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Verzeichnis der verwendeten Abklrzungen

ACT: artemisinin-combination therapy

AGPAT: 1-Acylglycerol-3-phosphat-O-acyltransferase
AGPS: Alkylglyceron-phosphat-synthase
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BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

DAG: Diacylglycerol

E.C.: Enzyme Comission

GAP: genetically attenuated parasite

Gl: GeneBank gene identifier

GPI: Glycosyl-phosphatidylinositol

IEP: intron encoded protein

IPT: Intermittent Preventive Treatment

IRS:Indoor Residual Spraying

ITN: insecticide-treated bed nets

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
OMIM: online Mendelian Inheritance in Man

ORF: open reading frame

PDB: Protein Data Bank

Pfam: Protein Families Database of Alignments and HMMs
PRBC: parasite-infected red blood cells

SM1: salivary gland and midgut binding peptide 1
SMART: Simple Modular Architecture Research Tool
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Einleitung

I.1 Die globale Buirde der Malaria

Weltweit sind 3,2 Milliarden Menschen (107 Lander) von einer Infektion durch Malaria
bedroht (Abb. 1).
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Abb. 1: Globale Verteilung der Malaria-Endemiegebiete
Dargestellt ist das globale Verteilungsmuster der Malaria, gestaffelt nach der Infektionshaufigkeit.
Aus: The World Malaria Report 2005, World Health Organisation / UNICEF

Pro Jahr werden 350 bis 500 Millionen klinische Falle registriert. Infektionen durch P.
falciparum fiihren jahrlich zu mehr als einer Million Todesfalle und machen die
Malaria neben AIDS und Tuberkulose zu einer der drei haufigsten infektiosen
Todesursachen. Hinzu kommen epidemiologisch schwer zu beziffernde indirekte
Todesfélle, welche sich durch negative Synergismen mit haufig beobachteten
Komorbiditaten ergeben. Aufgrund einer noch nicht ausgebildeten Immunitat sind
von einem tddlichen Verlauf vor allem Kinder unter 5 Jahren bedroht (The World
Malaria Report 2005).



Der sudlich der Sahara befindliche Teil Afrikas ist mit Abstand das Gebiet der Erde,
welches am meisten unter der Seuche zu leiden hat. 89% der Malaria-assoziierten
Todesfalle betreffen diese Region. Ein Finftel der Kindersterblichkeit ist dort auf
Malaria tropica zurtickzufiihren. Die hohe Sterblichkeit in Afrika erklart sich vor allem
durch den hohen Anteil der Infektionen mit P. falciparum (93%) an allen klinischen
Fallen. Die konstant hohen Infektionsraten wiederum sind in der Prasenz des
effizientesten und am schwierigsten zu kontrollierenden Vektors, A. gambiae, auf
diesem Kontinent begrindet (Greenwood und Mutabingwa, 2002). [Die Blutmahlzeit
dient den Moskitos vor allem als EiweiR3quelle fir die Reifung der Eier, weshalb auch
nur weibliche Moskitos stechen.] Bemerkenswert ist hierbei die ausgesprochene
Anthropophilie dieser Spezies (Coluzzi, 1999; Sachs und Malaney, 2002). Die Armut
der betroffenen Bevolkerung steigert nattrlich ihre Anfalligkeit fur die Erkrankung. In
diesem Kontext sind besonders folgende kausale Faktoren relevant:
Bevdlkerungsbewegungen, Mangelerndhrung, Komorbiditdten, mangelnder Schutz
der Behausungen vor Moskitos und fehlender Zugang zu medizinischer Versorgung.
Die durch Malaria verursachte Morbiditat ist ebenfalls betrachtlich. Bedeutsam sind
besonders die Anamie bei Kindern und Schwangeren, ein oft vermindertes
Geburtsgewicht der betroffenen Kinder, eine vermehrte Friihgeburtlichkeit und eine
erhohte Abortneigung. AuRerdem kénnen sowohl eine Infektion der Mutter wahrend
der Schwangerschaft als auch eine Infektion des Kindes (betrifft nicht nur die
cerebrale Malaria) die kognitive Entwicklung des Kindes beeintrachtigen. Dieser
Umstand hat wiederum negative Auswirkungen auf die wirtschaftliche Entwicklung
der Region (Sachs und Malaney, 2002; s. u.). Des Weiteren fuhrt die Malaria u. a. zu
hyperreaktiver Splenomegalie, chronischer Nierenschadigung und nephrotischem
Syndrom. Das endemische Burkitt-Lymphom (haufigster maligner Tumor bei Kindern
in Afrika) tritt nur in Regionen mit hoher Ubertragungsrate von P. falciparum auf
(Warrell und Gilles, 2002).

Die Malaria belastet wie kaum eine andere Krankheit das Gesundheitssystem der
betroffenen — meist unterentwickelten — Lander. Sie ist in Afrika fur 25 — 35% aller
Hausbesuche und 20 - 40% der Krankenhauseinweisungen verantwortlich.
Besondere Risikogruppen stellen aul3er Kleinkindern Schwangere - vor allem
Erstgebarende (Matuschewski, 2006) - und HIV-Infizierte dar. Malaria und HIV
verschlimmern ihre Symptome gegenseitig. Sie erhdhen synergistisch die Mortalitat

und Morbiditat sowie die Belastung der Gesundheitssysteme. Eine Malariainfektion
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beschleunigt die virale Replikationsrate und tragt somit zu einem Progress und einer
erhohten Ubertragungsrate der Krankheit bei. Letztere wird auch durch den
gesteigerten Bedarf an Bluttransfusionen durch die malariaassoziierte Anamie
begriindet.

Moglicherweise sind die tatsachliche Mortalitatt und Morbiditat noch weitaus
dramatischer, da die Gebiete mit den hiochsten Ubertragungsraten (tropisches Afrika)
kaum epidemiologisch verwertbare Daten an die WHO Ubermitteln. Deshalb ist die
wirkliche Gesundheitsbelastung durch Malaria auch nur sehr schwer abzuschatzen.
Die oben dargestellte Kausalitdt zwischen Armut und Malaria ist nicht einseitig,
vielmehr bedingen sich beide gegenseitig. Die Zusammenschau der globalen
epidemiologischen Daten zur Malaria (Abb. 1) und der Verteilung des Pro-Kopf-
Bruttoinlandsprodukts (Abb. 2) zeigt eine eindeutige Korrelation zwischen Armut und

Malaria.

Abb 2: Globale Wohlstandsverteilung

Abgebildet ist die Zuordnung des Pro-Kopf-Bruttoinlandsprodukts (GDP per capita) zu den einzelnen
Staaten der Welt.

Aus : Sachs und Malaney, 2002

Die Krankheit hat katastrophale Auswirkungen auf die sozialen und 6konomischen
Entwicklungsmadglichkeiten der betroffenen Regionen (Sachs und Malaney, 2002).

Eine verminderte Produktivitat bedingt in Landern mit hoher Ubertragungsrate eine
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Reduktion des Wirtschaftswachstums um 1,3 Prozentpunkte. Diese Beeintrachtigung
des jahrlichen Wirtschaftswachstums kann das Bruttosozialprodukt eines
Malariagebietes, verglichen mit malariafreien Zonen, langfristig um mehr als die
Halfte reduzieren. Sachs und Malaney (2002) zeigen, dass sich die entstehenden
Kosten bei weitem nicht allein auf direkte Aufwendungen fur Pravention und Therapie
beschranken. Die Malaria beeinflusst sowohl den Einzelhaushalt (Schulbesuch,
Spar- und Migrationsverhalten etc.) als auch die gesamtwirtschaftliche Situation
eines Landes (Tourismus, Handel, Auslandsinvestitionen usw.) negativ und tragt so
zu einer Stagnation der wirtschaftlichen Misere und Armut in Entwicklungslandern
bei. Auf der anderen Seite kann aus den geschilderten Zusammenh&ngen positiv
gefolgert werden, dass eine Reduktion der Malariatibertragung in Dritte-Welt-Landern
einen deutlichen Impuls fir die wirtschaftlichen Entwicklungsmdglichkeiten der
Staaten darstellen wirde.

Die Hauptursache fur den in den letzten Jahrzehnten beobachteten Anstieg der
weltweit registrierten Félle und der damit zusammenhangenden Mortalitdt und
Morbiditat ist die Verbreitung von Resistenzen gegeniber billigen, ehemals effektiven
Medikamenten sowie gegen Insektizide, welche fur die Vektorkontrolle eingesetzt
werden. Nachdem die Malaria in der ersten Halfte des 20. Jahrhunderts in
Nordamerika und den grof3ten Teilen Europas ausgerottet wurde, das weltweite
Malaria-Eradikationsprogramm jedoch scheiterte, wurde sie von den Siebzigern bis
weit in die neunziger Jahre als globales Problem von internationalen Institutionen
vernachlassigt. Aulerdem fihrten regionale Faktoren wie Finanzkrisen,
Bevolkerungsbewegungen und der Zusammenbruch von Gesundheitssystemen zu
einem besorgniserregenden Vormarsch der Seuche. Gebiete, welche jahrelang als
malariafrei galten, wurden wieder endemisch: u. a. Malaria tropica in Tadschikistan

und Malaria durch P. vivax in Zentralasien und Transkaukasien.

I.2 Der Kampf gegen die Malaria

Seit dem Ende der neunziger Jahre werden wieder vermehrte Anstrengungen im
Kampf gegen die Malaria betrieben. Die erste grol3e Organisation, welche sich der
Bekampfung der Malaria verschrieb, war die 1997 gegriindete Multilateral Initiative
on Malaria (MIM). Die Roll-Back-Malaria-(RBM)-Initiative wurde 1998 von der WHO

ins Leben gerufen. Sie soll die verschiedenen Gruppen, welche an der Eindammung
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der Malaria interessiert sind, vernetzen und hat sich das ehrgeizige Ziel gesetzt, die
,Burde der Malaria“ bis zum Jahr 2010 auf die Halfte zu reduzieren. Bis 2015 soll
dieses Ergebnis wiederholt werden. Die UN &uRRert sich in ihren Millennium
Development Goals zuriickhaltender: Bis 2015 werden die Verhinderung eines
weiteren Anstiegs und ein beginnender Rickgang der Malariainzidenz angestrebt.
AuRerdem wurde ein nicht-profitorientiertes Pharmaunternehmen, die Medicines for
Malaria Venture (MMV), mit dem Ziel gegrindet, preiswerte und effiziente
antiparasitare Medikamente zu entwickeln.

Obgleich die verschiedenen Initiativen regional einige Erfolge verzeichnen kénnen,
ist es absehbar, dass die hochgesteckten Ziele von RBM nicht verwirklicht werden
konnen. Es besteht weiterhin eine bedauerliche Diskrepanz zwischen den
Bedurfnissen der meist armen Hochendemiegebiete und der Versorgung mit
effektiven Kontrollstrategien (v. a. Kombinationsmedikamente, intermittierende
praventive  Behandlung [IPT] fur schwangere Frauen und Kinder,
insektizidbehandelte Moskitonetze [ITNs], Insektizideinsatz in Innenraumen [IRS],
Vernichtung von Moskitolarven und Trockenlegung von Brutpléatzen). Zwar nahmen
viele afrikanische Lander seit 2000 die innovativen Prinzipien der
Malariabekdmpfung, welche durch die RBM-Partnerschaft empfohlen werden, in die
Grundsatze ihrer Gesundheitspolitik formell auf. Dennoch werden diese Prinzipien in
der Realitat noch unzureichend umgesetzt. Obgleich 42 Lander die Behandlung mit
ACTs formal ibernommen haben, setzen nur neun Staaten diese auch wirklich um.
So werden beispielsweise afrikanische Kinder meist (95%) noch mit Chloroquin
behandelt, dessen Wirksamkeit aufgrund vorhandener Resistenzen als gering
eingestuft werden muss. In Studien, welche von 1999 bis 2004 durchgefihrt wurden,
stellte sich auRerdem heraus, dass nur 3% der Kinder unter finf Jahren durch ITNs
geschitzt werden. Der Grund liegt vor allem in den finanziellen Aufwendungen,
welche mit einer Implementierung der Vorgaben verbunden wéren. Die geschéatzten
minimalen wirtschaftlichen Kosten fir eine effiziente globale Malariabekampfung
belaufen sich auf 3,2 Milliarden US-$ pro Jahr. Derzeit bestehen noch deutliche
Probleme mit  der  Finanzierung dieses Betrages, besonders in
Hochendemiegebieten. Diese Aussage erscheint besonders tragisch, wenn man die
erwahnten Kosten beispielsweise mit dem geplanten Verteidigungsbudget der USA
(,war against terrorism®) fur die ndchsten zwei Jahre vergleicht. Ausgaben in Hohe

von 300 Milliarden US-$ pro Jahr sind veranschlagt. Der weltweite Fond zur
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Bekampfung von AIDS, Tuberkulose und Malaria (GFATM) ist ein erster Versuch, die
Lucke zu schlie3en. Die finanzielle Unterstiitzung armer Entwicklungslander durch
neue Geldgeber wie die Gates Foundation ist auRerdem von eminenter Bedeutung

und musste in der Zukunft weiter ausgebaut werden.

I.3 Aktuelle Probleme der Malariabekampfung

Neben den 6konomischen Problemen ist die zunehmende Resistenzentwicklung als
weiterhin wichtigste Hurde fur die Bekdmpfung der Malaria anzusehen. Sudostasien
weist die weltweit hochste Rate von Medikamentenresistenzen auf. Eine Verbreitung
der dort beobachteten multiresistenten Plasmodien-Stamme nach Afrika wirde zu
einer humanitaren Katastrophe fuhren (White et al.,, 1999). Die in letzter Zeit
vermehrte Mobilitat zwischen beiden Kontinenten (aktuell: wirtschaftliches
Engagement asiatischer L&nder auf dem afrikanischen Kontinent) erhdht die
Bedrohung durch ein solches Szenario. Resistenzen gegen Chloroquin betreffen in
Afrika bis zu 60%, jene gegen Sulfadoxin-Pyrimethamin bis zu 20% der untersuchten
Plasmodien-Stamme. Auch das klinische Versagen einer Behandlung mit Atavaquon
bzw. Mefloquin wurde kurz nach deren Einfuhrung beobachtet (Edwards und Biagini,
2006). Abb. 3 gibt einen Uberblick Uber die Resistenz-Situation.
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Abb. 3: Resistenzsituation weltweit
Veranschaulicht wird die globale Verteilung resistenter Plasmodien-Stamme.
Aus: The World Malaria Report 2005, World Health Organisation / UNICEF

Dartber hinaus kommen Umweltfaktoren fir eine weitere Verbreitung der Malaria in
Betracht. Die globale Erwarmung kann allgemein zu einem Anstieg der Inzidenz von
Infektionskrankheiten fihren (Khasnis und Nettleman, 2005). In besonderem Mal3e
gilt dies jedoch fur die Malaria (Patz und Olson, 2006; Pascual et al., 2006). Der
Entwicklungszyklus des Parasiten im Moskitovektor verkirzt sich mit zunehmender
Temperatur, weshalb die Micken schneller infektios werden (siehe Abb. 4).
AuBerdem konnen steigende Temperaturen besonders in Hochlandern eine
Uberschreitung des Temperaturminimums fur die Entwicklung der Plasmodien (fur P.
falciparum 18°C bzw. 15°C fir P. vivax) bedingen und so zu einer Ausbreitung der

Parasiten in einst malariafreie Gebiete fiihren.
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Abb. 4: Temperaturabhangigkeit des Plasmodien-Entwicklungszyklus

Dargestellt ist die Beziehung zwischen der Temperatur und der Zeit, welche die Plasmodien fiir ihren
Entwicklungszyklus im Insektenvektor bendtigen.

