum in PfCCp4-KO-Parasiten bis hin zur voélligen Inhibition der Exflagellation verstarkt
(Scholz et al., 2007). Dies deutet darauf hin, dass Pfs230 bei Verlust von PfCCp4 flir seine
Antikorper freier zugénglich sein kénnte, und bestatigt somit erneut eine Interaktion der
beiden Proteine.

Insgesamt bieten die hier diskutierten Ergebnisse gentigend Anreize fur detailliertere
Charakterisierungen der PfCCp-Funktion, um das Verstandnis ihrer Rolle wahrend der
Sexualphase von P. falciparum zu fordern und das Potential ausgewéhlter PfCCp-Mitglieder

als Untereinheit transmissionsblockierender Vakzine weiter zu erforschen.
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5 Ausblick

Ausgewahlte Mitglieder der PfCCp-Multiadhdsionsdoméanenfamilie besitzen aufgrund ihrer
sexualstadienspezifischen Expression und essentiellen Funktion wahrend der Parasiten-
entwicklung in der Micke viel versprechendes Potential fir Komponenten transmissions-
blockierender Vakzine. In unserem Labor konnte gezeigt werden, dass PfCCp-Antiseren in
Anwesenheit von aktivem Serum in vitro die Exflagellation partiell inhibieren. Nun sollen
Membranfiutterungen von Anopheles-Micken an humanem Blut, das mit PfCCp-Antiseren
angereichert wird, Aufschluss dariber geben, ob PfCCp-Antikdrper in vivo die Transmission
von P. falciparum unterbinden kénnen. Dabei soll durch Variation des Antiserengemisches
die optimale Kombination und Konzentration der unterschiedlichen PfCCp-Antiseren ermittelt
werden. Zusétzlich wére es interessant, in weiteren Membranfitterungsexperimenten zu
untersuchen, ob bei einer Mickenblutmahlzeit an PfCCp-KO-Parasiten eine Erganzung mit
den entsprechenden rekombinanten Proteinen die Transmission fur PfCCp2- bzw. PfCCp3-
KO-Parasiten in Anopheles-Mucken wiederhergestellt werden kénnte.

Die in vorliegender Arbeit durchgefiuihrten Interaktionsstudien stiutzen die aufgestellte
Hypothese, dass multiple Adhasionsproteine wahrend der Gamogonie einen Protein-
komplex ausbilden. Daher beinhalten weiterfiUhrende funktionelle Analysen in vitro die
Charakterisierung der PfCCp-Interaktionen wahrend der Sexualphase des Malariaerregers.
Affinitatschromatographiestudien unter Verwendung einzelner rekombinanter Domanen
sowie yeast-two-hybrid-Analysen konnten dabei zur eindeutigen Identifizierung der inter-
agierenden PfCCp-Module fuhren. Ko-Immunprazipitationsstudien an Gametozyten- und
Gametenlysat sollen zusétzlich die Beteiligung weiterer sexualstadienspezifischer Proteine
klaren. MALDI-TOF-Analysen prazipitierter PfCCp-Interaktionspartner koénnten in diesem
Zusammenhang hilfreich sein, beteiligte Proteine antikdrperunabhangig zu ermitteln. Weitere
Experimente mittels Affinitatschromatographie und Ko-Immunprazipitation dienen in unserem
Labor aktuell dazu, die mogliche Bindung von Komplementfaktoren an PfCCp-Proteine zu
untersuchen. Dies ist vor allem im Hinblick auf Immunevasionsmechanismen durch
Plasmodien von Bedeutung. Von besonderem Interesse ist an dieser Stelle Faktor H, der
durch seine Bindung an Oberflachenmolekile Zellen vor einem Angriff des Komplement-
systems schiitzen kann.