Skizze aus Patz et al., 2006

Die Moskitovektoren vermehren sich besser unter htheren Temperaturen. Dies ist
durch eine Verkirzung des gonotrophischen Zyklus zu erklaren (Warrell und Gilles,
2002). Bereits eine Erhéhung um 0,5°C kann zu einer Zunahme der Population um
30 — 100% fuhren.

Hieraus resultiert eine nicht geringe Gefahr fir die Zukunft. Die Malaria konnte in
gemaligten Breiten aufgrund einer geringeren ,Reproduktionsrate” der Infektionen
unter kihleren Temperaturen eliminiert werden. Durch klimatische Veranderungen
sind diese Gebiete jedoch eventuell in kommenden Jahren von einem
Wiederaufleben der Erkrankung bedroht.

Heftige Regenfélle und Fluten, welche im Zusammenhang mit verstarkten Zyklen von
El Nifio beobachtet werden, besitzen das Potential Malariaepidemien auszulésen
(Patz und Olson, 2006; Brown et al., 1998).

Auch eine veranderte Landnutzung kann das Mikroklima beeinflussen und sich somit
auf die Vermehrung der Moskitos auswirken. Unbewaldete Gebiete bzw.
landwirtschaftlich genutzte Flachen (vormals Sumpfe) bieten A. gambiae bessere
Brutbedingungen als Waldungen bzw. natlrliche Feuchtgebiete. Abholzung und

Kultivierung von Feuchtgebieten koénnen auf diese Weise zusatzlich zu einer
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Ausbreitung der Malaria, besonders in den Hochlandern Afrikas, fuhren (Patz und
Olson, 2006).

I.4 Genetische Manipulationsstrategien zur Einddmmung der Malaria

An der fortgesetzten weltgesundheitlichen und 6konomischen Belastung durch die
Malaria wird sich durch den Einsatz konventioneller Methoden wohl auch in Zukunft
nichts andern. Zu vielschichtig sind die Hindernisse, welche hierfir Uberwunden
werden mussten.

Deshalb scheint es unumganglich, alternative Mittel zu erwagen, um das Problem zu
kontrollieren. Seit langerem ist die Idee der genetischen Einflussnahme zur
Bekampfung von Seuchen oder gar Ausrottung derselben - ahnlich den Pocken -
bekannt. Bereits frihzeitig kam der Gedanke auf, besonders durch Insekten
Ubertragene Infektionen wie beispielsweise Malaria, Gelbfieber oder Dengue-Fieber
durch genetische Manipulationen einzudammen (Curtis, 1968; Knipling et al., 1968;
Curtis und Graves, 1988; Hastings, 1994; Catteruccia et al., 2002; Ito et al., 2002;
Franz et al., 2006).

Der aktuelle medizinische Nobelpreis fur die RNA-Interferenz zeigt deutlich, wie
erfolgversprechend ahnliche molekulargenetische Techniken fir die Entwicklung
neuer Behandlungs- bzw. Interventionsstrategien im Rahmen der Biomedizin sind
(Fire und Mello, 1998). (Gleichwohl eignet sich die RNA-Interferenz nicht fur die
genetische Veranderung ganzer Populationen. Im Gegensatz zu Wirmern wurde bei
Séaugern und Fliegen keine Vererbung des Mechanismus beobachtet [Zamore,
2006], welche fur diesen Zweck jedoch vonnéten ware. Deshalb und aufgrund der
Notwendigkeit, auch neue Gene in die Zielorganismen einzufiuhren, werden fir die
genetische Manipulation natirlicher Populationen neue Interventionsinstrumente
bendtigt.)

Das ,population genetic engineering“ genannte Verfahren versucht, eine natirliche
Population durch eine neue, mit bestimmten Eigenschaften ausgestattete zu
ersetzen. Dieses Ziel wird durch den populationsweiten Knockout bestimmter Gene
bzw. die Einfihrung fremder ,modifier“-Gene in eine bestimmte Population erreicht.
Es wird beispielsweise versucht, bestimmte Krankheitserreger weniger schadlich fur
den Menschen zu machen oder gar auszurotten. Aul3erdem strebt man an, resistente

Vektororganismen in der Natur zu etablieren (Ito et al., 2002; Franz et al., 2006).



Die Anwendung der beschriebenen Strategie erscheint im Zusammenhang mit
insektenubertragenen Infektionskrankheiten besonders verheiRungsvoll, da sich
hierbei fur die genetische Veranderung nicht nur der Krankheitserreger selbst,
sondern wie bereits erwahnt auch der Vektororganimus anbietet. Aus verschiedenen
Grinden ist es interessant, diesen Ansatz auf die Malariaproblematik zu Ubertragen:
Zunachst handelt es sich wie dargestellt um eine der haufigsten infektionsbedingten
Todesursachen. Aulerdem haben zahlreiche Interventionsversuche in den
vergangenen Jahrzehnten letztendlich keine Erfolge erzielen kdnnen, was die
jahrliche Mortalitatsrate betrifft. Im Gegenteil, aktuelle Untersuchungen kénnen keine
Reduktion der weltweiten Gesundheitsbelastung durch Malaria bestatigen (World
Malaria Report 2005, World Health Organization). Schlie3lich sind in den letzten
Jahren sowohl die Genome von P. falciparum (Gardner et al., 2002) als auch von A.
gambiae (Holt et al., 2002), dem hauptsachlichen Ubertrager der Parasiten,
sequenziert worden.

In letzter Zeit wurden zudem interessante Details Gber die Funktion der einzelnen
Gene bekannt. Sowohl auf der Seite der Parasiten als auch der Vektoren bieten sich
einige recht aussichtsreiche Ansatzpunkte flr genetische Interventionen an. Es ist
zundchst bedeutsam, dass ein Groldteil der Erreger wahrend ihres komplexen
Entwicklungszyklus innerhalb des Vektors eliminiert wird. Einige Anopheles-
Phanotypen sind sogar komplett resistent gegenuber dem Parasiten (Christophides
et al., 2002; Michel und Kafatos, 2005; Niare et al., 2002; Menge et al., 2006; Riehle
et al.,, 2006). In letzter Zeit wurden wesentliche Aspekte der zugrunde liegenden
molekularen Interaktionen zwischen Wirt und Parasit erhellt. Auch hat man wichtige
Erkenntnisse Uber die Pathophysiologie der lebensgefahrlich verlaufenden
Malariainfektion gesammelt. Hierdurch sind die Wege fir eine effiziente genetische
Modifikationsstrategie geebnet.

In der vorliegenden Dissertationsarbeit werden zwei neuartige Konstrukte vorgestellt,
welche vielleicht erstmals eine spezifische und effiziente Modifikation von natirlichen
Plasmodien- bzw. Moskito-Populationen erméglichen. Von der Entwicklung dieser
Neuerungen ausgehend, wird eine komplexe genetische Manipulationsstrategie zur

Bekampfung der Malaria entworfen.
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Material und Methoden

[I.1 Bioinformatische Analysen

Die Genome von Plasmodium falciparum und Anopheles gambiae wurden in
Reihenuntersuchungen  ausgiebig auf target-Strukturen  getestet, wobei
Standardmethoden der Sequenzanalyse verwandt wurden, welche im Folgenden
naher erlautert werden sollen. Auch das menschliche Genom wurde im Bezug auf
den GPI-Syntheseweg analysiert, um diesen in Plasmodium falciparum zu
humanisieren. Die Remodellierung des Synthesewegs erfolgte unter Zuhilfenahme
von Protein- und Pathway-Datenbanken. Verschiedene durch Literaturrecherche
ermittelte target-Gene wurden mithilfe diverser Datenbanken und bioinformatischer
online-tools genauer untersucht. Stoffwechselwege wurden verglichen und
rekonstruiert, wie in Dandekar et al., 1999 beschrieben. Die Verfahren zur
Genomanalyse und Genomannotation wurden wie in Gaudermann el al., 2006

angewendet.

Homologie-Modellierung

Die Doménen der beteiligten Enzyme (z. B. AGPS und AGPAT1) wurden zunachst
mit Pfam und SMART analysiert. Fir beide Proteine konnten in anderen Spezies
homologe Sequenzen mit bekannter dreidimensionaler Struktur gefunden werden.
Die Homologiemodellierung wurde mit AnDom erreicht. (Eine zuerst durchgefihrte
Anfrage an den SWISS-MODEL Server brachte keine verwertbaren Informationen zu
der raumlichen Struktur der Beispielenzyme, da die verwendeten templates den
Anforderungen nicht gentigten. AnDom hingegen erlaubt auch eine Analyse von
Teildoménen, weshalb mit diesem Programm eine Strukturvorhersage gelang.) Als
Vorlage (template) fir AGPS diente der pdb entry 1e8g (Vanillyl-Alkohol Oxidase von
Penicillium simplicissimum). Die genannte homologe Struktur ermoglichte es, die
raumliche Struktur von AGPS (Lange: 684 AS) Uber einen Bereich von 555
Aminosauren (AS) darzustellen. Pdb entry 1k30 (Glycerol-3-phosphat-1-
acyltransferase von Cucurbita moschata) bildete die Vorlage fiir die Modellierung der
Struktur von AGPAT1 (283 AS). Die Strukturvorhersage gelang fur die
Aminosaurereste 27 bis 267. Die graphische Aufbereitung der durch AnDom
gewonnenen pdb entries erfolgte mit dem Visualisierungsprogramm RasMol

(www.rasmol.org) von Roger Sayle.
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Primare Datenbanken

GenBank (NCBI)

Die GenBank (Benson et al., 2007; www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) in den USA ist
ein Teil des NCBI (National Center for Biotechnology Information) und stellt eine der
drei groR3en primaren Datenbanken fir Protein- und Nukleotidsequenzen dar. Das
Entrez-System ermdglicht eine einfache Suche innerhalb der Datenbank nach
verschiedenen Kategorien wie z. B. Zugangsnummer der Sequenz, Gen oder
Organismus. Ein Sequenzeintrag in GenBank liefert neben der gesuchten Sequenz

eine ausfuhrliche Annotation derselben.

PlasmoDB

PlasmoDB (Kissinger et al., 2002; www.plasmodb.org) ist die offizielle Datenbank
des Malaria Parasite Genome Project. Sie beinhaltet die Sequenzen von
Plasmodium falciparum (strain 3D7), sequenziert vom Sanger Institute, TIGR/NMRC

sowie von Stanford.

EBI (European Bioinformatics Institute)

Das EBI (www.ebi.ac.uk) ist eine nicht profitorientierte akademische Organisation
des European Molecular Biology Laboratory (EMBL) und verwaltet biologische
Datenbanken. Es wurden von uns unter anderem die komplett sequenzierten
Genome von Anopheles gambiae, Plasmodium falciparum und Homo sapiens fir die

Blastsuche und fur lokale Alignments in Sequenzvergleichen genutzt.

AnoBase

Aufgrund der guten Ubersichtlichkeit nutzten wir auch AnoBase (Topalis et al., 2005;
www.anobase.org). Es handelt sich um eine Datenbank, welche genomische
Sequenzinformationen zu Anopheles gambiae verwaltet. Aul3erdem finden sich
einige interessante Anwendungen wie z. B. ein tool, welches der Gensuche dient,
und ein Direktzugang zu AnoXcel, der proteomischen Datenbank von Anopheles

gambiae.

12


http://www.anobase.org/

Doméanen- und Motiv-Datenbanken

Pfam (Protein Families Database of Alignments and HMMs)

Pfam (Bateman et al., 2004; www.sanger.ac.uk/Software/Pfam) ist eine Sammlung
von multiplen Alignments und den dazugehorigen Hidden Markov Modellen (HMMs)
der wichtigsten Proteindomanen. Mithilfe von Pfam kann die Domanenstruktur eines
Proteins ermittelt werden. Pfam besteht aus zwei Teilen, Pfam-A (gut charakterisierte

Domaénen) und Pfam-B (Domanen mit unbekannter Funktion).

SMART (Simple Modular Architecture Research Tool)

Diese Datenbank (Letunic et al., 2006; smart.embl-heidelberg.de) erlaubt ebenfalls
die Doménenanalyse von Proteinen. Sie besteht aus den manuell erstellten
Alignments und zugeordneten Hidden Markov Modellen (HMMs) von Domanen,
welche in extrazellularen, signaltransduzierenden und chromatin-assoziierten

Proteinen gefunden werden.

Strukturdatenbank

PDB (Protein Data Bank)

In der Protein Data Bank (Berman et al., 2000; www.rcsb.org/pdb) sind die 3D-
Strukturdaten biologischer Makromolekiile niedergelegt (mehrere 1000 Strukturen).
Uber die Koordinaten der einzelnen Atome eines Proteins kann dessen raumliche
Struktur konstruiert werden. FiUr die meisten Proteine ist keine experimentell
ermittelte  Struktur bekannt. Darum koénnen homologe (genug Ahnlichkeit
aufweisende) Proteine aus der 3D-Datenbank fir Strukturvorhersagen genutzt

werden (siehe Homologiemodellierung).

Datenbank-Suchalgorithmen

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
Das von Altschul et al. (1990; 1997) entwickelte heuristische Verfahren erméglicht
es, Datenbanken innerhalb kurzer Zeit nach &hnlichen Sequenzen zu durchsuchen.

Der Suchalgorithmus besteht aus drei Einzelschritten:
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1. Zunachst wird die Suchsequenz in kurze Fragmente (Index) zerlegt, mit deren
Hilfe in den Sequenzen der Datenbank &ahnliche Fragmente gleicher Lange
(Treffer) gesucht werden. Die Lange der Fragmente betragt fur DNA-
Sequenzen 11 Nukleotide und fiur Proteine 3 Aminosauren. Ein Treffer ist
definiert durch einen Score (AhnlichkeitsmaR), welcher einen bestimmten
Schwellenwert Gbersteigt.

2. Hierauf muss in direkter Nachbarschaft ein zweiter Treffer gefunden werden.

3. Nun werden beide Treffer solange bidirektional verlangert, bis sich der Score
nicht mehr erhéhen lasst. Ab einem definierten Schwellenwert werden die
Treffer als high scoring pairs (HSPs) bezeichnet. Bei entsprechender
Ahnlichkeit der Sequenzen konnen zwei HSPs durch Verlangerung auch

verknUpft werden.

Standardmalfig wird meist BLOSUM®G62 als Substitutionsmatrix fir das oben erwahnte
AhnlichkeitsmaR gewahlt. (Annahme: Proteine mit durchschnittlich 62% Ahnlichkeit
werden verglichen.)

Um die Scores der HSPs vergleichbar zu machen, werden diese normiert und
nunmehr als Bit Scores bezeichnet. Die Qualitat des Alignments ist umso besser, je
hoher der Bit Score ist. Da der Bit Score jedoch keine Aussage uber die Signifikanz
des Alignments erlaubt, wird ein weiterer Parameter berechnet: der Erwartungswert
E. Je kleiner E, umso geringer ist die Wahrscheinlichkeit, dass das Alignment
zwischen Such- und Datenbanksequenz auf reinem Zufall beruht. Die Ergebnisse der
BLAST-Suche (Treffer) werden nach aufsteigendem E-Wert sortiert und bei niedrigen
E-Werten (z. B. E < 10®) als Treffer akzeptiert.

BLAST bietet verschiedene Mdglichkeiten der Sequenzsuche:

BLASTN: vergleicht eine Nukleotidsequenz mit einer Datenbank aus
Nukleotidsequenzen

BLASTP: vergleicht eine Proteinsequenz mit einer Datenbank aus
Proteinsequenzen

BLASTX: vergleicht eine Nukleotidsequenz (in allen Leserastern translatiert) mit

einer Datenbank aus Proteinsequenzen

14



TBLASTN: vergleicht eine Proteinsequenz mit einer Datenbank aus
Nukleotidsequenzen (in allen Leserastern translatiert)

TBLASTX: vergleicht die six-frame Translation einer Nukleotidsequenz mit der
six-frame Translation einer Datenbank aus Nukleotidsequenzen

PSI-BLAST: Es handelt sich um eine iterative Erweiterung einer normalen BLAST -
Suche. Nach einer einfachen BLAST-Suche wird aus den Treffern ein
multiples Alignment gebildet und damit eine Konsensussequenz
ermittelt. Mit  dieser errechnet das  Programm eine
positionsspezifische Matrix, welche die Grundlage einer neuerlichen
Suche bildet. Die lteration kann erneut durchgefuhrt werden, wobei
die neuen Treffer immer wieder in das multiple Alignment und somit
auch in die neue positionsspezifische Matrix einbezogen werden.
Schlie3lich konvergiert das Verfahren: keine neuen Sequenzen
werden aufgedeckt, alle Sequenzen in der Datenbank sind gefunden.
Durch diesen Such-Modus lassen sich im Besonderen entfernte

Verwandte eines Proteins ermitteln.

Strukturvorhersageprogramme

AnDom

Mit diesem online tool (Schmidt et al.,, 2002; andom.bioapps.biozentrum.uni-
wuerzburg.de) werden Proteinen in einzelnen Sequenzabschnitten strukturelle
Domanen zugeordnet. Diese werden nach dem SCOP-Schema klassifiziert. Eine

Strukturvorhersage ist somit auch fur Teilstrukturen (s. Seite 11) méglich.

SWISS-MODEL Server

Auch Swiss Model (Schwede et al., 2003; swissmodel.expasy.org) kann die 3D -
Struktur von Proteinen vorhersagen. Dies geschieht durch Alignment der
Suchsequenz mit einer ausgewahlten template-Sequenz, deren Struktur bekannt ist.
Darauf kreiert der Server ein Homologie-Modell unter Anwendung von
Energieminimierung (Gromos96) und WhatCheck (Test auf Qualitdt und Ausschluf

sich Uberlappender Proteinstrukturen).
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Pathway-Datenbanken und Pathway-Rekonstruktion

Enzyme

Die Enzyme-Datenbank (Bairoch, 2000; www.expasy.org/cgi-bin/enzyme-search-de)
enthalt vor allem Informationen bezuglich der Nomenklatur von Enzymen und basiert
auf den Empfehlungen des Nomenklatur Komitees der International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB). Aul3erdem werden in den tber 4000
Eintrdgen die jeweilige E.C.-Nummer (Enzyme Commission) und die katalysierte
Reaktion vermerkt. Des Weiteren finden sich Querverweise zu Sequenzeintragen in
SWISS-PROT und anderen Pathway- bzw. Motiv-Datenbanken.

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

In dieser Datenbank (Kanehisa et al., 2002; www.genome.ad.jp/kegg) erhalt der
Nutzer eine graphische Auflésung aller metabolischen und regulativen Prozesse der
Zelle. Zu jedem Eintrag werden sowohl ein Referenz-Pathway als auch verschiedene
spezies-spezifische Pathways aufgelistet. Hierbei finden sich Verknipfungen zu den

beteiligten Genen, Substraten und Cofaktoren.

PlasmoDB (s. Seite 11)

[I.2 Mathematische Modellierung

Die vorliegende Arbeit orientierte sich zunachst an den Berechnungen, welche
bereits von A. Burt (2003) durchgefiuihrt wurden. Der erwéahnte Artikel enthalt
Kalkulationen bezuglich der Ausbreitungstendenzen verschiedener HEG-Konstrukte
bzw. Gene, die mithilfe von HEGs eingefiihrt werden, in naturlichen Populationen. Im
Besonderen werden auch die Populationskontrolle bzw. die Madoglichkeit der
Ausrottung naturlicher Populationen mithilfe von HEGs, welche rezessive letale
Knockouts induzieren, durch Fitnesskalkulationen mathematisch beschrieben. Die
Protokolle von Burt werden auf die Populationsdynamik der in dieser Arbeit
behandelten drive-Systeme angewandt und auf nattrliche Populationen von
Anopheles gambiae bzw. Plasmodium falciparum bezogen.

Des Weiteren wurde eine eigene Naherungsformel fir population-engineering-
Strategien, welche nicht die Ausrottung der urspriinglichen Population einschliel3en,

entwickelt. Mit diesem Formalismus lasst sich die Frequenz der vorgeschlagenen
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Konstrukte in Abhangigkeit von der Anzahl abgelaufener Generationszyklen
abschatzen.
Alle Berechnungen wurden auf einem Standard-PC durchgefinhrt.

[1.3 Molekularbiologische Techniken

Zwar handelt es sich prinzipiell um eine bioinformatische Arbeit, doch fuihrte die
Entwicklung konkreter drive-Systeme zur praktischen Umsetzung der erarbeiteten
Theorie. Derzeit wird die Klonierung und detaillierte Erprobung der Konstrukte im
Biozentrum der Universitat Wirzburg in Zusammenarbeit mit Professor Roy Gross
(Lehrstuhl fur Mikrobiologie) umgesetzt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
die molekulare Klonierungsstrategie mit den hierfir notwendigen Laborprotokollen
formuliert.

Hierbei orientierten wir uns vor allem an dem einschlagig bekannten Standardwerk
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3 Vol. von Joseph Sambrook und David W.
Russell, Cold Spring Harbor Laboratory Press (Januar 2001), Cold Spring Harbor,
N.Y. Das Buch enthalt ausfuhrliche Informationen zu den einzelnen notwendigen
Arbeitsschritten. Von besonderem Interesse waren unter anderem die Kapitel zu
Oligodesign, PCR, Expressionssystemen und Transformation.

Ill. Resultate

lIl.LAnalyse und Erarbeitung der Grundlagen fur die Implementierung der

neuen Strategien

[11.1.1 Resistenz-Kalkulationen

Der Einsatz von antiparasitaren Medikamenten bzw. Insektiziden und Vakzinen fihrt
bekanntermalRen zu einer raschen Resistenzentwicklung, welche zunehmend den
Erfolg solcher konventionellen Strategien gefahrdet. Dieses Problem st
mathematisch vorhersehbar und soll durch exemplarische Rechnungen
veranschaulicht werden:

Es wurde von lwasa et al.,, 2003 ein mathematischer Formalismus entwickelt,
welcher Voraussagen Uber die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung von Resistenzen

gegenuber pharmakologischen Therapien oder Impfungen erlaubt. Diese Theorie
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legen wir zugrunde, um das Problem der Resistenzentwicklung bei P. falciparum zu
veranschaulichen.
Die Wahrscheinlichkeit, dass ein bestimmtes Therapieregime bei einem einzelnen

Patienten Erfolg hat, wird ausgedrickt durch

P=exp(—NCu"z)

if B, % 1 then 5= 1

N steht fir die Parasitenzahl, welche sich entweder zu Beginn der medikamentdsen Therapie im
Organismus des Patienten findet (fiir diesen Fall setzen wir N = 2,5 - 10'") oder welche maximal in
einem geimpften Organismus erreicht wird (im Folgenden sei hierbei N = 2,5 - 10, s. u.).

n Mutationen werden fur die Entstehung der escape-Mutante bendétigt.

u beschreibt die Mutationsrate, welche wir gleich 3 - 10°® setzen.

Der Risiko-Koeffizient C lasst sich flr den Fall, dass die Punktmutationen in einer
beliebigen Reihenfolge auftreten, folgendermal3en errechnen:

iy )
N foila)f(B)
L% ’ o

"
Cp= >

a—d

i=o0

Alle Genotypen aufler der escape-Mutante besitzen wahrend der Therapie dasselbe
Reproduktionsverhaltnis, R<1.

Alle Mutanten auR3er dem Wildtyp weisen vor der Therapie dieselbe relative Fitness, w < 1, auf.
Seia=R/(1-R)und b =1/(1-w)

Falls der escape-Genotyp nur Uber eine bestimmte Reihenfolge der notwendigen
Punktmutationen zustande kommt, muss die Berechnung des Risiko-Koeffizienten
adaptiert werden:

C, = [a%(1+a)™* - b?(1+b)™] / (a-b)

Fur diese Bedingung sind die Ergebnisse der folgenden Berechnungen in Blau

dargestellt.

Die Funktion f ist rekursiv definiert als

folx) =1,
=. -1 i lll 4§
f=x2 | |fHi®

L )
i=i J

¥
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Resultate:

1. Eine Punktmutation bedingt bereits den escape-Genotyp:

Selbst wenn wir eine Optimaltherapie (w = 0; R = 0) annehmen, versagt diese
theoretisch bei jedem behandelten Patienten (P = 0), da in jedem Fall resistente

Parasiten auftreten.

2. Zwei Punktmutationen sind fur das Zustandekommen des escape-Genotyps
verantwortlich:

Zwar liefert eine Optimaltherapie fur diesen Fall glnstige Ergebnisse (P = 0,9993
bzw. P = 0,9996), doch sind die Pramissen hierfir kaum als realistisch anzusehen.
Besetzt man die Parameter w (relative Fitness) und R (Reproduktionsverhaltnis) mit
den realistischeren Werten 0,9 bzw. 0,5, verringert sich die Wahrscheinlichkeit eines
individuellen Behandlungserfolgs bereits auf 95% bzw. 97%, d. h. die Therapie
versagt in jedem zwanzigsten Fall, wobei die Therapieversager zur Ausbreitung der

nunmehr resistenten Parasiten fihren kdnnen.

3. Drei Punktmutationen bedingen den escape-Genotyp:

Diese Ausgangssituation lasst die Entstehung resistenter Genotypen in einem
Patienten unter Zugrundelegung obiger Pramissen (w = 0,9; R = 0,5) theoretisch
Uberaus unwahrscheinlich erscheinen (P = 0,99999995 bzw. P = 0,999999991).
Dennoch ist auch diese mathematisch errechnete Sicherheit triigerisch, worauf wir

jedoch weiter unten eingehen werden.

Fur einen nur suboptimalen Impfschutz gleichen die Ergebnisse denen, welche fur
eine pharmakologische Intervention erdrtert wurden. Postuliert man eine — bisher
nicht in Aussicht stehende - hocheffiziente Impfung, geht dies mit deutlich
veranderten Konsequenzen fur den Interventionserfolg einher. (Selbst fur eine
wirkungsvolle Impfung ist keine resultierende sterile Immunitdt der behandelten
Patienten zu erwarten. Deshalb definieren wir den erreichten Schutz durch eine
Plasmodienlast von lediglich 2,5 -10’. Dieser Wert entspricht der maximalen
Parasitamie, bevor das Immunsystem die Erreger eliminiert.) Nichtsdestotrotz wére
diese Immunisierung nahezu wirkungslos, wenn eine einzige Punktmutation die

Plasmodien resistent machen koénnte. Die Impfung wirde in jedem zweiten Fall
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versagen (P = 0,47). Wird der escape-Genotyp durch zwei Punktmutationen erreicht
und nehmen w und R Werte von 0,9 bzw. 0,5 an, so liegt die Wahrscheinlichkeit fur
einen individuellen Impferfolg schon bei 0,999995 bzw. P = 0,999997. Dieser wurde
also lediglich bei jedem zweihunderttausendsten Patienten ausbleiben. Die Gefahr
der Ausbreitung resistenter Parasiten auf dem Boden eines solchen singuléren

Fehlschlags ist als aul3erst gering, jedoch nicht unméglich einzuschatzen.

Dennoch ist auch in diesem Fall nicht unbedingt auf die optimistischen Kalkulationen
zu vertrauen: Die rasche Resistenzentwicklung (insbesondere auch in Bezug auf
Artemisinine, siehe Diskussion) beweist leider, dass die vermeintliche Sicherheit vor
escape-Mutanten, welche die Kalkulationen zumindest unter Voraussetzung multipler
Punktmutationen suggerieren, trigerisch ist. Diese Tatsache stimmt mit einer
wichtigen Einschrankung der Formeln Uberein: Rekombinationsmechanismen
werden nicht bertcksichtigt. Plasmodien pflanzen sich jedoch zumindest in ihrem
Insektenvektor sexuell fort.

AuBerdem ist zu bericksichtigen, dass Allelvarianten innerhalb einer Population von
Parasiten Uberaus haufig sind. Die meisten Patienten werden dartber hinaus mit
verschieden Klonen infiziert. Auf diesen Tatsachen beruht die Méglichkeit von rasch
aufkommenden genetischen Rekombinationen und die Entwicklung neuer
Genotypkombinationen (Warrell und Gilles, 2002).

Somit erklaren sich die beobachtete Entstehung von seltenen multiplen
Mutationsereignissen und die darauf beruhenden Resistenzen selbst gegeniber
initial hocheffektiven Kombinationspraparaten.

Des Weiteren fiihrt die Haploidie des parasitiren Genoms zu einer sofortigen

Fixierung der entstandenen Resistenzen.

Aufgrund der geschilderten Hindernisse konventioneller Anséatze und der sich daraus
ergebenden Schwierigkeit, die Malaria auch in heutigen Hochendemiegebieten
einzudammen, werde ich im Weiteren alternative genetische Eingriffsmoéglichkeiten
und damit zusammenhangende innovative Technologien fir die Bekdmpfung der
Seuche erdrtern, welche ich im Rahmen meiner Dissertationsarbeit entwickelte.

Zwar wurde der Nutzen genetischer Manipulationen in der Malariabekdmpfung seit
langem erwogen und wiederholt diskutiert, doch konnte auf diesem Gebiet bisher

kein durchschlagender Erfolg verzeichnet werden. Man sah sich allgemein in Hinblick
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auf die Manipulation naturlicher Populationen mit einer Reihe kaum zu
Uberwindender Probleme konfrontiert. Zunachst ist festzustellen, dass sich
genetische Modifikationen in natura ohne den Einsatz eines effizienten drive-
Mechanismus nicht fixieren lassen (Sinkins und Gould, 2006). Auf der anderen Seite
mindern jedoch die mdgliche evolutionare Instabilitdt der verwendeten drive-
Mechanismen (z. B. transposable elements) und der moégliche Schaden (z. B. durch
Insertionsmutagenese oder chromosomale Umlagerungen durch
Rekombinationsmechanismen), welche sie dem Wirtsorganismus zufligen kénnen,
meist die Wahrscheinlichkeit, dass sich die Mutanten in einer natirlichen Population
durchsetzen konnen. Kirzlich wurde das letztgenannte Problem leider auch in einem
viralen Gentherapieansatz offenbar. Die X-chromosomal vererbte Form der
Schweren Kombinierten Immundefizienz (X-SCID) wurde mittels Gentherapie
behandelt. Es zeigte sich, dass aufgrund retroviraler Integrationsereignisse
onkogene Signalwege aktiviert und dadurch akute Leuk&mien ausgeltst werden
konnen (Kaiser, 2003; Nienhuis et al., 2006).