Ob die Interaktion rekombinanter PfCCp-Proteine mit Makrogameten, wie sie in dieser Arbeit
durch Zelladhasionsstudien gezeigt wurde, eine Signalkaskade initiiert, konnte durch die
Messung des intrazelluldaren Kalziumspiegels von WT- bzw. PfCCp2- und PfCCp3-KO-
Makrogameten nach Bindung rekombinanter Proteine untersucht werden. Da in der Regel
ein Kalziumanstieg als Indikator einer Signalkaskadenaktivierung gilt, kbnnten Variationen

zwischen WT- und KO-Parasiten auf eine PfCCp-vermittelte Induktion hindeuten. In diesem
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Zusammenhang wére es ebenfalls interessant zu analysieren, ob die Bindungsaffinitat der
rekombinanten PfCCp-Proteine zwischen WT- und PfCCp2- bzw. PfCCp3-KO-Makro-
gameten variiert. Zusatzlich kbénnten rekombinante PfCCp-Proteine, die den Prozessierungs-
produkten von PfCCpl und PfCCp3 wéahrend der Gametogenese entsprechen, auf ihr
Bindungsvermdgen an Makrogameten untersucht werden; eine hohere Bindungsaffinitat
ware denkbar. Zuvor missten jedoch die Spaltstellen innerhalb der beiden PfCCp-Proteine
identifiziert werden, um eine entsprechende Klonierung rekombinanter PfCCp-Konstrukte zu
ermdglichen. Bioinformatische Analysen kénnten durch den Abgleich der PfCCp-Sequenzen
mit gangigen Prozessierungsmotiven hierbei Abhilfe schaffen.

Insgesamt stehen somit zwei Aspekte im Fokus der aktuellen und zukinftigen Forschung.
Einerseits liegt ein Schwerpunkt auf der Evaluierung des PfCCp-Potentials in transmissions-
blockierenden Experimenten. Andererseits nimmt die Analyse der molekularen PfCCp-
Wechselwirkungen eine zentrale Rolle ein, um die Funktion dieser Proteine bei der
Regulation der Sexualphase zu verstehen und Licht in die komplexen Vorgdnge des
P.-falciparum-Lebenszyklus zu bringen, der zu den kompliziertesten unter den Parasiten
zahlt.
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6 Zusammenfassung

Trotz intensiver Forschung und des Global-Eradication-of-Malaria-Programms der WHO in
den 1950er Jahren zahlt Malaria neben AIDS und Tuberkulose auch heute immer noch zu
den bedeutendsten Infektionskrankheiten weltweit. Aufgrund rasch zunehmender Resistenz-
entwicklung der Erreger gegen gangige Prophylaxe- sowie Therapieprdparate und dem
Fehlen eines Impfstoffs sterben jahrlich bis zu drei Millionen Menschen an Malaria. Seit vor
etwa zwei Jahrzehnten das wissenschaftliche Interesse an transmissionsblockierenden
Vakzinen gegen den Malariaerreger erwachte, ruckten sexualstadienspezifische Ober-
flachenproteine in den Fokus der Impfstoffforschung. Dabei gelten besonders Proteine mit
Adhasionsdoménen, die an Parasit-Parasit- oder Parasit-Wirts-Interaktionen beteiligt sein
konnten, als viel versprechende Kandidaten fir Komponenten transmissionsblockierender
Vakzine. Im Zuge der vollstandigen Sequenzierung des P.-falciparum-Genoms wurde bei
dem Screenen nach Genen, die multiple tier- oder bakteriendhnliche, adhéasive, extra-
zellulare Doménen kodieren, die PfCCp-Familie identifiziert. lhre sechs Mitglieder besitzen
eine bemerkenswerte Vielfalt an hoch konservierten, adhédsiven Modulen, die eine
Beteiligung an Protein-Protein-, Protein-Polysaccharid- oder Protein-Lipid-Interaktionen
vermuten lassen. Die Multiadhdsionsdoméanenproteine wurden aufgrund des gemeinsamen
LCCL-Moduls PfCCp1l bis PfCCp5 benannt. Dem sechsten Mitglied, PfFNPA, fehlt zwar die
namensgebende Doméne, doch die ausgepragte Ahnlichkeit zu PfCCp5 fiihrte zur
Integration des Proteins in die PfCCp-Familie.