[11.1.2 Homing-Endonuclease-Gene

Die Suche nach einer Losung fur die genannten Probleme riickte die Gruppe von
ortsspezifischen egoistischen Genen (site-specific selfish genes) in den Fokus
unseres Interesses. Sie schienen uns sehr geeignet, um unsere weiter unten (Kapitel
lll. 4) beschriebenen genetischen Strategien zur Bek&mpfung der Malaria effizient
umzusetzen.

Ortsspezifische egoistische Gene besitzen die Fahigkeit, sich in bestimmte
Zielsequenzen des Wirtsgenoms hineinzukopieren und bedingen deshalb nicht jene
Probleme, welche eine ortsunspezifische Genmanipulation mit sich bringt und diese
oft zum Scheitern verurteilt. Da Homing-Endonuclease-Gene (HEG) unter allen
ortsspezifischen egoistischen Genen den einfachsten Transpositionsmechanismus
besitzen, werden sie auch an erster Stelle Gegenstand der Diskussion sein.

HEGs sind naturlicherweise vorkommende Gene, welche die Fahigkeit besitzen, sich
in bestimmte Sequenzen der Wirts-DNA hineinzukopieren und sich dadurch, unter
Umgehung der Mendel’'schen Vererbungsregeln, rasch in Populationen auszubreiten.
Ihre Mobilitdt beruht sowohl auf den Eigenschaften des Proteins (Homing-

Endonuclease), welches durch das HEG kodiert wird und welches DNA-
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Endonuclease-Aktivitat besitzt, als auch auf dem rekombinatorischen DNA-
Reparaturmechanismus der Wirtszelle (Chevalier und Stoddard, 2001).

Die Transposition des mobilen Introns wird als ,Homing“ bezeichnet, da der Ziellokus
in der Sequenz mit dem Ausgangslokus, in welchen das Intron zunachst eingefugt
ist, identisch ist. Nach der Translation der durch die Intron-RNA kodierten Homing-
Endonuclease erkennt und schneidet dieses Enzym eine 20-30 Basenpaare lange
Sequenz auf Chromosomen, welche das mobile Intron nicht enthalten. Das mobile
Intron ist seinerseits in der Mitte seiner eigenen Erkennungssequenz angeordnet.
Aus diesem Grund werden Chromosomen, welche bereits Uber eine Kopie des
Introns verfugen, nicht von der Homing-Endonuclease erkannt und geschnitten. Die
Kontinuitat des intronlosen, nunmehr zerbrochenen Chromosoms wird hierauf durch
das zelleigene rekombinatorische DNA-Reparatursystem wiederhergestellt. Hierbei
fungiert das intakte homologe Chromosom, welches bereits das Intron enthélt, als
Matrize. Nach Beendigung der Reparatur besitzen folglich beide Chromosomen eine
Kopie des mobilen Introns, d. h. eine heterozygote Zelle wandelt sich in eine
homozygote um (Chevalier und Stoddard, 2001; Burt, 2003).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass Homing-Endonucleasen in verschiedenen
Bakterien-, Pflanzen-, Insekten- und S&ugerzellen funktionsfahig sind, d. h. sie
erkennen und schneiden in besagten Zellen ihre spezifische Erkennungssequenz
(Seligman et al., 1997; Donoho et al., 1998; Posfai et al., 1999; Monnat et al., 1999;
Kirik et al., 2000; Rong und Golic, 2000). Besonders bei D. melanogaster konnten
hierdurch auch Reparaturmechanismen ausgelost werden (Rong und Golic, 2000;
Bellaiche et al., 1999; Rong et al., 2002).

Seit kurzem ist es moglich, computergestitzt HEGs zu kreieren, welche bestimmte
neue target-Sequenzen erkennen und schneiden (Ashworth et al., 2006). Diese
Moglichkeit steigerte den praktischen Nutzen der Gene erheblich.

Bereits friher wurden einige erfolgversprechende Versuche unternommen, Enzyme
mit neuer target-Spezifitat herzustellen (Chandrasegaran und Smith, 1999; Segal et
al., 1999; Bibikova et al., 2001; Buchholz und Stewart, 2001; Chevalier et al., 2002;
Santoro und Schultz, 2002; Seligman et al., 2002; Takahashi und Fujiwara, 2002;
Saraf-Levy et al., 2006; Rosen et al., 2006).

Die Effizienz und die theoretischen Anwendungsmdglichkeiten dieser neuen
genetischen ,Werkzeuge“ wurden von Austin Burt (Burt, 2003) umfassend diskutiert

und sollen im Folgenden kurz zusammengefasst werden.
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Die verschiedenen Strategien der genetischen Manipulation nattrlicher Populationen
konnen prinzipiell nach ihrem Ziel in zwei Gruppen eingeteilt werden:

1. Die Kontrolle der GroRe bzw. im Extremfall die Ausrottung einer bestimmten
Population.

2. Die Veranderung von Eigenschaften einer anvisierten Zielpopulation, d. h.
population genetic engineering.

Burt stellt die erstgenannte Mal3nahme in den Vordergrund, weshalb sie auch

zunachst eroértert werden soll. Er schlagt folgendes Konstrukt vor (Abb. 5):

vor dem Homing-Prozess

Erkennungssequenz
] essentielles . Gen ]

nach dem homing-Prozess

meiose- oder keimbahnspezifischer Promotor

[ 1 essentielles HEG Gen ]

\

kein selbst-splei3endes Intron oder Intein

Abb. 5: Homing-Endonuclease-Gen-Konstukt

Gezeigt ist der Ziellocus der Homing-Endonuclease vor und nach der Integration der mobilen DNA,
welche Uber einen meiose- oder keimbahnspezifischen Promotor exprimiert wird (Strategie nach Burt,
2003).

a) Das HEG ist von dem es normalerweise beherbergenden Gruppe-I-Intron

getrennt, d. h. das Gen liegt ,nackt® vor. Der Grund hierflir ist folgender:
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Naturlicherweise vorkommende HEGs unterbrechen ihre Wirtsgene nicht funktionell,
da sie nach der Transkription des betreffenden DNA-Abschnitts mit dem
selbstspleilenden Intron aus der RNA entfernt werden. Durch die alleinige
Verwendung der Homing-Endonuclease-Gene ohne flankierende Intron-Sequenzen
bei der genetischen Manipulation ergibt sich demnach eine suffiziente Unterbrechung
des anvisierten Wirtsgens.

b) Das HEG ist so konstruiert, dass es eine target-Sequenz innerhalb eines
essentiellen Gens erkennt und schneidet. Das HEG selbst ist in der Mitte seiner
eigenen Erkennungssequenz angeordnet. Es ist darauf zu achten, dass der
entstehende Knockout rezessiv ist, d. h. kaum Beeintrachtigung der Fitness im
heterozygoten Zustand bedingt, sich aber bei Homozygotie todlich auswirkt.

c) AuRBerdem steht das HEG unter der Kontrolle eines meiose- oder
keimbahnspezifischen Promotors. Hierdurch entwickeln sich die heterozygoten
Zygoten normal, geben aber das HEG und damit den Knockout im Idealfall (falls
Transpositionsfrequenz = 1) an alle ihre Nachkommen weiter. Im Vergleich dazu
betriige die Haufigkeit des neuen Genotyps bei Mendel'scher Vererbung nur 50

Prozent.

Durch die Verwendung des beschriebenen Konstrukts wirde der Knockout zunéchst
vorwiegend im heterozygoten, also lebensfahigen Zustand vorkommen und somit
aufgrund seiner ,Super-Mendel’'schen* Vererbung stets an Haufigkeit zunehmen.
Nach einer gewissen Generationenzahl wirden jedoch auch zunehmend
homozygote, nicht lebensfahige Individuen entstehen, was schlie3lich zu einer
Ausrottung oder wenigstens deutlichen Dezimierung der Population flihren sollte.
Durch Simulationen konnte gezeigt werden, dass ein Zeitraum von weniger als 20
Generationen notwendig ist, um eine genetic load (unproduktiver Populationsanteil,
d. h. lebensunfahiger Homozygotenanteil) zu erreichen, welche gentgt, um eine
Zielpopulation stark zu dezimieren.

Durch differenziertere Ausflihrungsformen der genetischen Intervention lasst sich
sogar noch eine weitere Steigerung der genetic load erreichen:

1. Zunachst konnen effizientere target-Gene in Betracht gezogen werden:
So hat beispielsweise ein Knockout, welcher Weibchen oder Mannchen unfruchtbar
macht, verglichen mit einem rezessiven letalen Knockout, eine dreimal so hohe

Fithessminderung zur Folge. Die Etablierung einer ,enkellosen® Mutation
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(homozygote Weibchen haben lebensfahige, aber unfruchtbare Nachkommen)
erhoht die Effizienz gar um den Faktor 60 (Burt, 2003).

2. Eine einfache Art der Systemoptimierung ist die gleichzeitige Anvisierung
verschiedener essentieller loci im Zielgenom. Hierdurch lasst sich der Effekt der
Intervention im Idealfall potenzieren.

Insbesondere sei als charakteristisches Merkmal dieser genetischen Manipulation
ihre vollkommene Reversibilitaét hervorgehoben (nachtraglicher Populationsschutz).
Diese wird durch die Einfihrung eines funktionsgleichen Allels des Zielgens erreicht,
welches von dem HEG nicht erkannt wird. Hierzu kann die Degeneration des
genetischen Codes oder am einfachsten eine Inversion des target—Gens genutzt
werden.

Des Weiteren zeichnen sich HEGs im Gegensatz zu anderen Gen-
Konversionselementen durch eine verlassliche evolutiondre Stabilitdt aus.
Beispielsweise werden Mutationen, die ein HEG verursachen, welchem die Fahigkeit
abgeht, die Zielsequenz in der DNA zu erkennen, ausselektiert. Ursachlich hierfur ist,
dass in diesem Falle der Schaden, welche das HEG dem Wirt zufugt, gleich bleibt,
der Selektionsvorteil durch einen ,Super-Mendel'schen“ Vererbungsmodus jedoch
verloren geht.

Ein grol3eres Problem stellen nattrliche Resistenzen durch funktionsfahige Varianten
des Zielgens dar, welche von dem HEG nicht erkannt werden. Gleichwohl gibt es
eine Vielzahl von Mdglichkeiten, die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von escape-
Mutanten zu minimieren:

1. Man wird target-Sequenzen auswahlen, deren Aminoséauresequenz sich nicht
andern kann, ohne dass dadurch die Genfunktion verloren geht.

2. Die targets sollten eine geringe Variabilitat innerhalb der Zielpopulation aufweisen.
Insbesondere dirfen keine funktionsfahigen Langenvarianten vorliegen.

3. Es kdnnen verschiedene HEGs eingesetzt werden, um gleichzeitig

a) verschiedene Sequenzen innerhalb eines Gens

b) verschiedene Gene

Zu attackieren.

Bereits eingangs wurde eine gegenlber der gezielten Reduktion einer

Schéadlingspopulation subtilere Strategie erwahnt, namlich ein population-genetic-
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engineering-Verfahren: Hierbei wird eine genetische Transformation mit dem
Resultat einer weniger schadlichen Population angestrebt.

Es ist hierbei von Bedeutung, dass sich ein solches Konstrukt auch dann ausbreiten
wird, wenn es eine gewisse Beeintrachtigung des Wirts mit sich bringt. Dies ist der
Fall, solange die Fitness der homozygoten Mutanten 1/(e + 1) Ubersteigt (e gibt
hierbei die Wahrscheinlichkeit an, dass sich ein HEG™ Allel in einer heterozygoten
Zelle in HEG" verwandelt, d. h. man konnte dies also als Transpositionsfrequenz
bezeichnen). Ein einfaches Beispiel moge den letztgenannten Umstand
verdeutlichen: Bei einer konservativen Schatzung von e = 0,9 dirfte die Fitness der
homozygoten Mutanten bis auf einen Wert von ca. 0,55 absinken, wobei sich die
Mutanten dennoch ausbreiten wirden.

Neben den wichtigen ethischen Vorziigen bietet diese Interventionsform dariber
hinaus den eklatanten logischen Vorteil, dass resistente Genotypen weniger stark
selektiert werden. Bei einem Eradikationsversuch ist das Auftreten eines resistenten
Zielgens quasi gleichzusetzen mit dem Scheitern des Vorhabens, weil das Konstrukt
konsekutiv verdrangt wird. Nicht so beim population engineering, da die genetische
Transformation die Tragerorganismen zumindest nicht signifikant beeintrachtigen
sollte.

Grundsatzlich lassen sich drei verschiedene genetische Modifikationen
unterscheiden:

1. der Knockout eines unerwiinschten Gens

2. der Ersatz eines bestimmten Gens durch eine bevorzugte Variante desselben
Gens

3. die Einfuhrung eines neuen Gens.

Wie oben (Seite 24) erwahnt, kann ein Knockout durch die Einfihrung eines Allels,
welches von der Homing-Endonuclease nicht erkannt wird, riickgangig gemacht
werden.

Dasselbe gilt ebenso fur ein neu eingefihrtes Fremdgen, indem man ein HEG
einsetzt, welche das Fremdgen erkennt und schneidet. Somit ist auch das population

genetic engineering als prinzipiell vollkommen reversibler Eingriff zu gestalten.

Im Verlauf meiner Arbeit stellte ich fest, dass das von Burt vorgeschlagene Konstrukt
so, wie von ihm skizziert (Burt, 2003), nicht zum Zwecke der Elimination bzw.

Kontrolle naturlicher Schadlingspopulationen funktionieren kann. Diese Art der
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Populationskontrolle stellt jedoch einen vieldiskutierten und wichtigen genetischen
Ansatz zur Einddmmung der Malaria dar (Sinkins und Gould, 2006). Deshalb wurde
das beschriebene Konstrukt von uns verbessert und zum Patent angemeldet’.

Im Weiteren sollen nun die Mangel des im oberen Abschnitt dargestellten Konstrukts

aufgezeigt und das neue Gen-Konversionskonstrukt kurz veranschaulicht werden.

[11.2 Ein neues Gen-Konversionskonstrukt und Verfahren zur

Vererbung von Genmobilitat

Burt stellt in seinen Ausfiihrungen fest, dass es besonders fur die gezielte Elimination
von Schéadlingspopulationen bzw. die Kontrolle der Populationsgrof3e notwendig ist,
den Prozess des ,Homings“ auf bestimmte Zeitpunkte zu beschranken (s. o.). Diese
essentielle Voraussetzung ist jedoch flr das von ihm vorgestellte Konstrukt nicht
gegeben.

Durch Einfuhrung eines spezifischen Promotors steht das HEG zwar unter dessen
Kontrolle, jedoch auch unter der eines weiteren Promotors, welcher normalerweise
die Transkription des zu unterbrechenden Wirtsgens kontrolliert. Der Grund hierfur ist
folgender: Ein Promotor (in diesem Falle der neu eingeflihrte spezifische) beendet
die Transkription nicht.

Aufgrund dieses Mangels wéaren alle betroffenen Individuen, welche das Konstrukt
trigen, alsbald homozygot den Knockout betreffend und somit im Allgemeinen
lebensunfahig. Deshalb kénnte sich das Konstrukt kaum oder gar nicht in einer

Population ausbreiten.

Wir erzielten die zeitliche Beschréankung des Homing-Vorgangs mit dem folgenden
molekularbiologischen Konstrukt (siehe auch Abb. 6):
Das HEG wurde unter die Kontrolle eines spezifischen Promotors gestellt und in der

Intronsequenz belassen. Aul3erdem beendeten wir die Transkription stromaufwarts

! Aus Prioritatsgrinden baten wir die Universitat Wiirzburg, die Erfindung fir eine private Anmeldung
freizugeben, da die notwendige Prifung durch BayernPatent — welche bereits fur eine weitere
Anmeldung erfolgt war (siehe néchstes Kapitel) — die Einreichung stark verzdgert hatte. Nachdem
unserem Anliegen stattgegeben worden war, reichten Professor Dandekar und ich die Anmeldung
(Aktenzeichen 10 2006 029 354.1) unabhangig von der Universitat ein.
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des spezifischen oder auch induzierbaren Promotors durch einen Terminator der
Transkription. Durch diesen weiteren wichtigen Schritt steht das HEG und dadurch
der Prozess des ,Homings® (Genkonversion) nicht mehr unter der zuséatzlichen
Kontrolle des Promotors, welcher normalerweise die Transkription des zu
unterbrechenden Wirtsgens kontrolliert. Durch die Wahl eines geeigneten
spezifischen Promotors kann somit das ,Homing“ durch dessen spezifische
Aktivierung auf frei wahlbare Zeitraume beschrankt werden. Je nach dem Zweck,
welchen der genetische Eingriff erfullen soll, kann der Fachmann einen solchen
Promotor mit Programmen wie ,tess” (http://www.cbil.upenn.edu/tess/, Schug, 2003)
oder etwa dem ,Genomatix“ System (Werner, 2003) leicht ausfindig machen.
AulRerdem entsteht durch Einfihrung des Terminators der Transkription eine
suffiziente Unterbrechung des Wirtsgens.

In Abb. 6 ist eine mogliche Ausfihrungsform des Konstrukts dargestellt. Sie zeigt das
neue Gen-Konversionskonstrukt bereits in einen Vektor eingefigt.

a) Das Intron wird mit Restriktionsendonucleasen gespalten, und das Konstrukt wird
mittels PCR und Ligation hergestellt. Das Konstrukt besteht aus dem Gruppe-I-
Intron(siehe z. B. Genes VIII Lewin, 2004), welches durch Frequenzen flankiert wird,
die zu einer zellularen Zielsequenz homolog sind. Aufgrund dieser Sequenzen kann
das Konstrukt durch Rekombination in den Ziellokus eingefiigt werden. Innerhalb des
Introns findet sich ein HEG, welches unter der Kontrolle eines spezifischen
Promotors steht (spezifisch fur Meiose, Keimzellstadium oder bestimmte
Entwicklungs- bzw. Differenzierungsstadien oder durch bestimmte Substanzen
induzierbar). Die Transkription wird stromaufwarts des spezifischen Promotors durch
einen Terminator der Transkription beendet.

b) Das Konstrukt wird in einen Standard-Eukaryonten-Klonierungsvektor, welcher bei
einschlagig bekannten Anbietern wie z. B. New England Biolabs oder Promega
Biotech erworben werden kann, integriert. Der Vektor verfligt au3erdem uber einen
Selektionsmarker fir eukaryonte Zellen (z. B. Hygromycin-Resistenzgen). Standard-
Klonierungstechniken sind dem Fachmann bekannt, siehe ,PCR“ von M. J.
McPherson, S. Moller Springer-Verlag Telos (Oktober 2000) oder Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, 3 Vol. von Joseph Sambrook und David W. Russell, Cold
Spring Harbor Laboratory Press (Januar 2001), Cold Spring Harbor, N.Y.

c) Das Vektorkonstrukt wird mittels Elektroporation in die Zielzelle eingefiihrt. Das

Gen-Konversionskonstrukt wird durch Rekombination in die Ziel-Sequenz eingeflgt.
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Mit Hilfe des Selektionsmarkers kénnen zunachst plasmidtragende Zellen selektiert
werden. Danach werden heterozygote Transformanten (Zellen bei denen sich das
Gen-Konversionskonstrukt, an der richtigen Stelle in die Zielsequenz integriert, auf

einem Chromosom befindet) mittels southern blot identifiziert.
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Abb. 6: Skizzenhafte lllustration des Gen-Konversionskonstruktes

Beispielhaft sind GenBank (Benson et al., 2007) -ldentifikationsnummern (Gl) angegeben, die durch
funktionell homologe Sequenzen ersetzt und an pro- bzw. eukaryonte Expressionssysteme adaptiert
werden kdnnen. Ein Standardvektor wird im Ausfiihrungsbeispiel genutzt und wie folgt modifiziert:
HEG: modifiziertes Homing-Endonuclease-Gen, welches die Zielsequenz erkennt (z. B. modifizierte
Homing-Endonuclease I-Crel)

Ps: spezifischer Promotor (z. B. GI:6323781 oder GI:45552753)

TdT: Terminator der Transkription mit stem-loop-Struktur (z. B. GI:9626243)

FS: Flankierende Sequenzen fir Rekombination

HygR: Selektionsmarker, in diesem Fall Hygromycin-Resistenzgen (z.B. G1:2168575)

Die moglichen Anwendungsbereiche des vorgestellten Konstrukts beschranken sich
bei weitem nicht auf das bereits erwahnte Populationsengineering. Eine differenzierte
Ausfihrung des praktischen Potentials des vorgestellten Gen-Konversionskonstrukts
werde ich weiter unten (im Rahmen der Darstellung der zweiten, von BayernPatent
geforderten Patentanmeldung) anschliel3en.

Bis vor kurzem war die praktische Nutzbarkeit von mobilen Gruppe-I-Introns bzw.

HEGs noch als problematisch einzuschatzen. Grund hierfiir war der relativ schwer zu
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manipulierende Erkennungsmechanismus der Ziel-DNA, welcher auf Interaktionen
bestimmter Aminoséaurereste der Homing-Endonuclease mit der Zielsequenz beruht.
Deshalb stellte sich die Entwicklung von Enzymen, welche bestimmte neue
Zielsequenzen erkennen, vergleichsweise schwierig dar. Bahnbrechende Fortschritte
auf diesem Gebiet konnten diese Probleme jedoch weitgehend I6sen und wurden
hochrangig publiziert (Ashworth et al., 2006; Rosen et al., 2006): Durch
computergestitzte Proteinmodellierung konnten Ashworth und Kollegen die
Erkennungssequenz von HEGs alterieren, ohne dass dadurch die Bindungsaffinitat

der Homing-Endonuclease beeintrachtigt wurde.

1.3 Alternatives und effizienteres Gen-Konversionskonstrukt und
Verfahren zur Vererbung von Genmobilitat sowie Verwendung des

Konstruktes

Noch bevor sich diese Neuerungen ergaben, suchten wir nach einem anderen,
einfacher zu manipulierenden egoistischen Gen als Instrument der bereits
beschriebenen genetischen Eingriffe. Mobile Gruppe-ll-Introns erwiesen sich als
ideale Alternative zu den bereits beschriebenen Intron-Konstrukten der Gruppe |. Sie
teilen mit diesen samtliche oben genannten interessanten Merkmale von
ortsspezifischen egoistischen Genen, sind zusatzlich aber einfach in einer Weise zu
verandern, dass sie neue, therapeutisch interessante target-Sequenzen erkennen.
Hierfar ist ein anderer Erkennungsmechanismus verantwortlich.

Unsere Arbeiten fiuhrten uns deshalb zur Entwicklung eines weiteren Gen-
Konversionskonstruktes (basierend auf einem Gruppe-ll-Intron als wesentlicher
Katalysator der Genmobilitat), welches im Weiteren detailliert beschrieben werden
soll. Unser Konstrukt wurde von BayernPatent begutachtet und daraufhin der
Universitat Wurzburg zur Patentierung anempfohlen (Patentanmeldung U30010
DPMA). Einen weltweiten Patentschutz stellt die unlangst (02.05.2007) eingereichte
PCT-Anmeldung sicher, Firmeninteresse ist z. B. von SIGMA Aldrich (St. Louis, USA)

bekundet worden.

Hintergrund
Bevor ich an die eigentliche Beschreibung des Konstrukts gehe, sei zunéchst der fur

das Verstandnis notige wissenschaftliche Hintergrund zusammengefasst.
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Da es sich bei Gruppe-lI-Introns ebenfalls um egoistische Gene handelt, entsprechen
deren grundlegende Charakteristika denen von mobilen Introns der Gruppe | bzw.
HEGs. Ebenso wie jene sind sie in der Lage, die Mendel’'schen Vererbungsregeln
durch ortsspezifische Transpositionsvorgange zu umgehen. Die Transposition ist
gleichfalls extrem effizient und erreicht Wahrscheinlichkeiten von bis zu 100%, wobei
das mobile Intron wiederum in eine homologe ,Heimatsequenz® springt.

Lediglich der Transpositionsmechanismus weicht stark von dem bereits
beschriebenen ab und stellt sich wesentlich komplizierter dar. Basenpaarungen
zwischen RNA-Intermediaten des Introns und der Zielsequenz spielen die
wesentliche Rolle bei der Erkennung der letzteren und sind verantwortlich fur die
einfache Manipulierbarkeit des Intron-Homings. Aul3erdem basiert die Mobilitat auf
Eigenschaften eines multifunktionalen Proteins (intron encoded protein = IEP),
welches Maturase-, reverse Transkriptase-, und DNA-Endonuklease-Aktivitaten
besitzt.

Nach der Translation des durch das Intron kodierten Proteins (intron encoded protein
= |IEP) bewirkt dieses das Splei3en der RNA, vermutlich chaperon-ahnlich, indem die
Formierung der katalytisch aktiven Form der Intron-RNA erleichtert wird. Protein und
Intron-RNA bilden daraufhin einen Ribonucleoprotein-Komplex (RNP). Hierauf fugt
sich die Intron-RNA durch umgekehrtes (reverse) Spleif3en in den sense-Strang des
erkannten DNA-Abschnitts ein, worauf das IEP den antisense-Strang versetzt
schneidet und, dessen 3’-Ende als Primer nutzend, die Intron-RNA-Matrize
umgekehrt transkribiert. Die resultierende cDNA wird durch Reparatur- oder
Rekombinationsmechanismen in die Wirts-DNA integriert (Belfort et al., 2002).

Es kdonnen neue Gruppe-ll-Introns hergestellt werden, die beliebige neue target-
Sequenzen erkennen und sich in diese einfligen. Dies geschieht durch Angleichen
der Intron-RNA-Sequenz an die Sequenz der jeweiligen DNA-Zielsequenz. Diese
Verfahren sind in der internationalen Patentanmeldung WO 02/059362 und in
wissenschaftlichen Veroffentlichungen diskutiert (Guo et al., 2000; Frazier et al.,
2003; Perkuta et al., 2004; Zhong et al., 2003; Karberg et al., 2001). Die weiteren
Patentanmeldungen bzw. Patentschriften WO 01/29059, US2003/104352, WO
98/54353, US 6,001,608 und US 5,698,421 unterrichten tber den Stand der Technik.
Computergestitzt konnen heute Gruppe-ll-Introns hergestellt werden, welche sich in

jeden erdenklichen Genlokus einfligen (Perkuta et al., 2004). Die Funktionalitat von
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Gruppe-ll-Introns auf eukaryonter Ebene wurde kuirzlich nachgewiesen (WO
2005/123937 A und WO 2005/123962 A).

Einerseits konnen die dargestellten Techniken zur Unterbrechung von Wirtsgenen
genutzt werden. Ein Knockout-Kit, basierend auf diesen Grundlagen, ist bereits
kauflich zu erwerben (TargeTron Gene Knockout System, Product Code TA0100,
angeboten durch die Firma SIGMA-ALDRICH). Andererseits kdnnen mithilfe von
modifizierten Gruppe-lI-Introns fremde Gene ins Wirtsgenom eingefiihrt werden.
Beide Moglichkeiten werden im Folgenden beschrieben.

Normalerweise unterbrechen Gruppe-lI-Introns die Wirtsgene nicht funktionell, da sie
sich auf RNA-Ebene selbst herausspleien. Um dies zu verhindern, schuf man
Gruppe-ll-Introns, welche eine Deletion in dem offenen Leseraster (ORF) besitzen,
der fUr das Intron-kodierte Protein kodiert. Das Intron-kodierte Protein wird getrennt
vom Intron exprimiert. Somit wird eine dauerhafte Genunterbrechung auf der
Grundlage eines Introns erreicht, welches die Fahigkeit des Selbst-Spleilens und
damit verbunden auch die der eigenstandigen Mobilitat verloren hatte (Frazier et al.,
2003; Perkuta et al., 2004; Zhong et al., 2003; Karberg et al., 2001). Es wurde auch
versucht, die Genunterbrechung durch Expression des IEP in trans aufzuheben,
doch waren die Ergebnisse unbefriedigend. Es wurde ein Niveau der Genexpression
erreicht, welches gegentber dem Wildtyp bei nur ca. 21% lag. Diese generelle
Verminderung der Effizienz des Splicing-Vorgangs bei der Bereitstellung des Intron-
kodierten Proteins in trans wurde auch auf die Trennung des Intron-kodierten
Proteins von der eigentlichen Lage in der mRNA zurtickgefuihrt, da hierdurch die
richtige Formierung und Funktion des RNP-Komplexes beeintrachtigt werden kann
(Frazier et al., 2003).

Durch Einbau in die Domane IV des Introns konnten bereits erfolgreich neue Gene
wie Kanamycin- (Matsuura et al., 1997) und Tetracyclin-Resistenzmarker sowie ein
Phagenresistenzgen (abiD) (Frazier et al., 2003) ins Wirtsgenom eingeftihrt werden,

ohne dass hierdurch die Homing-Aktivitat des Konstruktes zerstort wurde.

Fur unser Vorhaben (die genetische Verdnderung ganzer Anopheles- bzw.
Plasmodium-Populationen) erwies es sich als Herausforderung, dass im Unterschied
zu Transposons fur Gruppe-lI-Introns noch kein Konstrukt entwickelt wurde, welches
in Stande ist, die Mdglichkeit der Genunterbrechung bzw. Genneueinfihrung mit der

Erhaltung der Mobilitat nach erstmaliger Transposition ins Wirtsgenom zu verbinden.
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Das heifl3t, bisher ist es nicht mdglich, die Fahigkeit der Mobilitdt und der damit
verbundenen Gen-Konversion an die Tochtergeneration zu vererben. Eine
Vererbung, im Sinne einer Erhaltung und Weitergabe der Funktion an die nachste
Zellgeneration ist aber fir jedes Populationsengineering notwendig, ohne dass
hierdurch die Genunterbrechung bzw. Genkonversion aufgehoben wird.

Wie geschildert ist man bislang noch nicht in der Lage, mittels Gruppe-lI-Introns eine
komplett reversible, konditionale Genunterbrechung bzw. -neueinfihrung zu
etablieren, da bisher die Effizienz des SpleiRens in zu grofiem Malde durch
Modifikationen am Gruppe-ll-Intron vermindert wird. Ein unbeeintrachtigter
SpleiRvorgang bewirkt die Exzision der Intron-mRNA aus dem unterbrochenen Exon-
MRNA-Bereich und kann somit den Gen-Knockout vollkommen rickgangig machen,
solange der SpleiRvorgang aktiviert ist.