Die Charakterisierung der ersten drei Mitglieder zeigte, dass PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3
sexualstadienspezifisch exprimiert werden und in der parasitophoren Vakuole reifer
Gametozyten lokalisiert sind. Immunfluoreszenzstudien lieRen aul3erdem erkennen, dass die
Proteine wahrend der Gametenbildung partiell freigesetzt werden und in einer matrix-
ahnlichen Struktur Exflagellationszentren umgeben. In Knockout-Studien erwiesen sich
PfCCp2 und PfCCp3 zusétzlich als essentielle Faktoren fur die Migration reifer Sporozoiten
aus den Mitteldarmoozysten in die Speicheldrisen der Micken. Damit erflllen sie die zwei
grundlegenden Kriterien fir Komponenten transmissionsblockierender Vakzine: eine sexual-
stadienspezifische Expression und essentielle Funktion wahrend der Parasitenentwicklung in
der Mucke. Aufgrund dieser viel versprechenden Daten wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit die Analyse der PfCCp-Familie durch funktionale Charakterisierung von PfCCp4 sowie
Interaktionsstudien an den PfCCp-Proteinen fortgesetzt.

Die Expressionsanalysen mittels RT-PCR, Western Blot und Immunfluoreszenzstudien
ergaben fir PfCCp4 ebenfalls eine sexualstadienspezifische, Plasmamembran-assoziierte
Expression innerhalb der parasitophoren Vakuole reifer Gametozyten. Die Expression

beginnt bereits in Gametozyten des Stadium | und erfolgt hauptsachlich in Makrogameto-
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zyten. Im Gegensatz zu PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 wird PfCCp4 jedoch homogen verteilt
exprimiert. Wahrend der Gametogenese wird PfCCp4 nicht freigesetzt, sondern verbleibt an
der Oberflache von Makrogameten. Es ist zudem das einzige Mitglied der PfCCp-Familie,
dessen Expression im Zuge der Ookinetenreifung wieder aufgenommen wird. Knockout-
Studien durch Membranfutterungen von Anopheles-Miicken lassen allerdings darauf
schliel3en, dass PfCCp4 keine essentielle Funktion bei der Parasitenentwicklung austbt. Der
Verlust von PfCCp4 beeintrachtigte weder die Fertilisation noch die Bildung, Reifung oder
Migration von Ookineten, Oozysten oder Sporozoiten. PfCCp4 kann somit nicht als Kandidat
transmissionsblockierender Vakzine betrachtet werden, obwohl es mit den viel versprechen-
den Kandidaten Pfs230 und Pfs48/45 interagiert, wie funktionelle Analysen nativer PfCCp-
Proteine mittels Ko-Immunprazipitation ergaben.

Weitere Ko-Immunprézipitationsstudien identifizierten Protein-Protein-Interaktionen innerhalb
der PfCCp-Familie, wie bereits die Ko-Lokalisation und ko-abhangige Expression von
PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3, ihre Freisetzung bei der Gametogenese und die
matrixéhnliche Verteilung um Exflagellationszentren vermuten lieBen. In Affinitdtschromato-
graphiestudien unter Verwendung rekombinanter PfCCp-Proteine konnte gezeigt werden,
dass es sich dabei um direkte Interaktionen handelt, an denen besonders die LCCL- und die
SR-Doméne beteiligt zu sein scheinen. In Zelladh&sionsstudien konnte auf3erdem eine
Bindungsaffinitat ausgewahlter rekombinanter PfCCp-Proteine an Makrogameten beobachtet
werden. Insgesamt bestatigen diese Daten unsere Hypothese, dass PfCCp-Proteine unter
Beteiligung weiterer sexualstadienspezifischer Proteine wéhrend der Gametozytenreifung
und Gametogenese Proteinkomplexe ausbilden. In zukunftigen Studien gilt es einerseits,
ausgewahlte PfCCp-Proteine durch transmissionsblockierende Experimente in ihrem
Potential als Impfstoffkomponenten zu evaluieren. Andererseits nimmt die funktionale
Charakterisierung der Proteinkomplexe wéahrend der Gamogonie eine zentrale Rolle ein, um
ihre Funktion in der Sexualphase von P. falciparum zu klaren und die Beteiligung der PfCCp-

Proteine an der Regulation dieses komplexen Lebenszyklus zu verstehen.
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7/ Summary