Wir beabsichtigten deshalb ein modifiziertes Gruppe-lI-Intron zu kreieren, welches
eine stabile Vererbung der Genmobilitat auf die nachste Zellgeneration erlaubt.
Dieses Intron sollte also in der Lage sein, Wirtsgene zu unterbrechen bzw. fremde
Gene ins Wirtsgenom einzufuhren, ohne hierdurch die Fahigkeit der eigenen
Mobilitéat zu verlieren. AuRerdem sollte das Gen-Konversionskonstrukt vollkommen
reversible, fir Dbeliebige Dauer bestehende Genunterbrechungen bzw. -

neueinfihrungen erlauben.

Beschreibung des Konstrukts

Bei der wissenschaftlichen Nutzung von Gruppe-ll-Introns besteht das Problem, dass
die Mobilitat der Konstrukte an das Spleil3en der mRNA gekoppelt ist, d. h. in dem
Moment, in welchem das Intron ,springt, wird die Intron-RNA gespleil3t und somit die
Genunterbrechung bzw. -neueinfiihrung aufgehoben. Um dennoch eine dauerhafte
Unterbrechung des Wirts-Genlokus auch bei erhaltener Transpositionsfahigkeit des
Gruppe-ll-Introns zu erreichen, mussten wir den Vorgang des ,Homings" auf einen
klar begrenzten Zeitraum beschranken. Dies erreichten wir, indem wir die
Expression des Intron-kodierten Proteins, welches die Mobilitat katalysiert, von der
Transkription der mRNA entkoppelten.

Der offene Leserahmen, welcher fiir das Intron-kodierte Protein kodiert, wurde nicht
ausgeschnitten, sondern invertiert und somit in der Intron-DNA belassen. Diese
Inversion bedingt, dass das offene Leseraster nicht mehr in der urspringlichen

Richtung, d. h. vom ersten Promotor (= Promotor des Exons) ausgehend, sondern
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jetzt in der entgegengesetzten Richtung (auf dem Gegenstrang) vom zweiten
Promotor aus gelesen werden kann. Das Intron-kodierte Protein wird je nach dem
Zweck, welchen der genetische Eingriff erfullen soll, unter die Kontrolle eines
entweder flr gewisse Entwicklungsstadien bzw. Zelldifferenzierungen spezifischen
oder induzierbaren Promotors gestellt (u. a. unter Verwendung von ,tess*
http://www.cbil.upenn.edu/tess/ oder dem ,Genomatix‘-System, s. 0.). Nach Bedarf
wird ein Terminator der Transkription stromaufwérts des spezifischen Promotors
platziert, um einen unwahrscheinlichen, aber dennoch mdglichen ORF zu beenden.
Der erste (= Exon-Promotor) und der zweite Promotor (neu eingefuhrter, spezifischer
Promotor) mussen gleichzeitig aktiv sein. Der Prozess des ,Homings" und das damit
verbundene SpleiBen sind damit auf frei wahlbare Zeitrdume beschrankt, das
betreffende Wirtsgen ist also flr den Rest der Zeit unterbrochen und es verbleibt das
etwaige neu eingefuhrte, fremde Gen ungespleildt in der mRNA.

Somit losten wir auch das zweite Problem, indem bei Bereitstellung der
induzierenden Substanz der Promotor aktiviert, das IEP konsekutiv translatiert, das
SpleiBen der Intron-RNA realisiert und damit die Genunterbrechung auf RNA-Ebene

aufgehoben wird.

Ausfuhrungsbeispiel

Ich moéchte das Konstrukt anhand des wohlbekannten Gruppe-ll-Introns L1.LtrB von
Lactococcus lactis erlautern. Abb. 7 zeigt das Intron und stellt unsere Modifikationen
dar. Die Herstellung und eingehende Testung des Konstruktes in E. coli ist am
Biozentrum der Universitdt Wurzburg moglich und wird derzeit in einer
Zusammenarbeit mit der Mikrobiologie (Professor Roy Gross) und der Bioinformatik
realisiert. Hierfr wurde eine molekulare Klonierungsstrategie entwickelt, welche nur
kurz umrissen werden soll: Durch geschickten PCR-Einsatz wird der neuartige Gen-
Konversionsvektor aus vier Einzelfragmenten (mit vier verschiedenen
Restriktionsendonuclease-Schnittstellen) synthetisiert. Als Grundlage dient der von
der Firma SIGMA Aldrich vertriebene targetron-Vektor pACD4K-C. Beziglich der
notwendigen Standard-Klonierungstechniken orientierten wir uns an einschlagig
bekannten Handbiichern der Molekularbiologie (Mc Pherson, 2000; Sambrook und
Russell, 2001).
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Abb. 7: Grundlegende Modifikation des Gruppe-ll-Introns

Gezeigt sind auf der linken Seite die strukturelle Darstellung des L1.LtrB Introns sowie auf der rechten
Seite die im Text beschriebene Inversion des offenen Leserahmens innerhalb der Doméne IV,
welches fir das IEP kodiert (modifiziert nach Guo et al., 2000).

Abb. 8 stellt beispielhaft die Ausfihrung der genetischen Manipulation einer
Zielpopulation dar, wobei im Speziellen die Einfihrung eines neuen Gens in die
Wirts-DNA realisiert wurde. Dargestellt ist wiederum ein Gruppe-ll-Intron, dessen
Domaéne IV modifiziert wurde. Diese enthélt eine Inversion des ORF des Intron-
kodierten Proteins, das als LtrA ORF bezeichnet wird. Es steht unter der Kontrolle
eines bereits weiter oben beschriebenen spezifischen Promotors. Das neu
einzufuhrende Fremdgen steht optional unter der Kontrolle eines eigenen homologen
Promotors, um Einfluss auf das Expressionsprofil des neuen Gens zu nehmen. Die
Intronsequenzen, welche durch RNA-DNA-Basenpaarungen verantwortlich sind far
die Erkennung der Ziel-DNA, sind dahingehend abgewandelt, dass die beabsichtigte
Sequenz erkannt werden kann. Das Konstrukt wird in ein Plasmid integriert und in E.
coli prozessiert. Das verédnderte Intron wird gesdumt von den flankierenden
Exonsequenzen E1 und E2 aus dem Zielgen. Das Plasmid verfugt auRerdem Uber
einen Resistenzmarker (z. B. fur Ampicillin), welcher fur die Selektion der das
Plasmid tragenden Bakterien notwendig ist. Mit diesem Konstrukt kénnen RNP-
Partikel hergestellt werden, welche letztendlich, verpackt in Liposomen, durch

Elektroporation in die Wirtszelle eingebracht werden, wo sie die Einfihrung des
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fremden Gens ins Wirtsgenom bewirken. Das heil3t, fir diesen letzten Schritt ist kein

Vektor vonnoten.

Domane IV:
optionaler Extra-Promotor stadienspezifischer Promotor
neues Gen Inversion des Intron-ORF
A
in E.coli exprimiertes Plasmid zur
Gewinnung der RNP-Partikel:
Promotor Terminator der Transkription

verandertes Gruppe-Il-Intron

E, E,: flankierende
Exonsequenzen des
target-Gens

RNP-Partikel bestehend aus exzidierter Intron-RNA und IEP, welche
hierauf, verpackt in Lysosomen, in die Wirtszelle eingebracht werden.

Abb. 8: Ausiihrungsbeispiel fir den Ersatz eines Wirtsgens durch ein neu eingefiihrtes Gen

Die Struktur der modifizieten Doméane IV des Gruppe-lI-Introns ist oberhalb des Plasmids (Derivat von
pACD4K-C), welches das gesamte Konstrukt enthalt, detailliert dargestellt. Die Doméne enthélt eine
Inversion des Intron-ORFs (1800 Basenpaare) unter der Kontrolle eines stadienspezifischen
Promotors und das einzufihrende neue Gen (dessen Transkription je nach Bedarf auch durch einen
zuséatzlichen Promotor kontrolliert werden kann). Beide Komponenten sind nach der Position 3711 in
den Originalvektor (P ACD4K-C) eingefiigt.
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Das Plasmid selbst enthalt das von Exonsequenzen des Zielgens flankierte modifizierte Intron, dessen
Transkription durch einen konstitutiven Promotor (spc ribosomal protein operon promoter) gesteuert
wird, einen Terminator der Transkription (E. coli rrnB T1) und ein Ampicillin-Resistenzgen.

Der Fachmann kann je nach genutztem Zelltyp das Konstrukt und den Vektor mit
Standardtechniken  herstellen oder modifizieren, etwa mit zusatzlicher
Lokalisationssequenz, verbesserter Expression oder verbessertem Codongebrauch.

Erzielbare Vorteile und Erlauterungen zur Ausgestaltung unseres Konstruktes
Wie eingangs dargestellt, sind die Gen-Konversionskonstrukte flr das population
genetic engineering von aul3erordentlichem Wert, da sich herausstellte, dass sich
mutante Genotypen in der Natur durch einfache Mendel'sche Vererbung ihrer
genetischen Varianten kaum durchsetzen kénnen.

Es gibt grundsatzlich drei Modifikationstypen, welche die Konstrukte ermdglichen:

la. Unterbrechung eines Gens

1b. Unterbrechung eines Gens und Ausrottung bzw. GroRenkontrolle einer

Population, falls der Knockout rezessiv und essentiell ist:

Das Gen-Konversionskonstrukt unterbricht ein essentielles rezessives Gen. Der
Promotor wird meiose- bzw. keimbahnspezifisch gewahlt. Wie bereits erortert, flhrt
die Rezessivitat des Knockouts zu dessen Ausbreitung in der Population, obwohl das
ausgeschaltete Gen essentiell ist, da nur homozygote Knockouts lebensunfahig sind.
Durch den Einsatz des erwéhnten Promotors steigt zunachst nur die Frequenz der
heterozygoten Knockout-Trager an, die lebensfahig sind. Spater erhéht sich
zunehmend die Frequenz der homozygoten Knockouts, was schlief3lich im Extremfall
zur Ausrottung fuhrt.

Eine modifizierte Form dieser Strategie fir Plasmodien (vornehmlich haploid) wird
weiter unten erlautert.

2a. Einfuhrung eines neuen Gens durch sein Einfigen in die Doméne IV des

modifizierten Gruppe-ll-Introns

Das Konstrukt muss sich hierflr in einen nicht-kodierenden Bereich des Genoms
hineinkopieren (z. B. egoistische DNA (LINES, SINES etc.), Promotoren, repetitive
Bereiche, CpY Inseln, Mikrosatelliten oder strukturelle DNA).

2b. Effizientere indirekte Einfihrung eines neuen Gens

37



Das Gen-Konversionskonstrukt unterbricht ein essenzielles Gen und rottet im
Extremfall die Wildtyp-Population aus. Synchron wird die bevorzugte Mutante durch
Koppelung des neuen Gens an eine Variante des essentiellen Gens, welche durch
das Intron nicht erkannt wird, eingefuhrt. Diese Variante besteht im einfachsten Fall
aus einer Inversion, wobei auch durch Ausnutzung der Degeneration des
genetischen Codes weitere Varianten erzeugt werden kénnen. Der Knockout muss
hierbei rezessiv und der Promotor rein meiose- bzw. keimbahnspezifisch gewéahlt
werden.

3a. Ersatz eines Gens durch ein anderes

Das zu ersetzende Gen wird vom modifizierten Gruppe-ll-Intron anvisiert und das
neue Gen in dessen Doméne IV eingefugt.

3b. Ersatz eines Gens durch ein anderes (Variante)

Das zu ersetzende Gen wird durch ein modifiziertes Gruppe-Il-Intron unterbrochen.

Das neue Gen wird gleichzeitig eingefuhrt.

Um eine mdglichst effiziente Ausbreitung eines neuen Genotyps zu erreichen, sollte
ein Promotor gewahlt werden (Nutzung geeigneter Software hierzu wie oben
beschrieben), welcher in folgenden Entwicklungsstadien bzw. Zellarten aktiv ist:

- Diploide Taxa: erste Entwicklungsstadien der Zygote (z. B. Promotoren von Oct-
Genen); die Genkonversion nach der Befruchtung der Eizelle fihrt zu homozygoten
Individuen

- Vornehmlich haploide Organismen, zum Beispiel Plasmodien: postmeiotische
Synzytialphase oder diploides Entwicklungstadium

Aufgrund dieser Wahl befanden sich sofort ausschlieBlich homozygote
Merkmalstrager unter den Nachkommen der modifizierten diploiden Organismen
bzw. waren alle Nachkommen der veranderten Plasmodien Merkmalstrager
beziglich der Veranderung.

Dies gqilt aber nicht fir die Spezialfalle 1b und 2b, da hierbei die sofortige

Homozygotie vermieden werden muss.

Kalkulationen zur Ausbreitung der Konstrukte
Die Frequenz der homozygoten bzw. hemizygoten Merkmalstrager in der Moskito-

bzw. Plasmodienpopulation lasst sich fir die Modifikationstypen l1a, 2a und 3

38



naherungsweise mit der folgenden Formel abschéatzen (der Formalismus gilt

selbstverstandlich auch fur das andere Gen-Konversionskonstrukt):
n
X = Xo ([1+T]F)

X : Frequenz in der n-ten Generation
X,: Einflhrungsfrequenz

T: transmission distortion ratio = Homing-Frequenz des egoistischen Gens

F: Fitness im Vergleich zum wt

Betriige die Aussetzungsfrequenz beispielsweise 0,1%, die transmission distortion
ratio 0,9 und bedingte das Konstrukt keinen Fitnessnachteil, so wéare nach bereits 11
Generationen eine Frequenz von 90% erreicht. Selbst ein Uberaus pessimistisches
Szenario (x=0,0001, F=0,8 und T=0,66) lieferte diesen Wert nach 35 Generationen.
Auf die mathematischen Simulationen der indirekten Einfihrung eines neuen Gens
und der Eradikationsstrategie verzichten wir an dieser Stelle, da diese bereits von A.
Burt (2003) publiziert wurden.

Weitere Anwendungsgebiete

Zunéachst seien wichtige, medizinisch relevante Applikationsbereiche angefihrt:

1. HIV-Therapie

Bereits Guo und Kollegen (Guo et al, 2000) zeigten anhand von

Transpositionsexperimenten, dass Gruppe-ll-Introns zukinftig in der HIV-Therapie
genutzt werden konnten. Man erreichte sowohl die Unterbrechung des Genoms des
Provirus als auch die Ausschaltung des CCR Chemokin-Rezeptors, was die
Resistenz des betroffenen T-Lymphozyten gegenuber HIV bedingt, jedoch nicht mit
einer Schadigung oder Funktionsbeeintrachtigung der Zelle einhergeht.

Das Gen-Konversionskonstrukt wiirde entweder in einem geeigneten Vektor (z. B.
Adenoviren), welcher die Wirtszellen des HI-Virus beféllt, in den menschlichen
Korper eingebracht oder mittels Elektroporation dazu genutzt, Patienten-
Lymphozyten in vivo resistent zu machen. Die resistenten Zellen wirden sich

daraufhin im menschlichen Kérper ungehindert vermehren.
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2. Krebstherapie

Die Gen-Konversionskonstrukte sind auf3erdem fir die Gentherapie geeignet. Die
Einfihrung von Tumorsuppressorgenen (z. B. p53) sowie die Ausschaltung von
Onkogenen (z. B. k-ras) wirken der Pathogenese verschiedenster Tumorleiden
entgegen. Es konnen Gruppe-lI-Introns verwendet werden, welche entweder in ihrer
Domane IV bestimmte Tumorsuppressorgene tragen (die ihrerseits durch die Wahl
eines geeigneten Promotors mehr oder weniger stark exprimiert werden) und nicht-
kodierende Bereiche des menschlichen Genoms erkennen (s. Seite 37) oder sich in
Onkogene inserieren, die bei einem Patientenkollektiv tberexprimiert sind und somit
die assoziierten pathophysiologischen Konsequenzen riickgédngig machen. Das
veranderte Gruppe-ll-Intron kann mittels eines geeigneten Vektors (Adenoviren etc.)
in die entartete Zellpopulation eingebracht werden.

Die Auswahl der in Frage kommenden Gene muss selbstverstandlich an die
pathogenetischen Ursachen des jeweiligen Tumorleidens angepasst werden. Der
grol3e Vorteil dieser Behandlungsmethode gegeniiber konservativen Behandlungen
(Bestrahlung, Chemotherapie) ist das Fehlen einschlagiger Nebenwirkungen dieser
konservativen Therapieformen fir den behandelten Patienten. Aus diesem Grunde
kann das Verfahren auch in Kombination mit konservativen Therapiemdglichkeiten
angewendet werden, da hierdurch die oft gravierenden Nebenwirkungen verringert
werden. Eine geringere Dosis des konservativen Behandlungsschemas sollte in
diesem Fall keine EinbuRe des Therapieerfolgs bedingen. Dies koénnte eine
deutliche Verbesserung bei der Behandlung von bisher schlecht zu therapierenden
Tumoren (z. B. Gliome, primare hepatozellulare Karzinome, Pankreaskarzinome)
bzw. Krankheitsstadien bedingen.

Bestimmte virusassoziierte Tumoren sind der Therapie durch Gruppe-ll- oder I-
Introns in besonderer Weise zugéanglich. Hierzu z&dhlen u. a.: T-Zell-Leuk&mie
(HTLV1 und 2); zervikale intraepitheliale Neoplasie, bowenoide Papulose,
Larynxpapillom, Riesenkondylom, Condyloma planum, Condyloma acuminatum,
Epidermolysis verruciformis und eine grofe Zahl gutartiger Wucherungen (HPV);
Burkitt-Lymphom, Nasopharynxkarzinom (EBV, Zugang: NC_001345 ); Kaposi-
Sarkom (HHV8, Zugang: NC_003409 und HIV, Zugang: NC_001802). Der geeignete
Therapieansatz ist hierbei wiederum die Unterbrechung des viralen bzw. proviralen

Genoms an geeigneter Stelle (z. B. bei HPV im Bereich von E6, E7 [z. B. gi:
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21464523, gi: 66933401 etc.] bzw. bei anderen Viren im Bereich einer DNA-
Polymerase [z. B. bei EBV gi: 28566757]). Es werden zur Einfuhrung der Gen-
Konversionskonstrukte vorzugsweise die Viren als Vektoren verwendet, die bekampft
werden sollen. Dies hatte den eklatanten Vorteil, dass man die targets, in diesem
Falle Viren, Gberall aufspiren kénnte, da ja die Wirtszellen logischerweise identisch
sind. Hierzu mussen die Viruspartikel zunachst vollkommen oder teilweise frei von
Erbsubstanz sein. Auf diese Weise kann beispielsweise HPV mit HPV behandelt
werden. Dasselbe gilt auch fur HIV und andere extrem virulente Viren, wobei weitere
SicherheitsmalBhahmen notwendig sind. U. a. denkbar ist die Verwendung von
reinem Hullprotein und Adh&sionsrezeptor ohne Virus-RNA. Die Diagnose muss in
jedem Fall vollstdndig geklart sein. Das Risiko von gefahrlichen Rekombinationen
kann durch geeignete Deletionen minimiert werden.

AuBerdem stellt sich die Therapie der meisten Falle (90%) von chronisch
myeloischer Leukamie erstaunlich einfach dar. Die Unterbrechung des Philadelphia-
Translokationschromosoms im Bereich des fur die Tyrosinkinase kodierenden Lokus
wird die heutigen Behandlungsmoglichkeiten in ihrer Wirksamkeit Ubertreffen. Der
OMIM disease identifier, mit welchem die maéglichen target-Sequenzen ausfindig

gemacht werden kénnen, ist *151410.

3. Nutzungsmadglichkeiten in Bezuqg auf Erbkrankheiten

Die Gen-Konversionskonstrukte kénnen ebenfalls flr die Therapie von Erbleiden,
insbesondere von monogen bedingten Erbleiden genutzt werden. Beispielhaft seien
Mukoviszidose, monogene Hypercholesterindamie, Marfan-Syndrom, Hamophilie A
und Progressive Muskeldystrophie genannt.

Trinukleotid-Erkrankungen, wie z. B. Chorea Huntington oder Friedreich-Ataxie
kénnen beispielsweise durch den Einsatz eines Gruppe-ll-Introns, welches den
pathologischen Gen-Ort unterbricht und gleichzeitig das ,gesunde“ Gen mit sich
fahrt, therapiert werden. Als Folge werden sich keine pathologischen Proteine -
Huntingtin und Frataxin - mehr ansammeln, sondern das physiologische Genprodukt
wird gebildet. Die OMIM disease identifier fur die ,gesunden“ Gene waren hierbei
+143100 bzw. *606829.

Auch die unterschiedlichsten Stoffwechseldefekte sind mit den oben erlauterten
Methoden zu therapieren. Als Beispiel sei die Phenylketonurie erwéhnt: Die effiziente

Einfihrung des intakten Gens (gi: 18765884), welches flir das bei der Erkrankung
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defekte Enzym kodiert (Phenylalaninhydroxylase), steht fir die erfolgreiche Therapie
der Erkrankung. Ebenso kann Albinismus durch die Einfuhrung des intakten
Tyrosinase-Gens (Genbank Identifier gi: 12656242) behandelt werden.
Mukoviszidose kann mit dem Ersatz des defekten Chlorid-Kanals durch das intakte
Protein (OMIM disease identifier: *602421) therapiert werden.

Daruber hinaus gibt es eine Reihe nichtmedizinischer Nutzungsmoéglichkeiten.

Durch den Einsatz der Konstrukte kénnen Gene gezielt an- und ausgeschaltet
werden, indem ein induzierbarer Promotor fur die Transkription des Intron-kodierten
Proteins verwendet wird. Ein Wirtsgen wird durch die Integration des Gen-
Konstruktes ausgeschaltet und durch dessen Splei3en nach Induktion des Promotors
auf mRNA-Ebene wieder angeschaltet. Gleiches gilt flr ein neu eingeflhrtes Gen,
nur mit dem Unterschied, dass dieses durch den Splei3vorgang exzidiert und somit
ausgeschaltet wird. Ein solcher On/Off-Mechanismus wird derzeit nur durch das Tet-
System erreicht. Der grof3e Vorteil des neuartigen Konstruktes ist jedoch die
Tatsache, dass es in genetisch unveranderten Wildtyp-Organismen oder
-Zellen verwendet werden kann. Die Herstellung bestimmter Stoffe (z. B.
Humaninsulin oder Erythropoetin) kénnte somit auf klar bestimmte Zeitraume
festgelegt werden.

Um zu Versuchszwecken bei bestimmten Organismen einen Knockout zu etablieren,
greift man heutzutage auf das Cre- bzw. Lox-Rekombinase-System zuriick. Hierbei
muss jedoch das auszuschaltende Gen zunachst mit flankierenden Rekombinase-
Sequenzen versehen werden. Das vorgestellte System kommt ohne jegliche
vorhergehende Modifikation des Wirtsorganismus aus und ermdglicht auRerdem die
Einflhrung neuer Gene.

Schlie3lich kénnen die Gen-Konversionskonstrukte in der Schéadlingsbek&dmpfung
Verwendung finden. Eine solche Schadlingsbekampfung betrifft auch die genetische
Modifikation bzw. Ausrottung von Spezies, die durch den Menschen in Lebensraume
eingeftihrt wurde, die nicht die naturlichen Lebensrdume darstellen. Ein Beispiel ist
die Gefleckte Flockenblume in den USA.

Wohlweislich darf der Fachmann solche Konstrukte nicht unethisch einsetzen. Das
Artgleichgewicht darf nicht gestort und negative Folgen okologischer Licken missen
auch bei der Dezimierung von Schadlingen vermieden werden. Selbstverstandlich

durfen ahnliche Konstrukte niemals in die menschliche Keimbahn gelangen, was
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aber sowohl durch die spezifische Herstellung als auch durch die spezifische
Nutzung jeweils ausgeschlossen werden kann (s. 0.).

Schlie8lich konnen die Gen-Konversionskonstrukte als Forschungswerkzeuge,
insbesondere als molekularbiologische Forschungswerkzeuge zur Herstellung
genetisch veranderter Zellen sowie genetisch veranderter Bakterien, Viren,

Protozoen, Pilze, Pflanzen und Tiere genutzt werden.

1.4 Nutzung der vorgestellten Konstrukte zur Bekdmpfung der Malaria

Die vorgestellten Gen-Konversionskonstrukte kénnen fir die genetische Manipulation
ausgewahlter Zielpopulationen eingesetzt werden. Diese Strategien koénnen
besonders in Entwicklungslandern zur Bekdmpfung bestimmter Infektionskrankheiten
genutzt werden. Die vorliegende Arbeit hat die Darstellung eines effizienten Ansatzes
zur Eindammung der Malaria zum Ziel. Wir entwickelten die beschriebenen
Technologien urspriinglich auch lediglich zu diesem Zweck.

Am Lehrstuhl fur Bioinformatik der Universitat Wirzburg wird seit 1999 im Bereich
der Malariaforschung gearbeitet. Das Projekt B2 im Sonderforschungsbereich 544 ist
ein Forschungsschwerpunkt zum Thema Malaria. Seit langerem wird an einigen
neuartigen pharmakologischen Ansatzen geforscht. So wurden in einem
Kombinationspraparat (BlueCQ) die antiparasitdren Wirkungen von Methylenblau
und Chloroquin getestet. Derzeit wird die Wirksamkeit des Praparates in einer
Phase-lI-Studie in Burkina Faso evaluiert. Es zeigte sich jedoch, dass die
Kombination dieser beiden Stoffe nicht wirksamer ist als Methylenblau allein:
Klinische bzw. mikrobiologische Versagerraten lagen bei 10% bzw. 24% (Meissner et
al., 2005 und 2006). Da weder fur die humanen Malariaformen Resistenzen gegen
Methylenblau bekannt sind, noch im Tiermodell solche erzeugt werden konnten, wird
weiterhin nach einem potenten Kombinationspartner gesucht. 2005 konnten im SFB
544 fir eine Kombination mit Artemisininderivaten (BlueArte; in-vitro-Testung)
synergistische Effekte nachgewiesen werden (Akoachere et al., 2005). Die gunstige
Resistenzsituation lasst deshalb BlueArte als eine vielversprechende
Behandlungsoption fir medikamentenresistente Malaria erscheinen.

Im Folgenden sollen die Mdoglichkeiten und Auswirkungen der genetischen
Veranderung sowohl der Vektoren (v. a. A. gambiae) als auch der Plasmodien (v. a.
P. falciparum) selbst mittels ortsspezifischen egoistischen Genen theoretisch und

bioinformatisch analysiert und diskutiert werden.
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[11.4.1 Anopheles-targets

Der erste Gedanke, welcher in diesem Zusammenhang aufkommt, ist die Ausrottung
des missliebigen Ubertragers. Ethische und okologische Bedenken lassen diese
Vorgehensweise jedoch fragwtirdig erscheinen.

Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens resistenter Mutanten bei einem
Ausrottungsversuch, welche das Vorhaben vereiteln konnten, wurde bereits
diskutiert.

Zudem beschrankt sich die Ubertragung nicht nur auf eine Art und selbst bei
Ausldschung der derzeit wichtigsten Malaria-Vektoren bliebe zu bedenken, dass sich
wahrscheinlich ein neuer Platzhalter fur die Besetzung der freigewordenen Nische
finden wirde.

Vergegenwartigt man sich auflerdem die Tatsache, dass eine Steigerung der
Regenwaldabholzung um 1% regional einen Anstieg der Anophelespopulationen um
8% bedingt (Pearson, 2003), kénnte man wohl zu der Einsicht gelangen, es waren
zunachst oOkologische Wege zu beschreiten, um der Muickenexpansion
entgegenzuwirken.

Bereits im Jahr 1992 wurde die Mdglichkeit diskutiert, Vektorpopulationen Uber die
Einflhrung von Resistenzgenen mittels transponibler Elemente Parasiten gegentber
immun zu machen (Kidwell und Ribeiro, 1992); ein Gedanke, welcher, besonders auf
die Malaria-Moskitos Ubertragen, sehr einleuchtend erscheint, wenn man bedenkt,
dass jede Infektion fir diese stets mit einer Schadigung einhergeht (verminderte
Lebenszeit, Fruchtbarkeit und Flugstrecke), resistente Individuen also den sensiblen
gegenuber zunachst einen relativen Fitnessvorteil besitzen. Wahrscheinlich aufgrund
der Tatsache, dass erwahnte transponible Elemente dem Wirtsorganismus jedoch zu
grolRen Schaden zufligen wirden, als dass sie sich in der Tat ausbreiten kdnnten,
wurde der Gedanke nicht umgesetzt.

Die nahezu unfehlbare Spezifitat der Sequenzerkennung unserer Konstrukte markiert
deren eklatanten Vorteil vor der letzterwdhnten Strategie: dass namlich bei diesem
Vorgehen der Wirt nicht durch den drive-Mechanismus geschadigt wirde, indem
lediglich nicht-kodierende Sequenzen (z. B. egoistische DNA, Promotoren, repetitive

Bereiche, CpY islands oder strukturelle DNA) als Insertionsstellen genutzt wirden.

Da durch unsere Konstrukte ein effizienter und unschadlicher drive-Mechanismus

aufgezeigt wurde, sollen im Weiteren mdgliche genetische targets (siehe Tabelle 1)
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und damit verbundene Genmanipulationsstrategien diskutiert werden, welche eine

Resistenz der Moskitos gegeniber den Parasiten zum Ziel haben.