Despite intense research and the global eradication of malaria program of the WHO in the
1950's, malaria is among AIDS and tuberculosis still one of the major infectious diseases
worldwide. Rapidly increasing resistance of the pathogen against common treatment, and
the persistent lack of a vaccine against malaria lead to a death toll of up to three million
people annually. Since the scientific interest in transmission blocking strategies against
P. falciparum awoke two decades ago, sexual stage-specific surface proteins became an
important focus of antimalarial vaccine research. Especially, proteins containing multiple
adhesion domains are regarded as promising candidates for subunits of transmission
blocking vaccines due to their possible involvement in parasite-parasite or parasite-host
interactions. Following the completion of the P.falciparum genome sequence and its
screening for multiple animal- or bacterial-like, extracellular adhesion domains, the PfCCp
protein family had been identified. It consists of six members with a striking variety of highly
conserved adhesive modules, which were predicted to be involved in protein-protein, protein-
polysaccharide or protein-lipid binding. These multidomain adhesion proteins were named
PfCCpl through PfCCp5 due to their common LCCL-domain. Though PfFNPA, the sixth
member, lacks this domain, its strong similarity to the PfCCp5 architecture warranted its
integration into the PfCCp family.

The characterization of the first three family members showed, that PfCCpl, PfCCp2 and
PfCCp3 are specifically expressed within the parasitophorous vacuole of mature gameto-
cytes. Studies via immunofluorescence assays revealed, that they are partly released during
emergence and surround exflagellation centers extracellularly in a matrix-like pattern.
Moreover, PfCCp2 and PfCCp3 were shown in knockout experiments to be essential for the
transition of sporozoites from the midgut oocysts to the salivary glands of the mosquito.
Thus, they fulfil two basic criteria for prospective components of transmission blocking
vaccines: sexual stage-specific expression and an essential role for the parasite
development within the mosquito. Based upon this promising data the present thesis dealt
with further analyses of the PfCCp family via functional characterization of PfCCp4 and
interaction studies of the PfCCp proteins.

The expression analysis of PfCCp4 using RT-PCR, Western Blot and immunofluorescence
assays showed that it is also expressed in association with the plasma membrane within the
parasitophorous vacuole of mature gametocytes. Expression starts as early as stage | of
gametocytogenesis and is mainly restricted to macrogametocytes. In contrast to PfCCpl,
PfCCp2 and PfCCp3, PfCCp4 is not expressed in a punctuated pattern but is distributed
homogenously, and instead of being released during emergence it remains on the surface of

macrogametes. In addition, PfCCp4 is the only PfCCp member that resumes expression
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during ookinete maturation. Knockout experiments revealed in membrane feedings of
Anopheles mosquitoes that PfCCp4 plays no essential role in the parasite development. The
lack of PfCCp4 neither affected fertilization nor formation, maturation or migration of
ookinetes, oocysts or sporozoites. Thus, PfCCp4 does not display any potential as a
candidate for transmission blocking vaccines, though it interacts with the promising
candidates Pfs230 and Pfs48/45, as functional characterizations of native PfCCp proteins
showed via co-immunoprecipitation assays.

Further co-immunoprecipitation experiments revealed protein-protein interactions within the
PfCCp family, as the co-localization data had suggested, supported by the co-dependent
expression of PfCCpl, PfCCp2 and PfCCp3, their release during emergence and their
matrix-like surrounding of exflagellation centers. Affinitychromatography studies on recombi-
nant PfCCp proteins demonstrated, that these interactions are direct interactions, which
appear to be mediated predominantly by the LCCL- and SR-domains. Cell adhesion assays
revealed in addition a prominent binding affinity of select recombinant PfCCp proteins to
macrogametes.

Taken together, this data support our hypothesis of protein complex formation mediated by
the members of the PfCCp family and other sexual stage-specific proteins during the sexual
development of P. falciparum. Future studies aim on one hand at the evaluation of the
potential of select PfCCp proteins as vaccine subunits by transmission blocking assays. On
the other hand, another focus will be the characterization of the proposed protein complexes
to gain deeper insight into their function during sexual development, and to understand the
role of the PfCCp proteins in the regulation of the intricate life cycle of the human malaria

pathogen P. falciparum.
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