Tabelle 1

Vektor-targets

I. SM1-Peptid

GE: - SM1-Peptid (Proteinsequenz: PCQRAIFQSICN)

KO: - SM1-Rezeptor
- agSGS 4: GenBank AY753541 (gi: 54066727)
- agSGS 5: GenBank AY753542 (gi: 54066768)

Il. Plasmodien-Resistenz

GE: - Phospholipase A2 aus dem Gift der Honigbiene (gi: 5626)
- PPO9 (gi: 20803452)
- LRIM1
- TEP1 (gi: 58386914)
- CECL1 (gi: 58381404)
- APL1
- APOD
- FBNS8, 9 und 39 >
- SPCLIP1 aus Anopheles
- IRSP1
- LRRD7
- AgMDL1

KO: - CTL4 (gi: 58387131)
- CTLMA2 (gi: 583871291)
- SRPN2 (gi: 116874263) }

lll. Transposon-Replikation in sensiblen Stammen (Schadigung des Vektors, falls er nicht
malariaresistent ist; siehe Text)

Plasmodium-targets

I. Eradikation
KO: - Protein des synaptonemalen Komplexes (Burt, 2003)
- Meiotisches dmc1-ahnliches Rekombinationsprotein:
MAL8P1.76 (gi:124512445)
- Vermeintliches homologes Protein zum RNA-bindenden Protein mei2:
MAL6P1.195 (gi: 86171460)
Il. GPI-Endotoxin und PRBC Sequestration
GE: - Alkylglyceron-phosphat-synthase (AGPS), E.C.: 2.5.1.26
(gi: 88999596)
- 1-Acylglycerol-3-phosphat-O-acyltransferase (AGPAT),
E.C.: 2.3.1.51, z.B. AGPAT1 (gi: 60552551)
- PGAPL1 (gi: 62865856)
- Bstlp (gi: 850519; locus_tag: ,YFLO25C*; GenBank-Zugang: NC 001138)

KO: - PfEMP-1 (z.B. gi: 124803376)

GE: Geneinfuhrung
KO: Gen knockout
gi: GenBank gene identifier
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SM1-Peptid und dessen Rezeptor

Neuere Studien ergaben, dass Ookineten die Permeierung der Darmbarriere und des
Epithels der Speicheldrisen der Moskitos rezeptorvermittelt bewerkstelligen. Man
fand auch ein Peptid (SM1 — salivary gland- and midgut-binding peptide 1), welches
diesen Rezeptor selektiv hemmt, und schuf eine Miuckenmutante, welche durch
Kombination eines SM1-Tetramer-Gens mit einem Carboxypeptidase-Promotor SM1
nur nach Blutmahlzeiten exprimierte. Obgleich die verfutterten Blutmengen hohe
Gametozytenkonzentrationen (P. berghei) enthielten, resultierten nahezu nicht-
infektibse Moskitos (A. stephensi) (Ito et al., 2002). Bei Erndhrung mit nicht-
infektibsem Blut erwies sich die Fitness der transgenen Individuen, verglichen mit wt-
Moskitos, als unbeeintrachtigt (Moreira et al., 2004). In Kéfigexperimenten und darauf
basierenden Modellrechnungen konnte kirzlich gezeigt werden, dass die transgenen
Moskitos sogar einen flinfzig-prozentigen Fitnessvorteil gegentber wt-Moskitos
aufweisen, sobald man sie mit parasitamischem Blut ernahrt (Marrelli et al., 2007).
Die groRere Fruchtbarkeit und reduzierte Mortalitdt, welche bei den transgenen
Stammen beobachtet wurde, konnte hierbei eindeutig auf die Verhinderung von
infektionsassoziierten negativen Effekten zurtickgefiuhrt werden.

a) Durch die Einfuhrung des obigen Konstruktes mittels eines egoistischen Gens
kann dessen Ausbreitung bei weitem verbessert bzw. erst ermdglicht werden.

b) Noch einfacher wére es, einen Knockout des genannten Rezeptors zu applizieren.
Zunachst musste dessen Sequenz aufgeklart werden, da diese bis heute nicht
bekannt ist. Durch Expressions-Klonierung der einzelnen, in ihrer Funktion noch
unbekannten Plasmodien-Gene ware dies durchaus mdoglich. Bei besagtem
Knockout ist jedoch mit gravierenden Vitalitdtsverlusten zu rechnen, da wir uns nicht
Uber die endogenen Funktionen des Rezeptors im Klaren sind. Diesem Problem ist
jedoch mit der Einfihrung eines modifizierten Rezeptorallels zu begegnen, dessen
wirtsspezifische Funktionen bei Affinitdtsverlust fir Ookineten mdglichst
unbeeintrachtigt bleiben missten. Die einfachste Moglichkeit, diese Strategie zu

realisieren, ware der Ersatz des alten Allels durch das modifizierte.

Phospholipase A2
Gleichsam resistente Stechmicken wurden auch durch die Einfuhrung eines
Phospholipase A2 Gens erzeugt. PLA2-transgene Moskitos zeigten jedoch eine

Fitnessreduktion (Moreira et al., 2004). Durch die Geneinfuhrung mit Hilfe eines
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egoistischen Gens konnte dieser Fitnessverlust, wie oben geschildert, mehr als
kompensiert werden, wodurch eine Fixierung des resistenten Genotyps erreicht

wirde.

Infektionsabwehr-Gene

Bereits 1986 wurden malariaresistente Moskitos erforscht, welche den Erreger nach
seiner Penetration der Darmwand durch eine besonders effiziente
Melanisierungsreaktion einkapseln (Collins et al., 1986). Heute ist bekannt, dass das
Enzym Prophenoloxidase, von dem bisher 9 Isoenzyme beschrieben wurden,
malf3geblich an diesem Vorgang beteiligt ist (Christophides et al., 2002).

Von Uberragender Bedeutung fur die Infektionsabwehr scheint daruber hinaus das
2004 entdeckte Leucin-Reiche Wiederholungen enthaltende Protein LRIM1 zu sein:
Es bewirkt die Elimination der Ookineten durch Lyse und vermutlich auch durch
Melanisierung (Osta et al., 2004).

Eine &ahnliche Funktion hat TEP1 aus der Familie der ThioEster-enthaltenden
Proteine (TEP) (Blandin und Levashina, 2004; Blandin et al., 2004).

Auch die transgene Expression von CEC1 (Cecropin) reduzierte bei Laborversuchen
die Zahl von P.-berghei-Oozysten in infizierten Micken (Kim et al., 2004).
Anzustreben ist wiederum die effiziente Einfuhrung neuer Allele dieser Gene. Die
Super-Mendel'sche Transmission, welche die Gene durch unsere Konstrukte
aufweisen, wirde dem neuen Genotyp zur Dominanz verhelfen.

AuBerdem wurden kurzlich zwei hocheffiziente Antagonisten des oben genannten
Melanisierungsprozesses entdeckt, deren Gen-Knockout — welcher im Rahmen einer
genetischen Intervention populationsweit etabliert wirde - einen Anstieg der
normalen Melanisierungsrate von 0,1% beim Wildtyp auf bis zu 96,5% steigerte. Es
handelt sich hierbei um zwei C-type Lectine: CTL4 und CTLMAZ2 (Osta et al., 2004).
Ein weiterer negativer Regulator der Melanisierungskaskade ist das Serpin SRPN2
(Michel und Kafatos, 2005).

Von Interesse ist in diesem Zusammenhang auch, dass alle genannten Stoffe (aus
der Familie der Prophenoloxidasen PPO2, PPO3 und PPQO9) nur nach der
Blutmahlzeit induziert werden (Christophides et al., 2002; Osta et al., 2004, Michel
und Kafatos, 2005). Vermutlich ist deshalb ein zusétzlicher negativer Fitnesseffekt

durch den Energieverbrauch fir die Expression dieser Gene sehr gering.
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Die folgenden Gene antagonisieren ebenfalls effizient den Entwicklungszyklus der
Plasmodien innerhalb ihres Moskitowirts. Hierbei ist die Wirksamkeit auch explizit fur
P. falciparum erwiesen: APL1 (Riehle et al., 2006), APOD, FBN8, FBN9, SPCLIP1,
IRSP1, LRRD7, AgMDL1 und FBN39 (Dong et al., 2006). AQMDL1 und FBN39 sind
durch spezifische Aktivitat gegen P. falciparum charakterisiert. Die Expression der
genannten Proteine ist verbunden mit einer deutlichen bzw. vollstandigen Elimination
von Oozysten im Mitteldarm der Moskitos. In Tabelle 2 findet sich eine kurze

Charakterisierung der jeweiligen Proteine.

Tabelle 2: Proteinexpression im Mitteldarm des Moskitos

Ensemble A. gambiae
Genname Genom Datenbank Proteinfamilie Vermutete funktionelle Klasse
Zugangscode
genaue Funktion noch unklar; LRW
. : enthaltende Proteine Gbernehmen
Leucin-reiche wichtige Funktionen innerhalb des
APL1 | ENSANGGO00000012041 | Wiederholungen (LRW) 9 )
. angeborenen Immunsystems: u. a.
enthaltende Proteine
Erreger-Erkennungsfaktoren und Toll-
ahnliche Rezeptoren
AgMDL1 | ENSANGTO00000020083 | MD2-ahnliche Proteine | Muster-(pattern-)Erkennungsfaktoren
TEP1 | ENSANGT00000016857 Th'oeStgfét‘;?rfza'te”de Muster-(pattern-)Erkennungsfaktoren
FBNS | ENSANGT00000011252 | ' lPrinogendomanen- |, oo oattern-)Erkennungsfaktoren
Immunolektinfamilie
FBNO | ENSANGT00000011248 | FiPrinogendomanen- i, o (yattern-)Erkennungsfaktoren
Immunolektinfamilie
FBN39 unklar Flbrlnogendpmang_n- Muster-(pattern-)Erkennungsfaktoren
Immunolektinfamilie
Leucin-reiche
LRRD7 | ENSANGT00000021822 | Wiederholungen (LRW) | Muster-(pattern-)Erkennungsfaktoren
enthaltende Proteine
SP CLIP1 | ENSANGT00000020158 | CLIP Serinproteasen Serinproteasen-Kaskade
Kurze Proteine, welche antimikrobielle
IRSP1 | ENSANGT00000021028 Infektionsantwort- L .
. Aktivitaten vermitteln
Peptide
APOD | ENSANGT00000028106 Apolipoproteine Proteine mit verschiedenen Funktionen

[11.4.2 Alternativansatz fur die Fixierung natirlicher Resistenzgene

Es sollen zwei

neuartige Strategien analysiert werden,

um naturlicherweise

vorhandenen Resistenzmechanismen (Chrisophides et al., 2002; Osta et al., 2004;

Michel und Kafatos, 2005) zur Dominanz zu verhelfen.
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Variante 1

Mitte 2004 wurde eine weitere recht aussichtsreiche ldee, den Malariavektor resistent
zu machen, veroéffentlicht (Hahn und Nuzhdin, 2004). Wie erwéhnt gibt es eine Reihe
naturlicher Immunitatsgene, welche durchaus wirksame Resistenz bezlglich des
Parasiten vermitteln (Niare et al., 2002; Menge et al., 2006; Riehle et al., 2006).
Leider verhindert der mit diesen vergesellschaftete Fitnessverlust eine Ausbreitung
der Gene in einer Population. Das Bestreben geht nun dahin, den Malaria-sensiblen
Micken einen Selektionsnachteil zu verschaffen, welcher die Fithessminderung der
resistenten Konkurrenten Uberwiegen soll. Es konnte in den letzten beiden Jahren
gezeigt werden, dass die Transkriptions-Repertoires von malariaempféanglichen und -
resistenten bzw. infizierten und nicht-infizierten Mucken einige Unterschiede
aufweisen, d. h. es gibt Gene, welche nur bei infizierten bzw. empfanglichen
Individuen transkribiert werden. Aullerdem fand man kirzlich eine unerwartete
Vielfalt von transponiblen Elementen (Non-LTR-Retrotransposons) im Genom von A.
gambiae. Die Kombination beider Befunde ergab folgendes Konstrukt:

Man méchte besagte Retroposons unter die Kontrolle eines empfanglichkeits- bzw.
infektionsspezifischen Promotors bringen, welcher auch in der Keimbahn aktiv ist.
Die daraus resultierende spezifische Vermehrung der Kopien des Konstrukts nur im
hierfur sensiblen Genom des Wirtes kann seiner Fitness selbstverstandlich niemals
zutraglich sein. Modellrechnungen (Hahn und Nuzhdin, 2004) ergaben, dass auf
diesem Wege eine Fixierung der Resistenzallele innerhalb von 60 Generationen (ca.
vier Jahre) erreicht werden konnte. Die Voraussetzung fur die Verbreitung der
transponiblen Elemente ist jedoch, dass die Transpositionsrate den hierdurch
erzeugten Fitnessverlust Uberwiegt. Dies ist zugleich die Schwachstelle wie auch
unser Ansatzpunkt einer moglichen Verbesserung der Strategie: Durch Koppelung
des Konstrukts an ein egoistisches Gen (welches einen nicht-kodierenden Bereich
des Genoms schneidet), wirden auch resistente Micken, deren Frequenz im Laufe
der Intervention aufgrund des relativen Fitnessgewinns stetig zunehmen wirde,
deutlich zur Verbreitung der transponiblen Elemente beitragen, indem jedes
Tochterindividuum homozygot fur das Konstrukt ware, auch wenn das ,Retroposon”

nicht transkribiert wird.
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Variante 2

Eine alternative, einfachere und wahrscheinlich wirksamere Eingriffsméglichkeit ware
die Folgende: Der relativ schwache Selektionsnachteil kdnnte durch einen absoluten,
d. h. toédlichen ersetzt werden. Infrage kdmen z. B. ein Gruppe-IlI-Intron, welches ein
essentielles Gen schneidet, oder andere letale Gene (z. B. Toxine). Beide Varianten
stinden unter der Kontrolle eines der erwahnten spezifischen Promotoren und
wirden jeweils durch ein egoistisches Gen eingefuhrt. Der Promotor sollte
infektionsspezifisch aktiviert werden, da ansonsten nur resistente Mucken zur
Verbreitung beitragen wirden — die sensiblen waren anderenfalls durch einen
konstitutiven letalen Knockout oder Toxinwirkungen nicht lebensfahig. Mit
induzierbarem Promotor verliefe jede Plasmodieninfektion der Moskitos tddlich.
Dieser Ansatz birgt einen starken Schutzmechanismus vor aufkommenden escape-
Mutanten:

Bis zum Zeitpunkt der Infektion und dem dadurch vermittelten Tod des Organismus
bringt diese Modifikation keinen Selektionsnachteil mit sich, d. h. die die Modifikation
betreffenden escape-Mutanten (target-Gene, die von den egoistischen Genen nicht
erkannt werden etc.) wirden in ihrer Ausbreitung nicht begulnstigt, was durch
Einfihrung eines relativen Selektionsnachteils sehr wohl der Fall ware. Da die
Infektionsraten mit Plasmodien relativ niedrig sind, ware der Selektionsnachteil, ein

funktionierendes Konstrukt zu tragen, zu vernachlassigen.

[11.4.3 Plasmodien-targets

[11.4.3.1 Eradikation der Plasmodien

Bei der Dezimierung der Malariaerreger selbst sehen wir uns vielleicht mit
geringerem ethischem Skrupel belegt, weshalb dieses Ziel zu diskutieren ist. Da
Plasmodien ein vorwiegend haploides Genom aufweisen, ware die Ausschaltung
eines gewdhnlichen essentiellen Gens sofort letal, d. h. das Konstrukt hatte keine
Moglichkeit sich auszubreiten. Diesem Problem wirden wir durch die Attackierung
eines Meiose-Gens begegnen, wobei wir den Homing-Prozess auf die post-
meiotische synzytische Phase beschranken wirden (Burt, 2003). Auf diese Weise
blieben hemizygote Knockouts in ihrer Fitness unbeeintrachtigt und somit als
Konduktoren funktionsfahig. Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber einige fir die Meiose
essentielle Zielgene. Wenn man die Formeln von Austin Burt (2003) zugrunde legt,
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kénnte man so theoretisch (Einschréankungen s. 0.) eine Ausrottung in weniger als 20
Generationen erreichen.

An dieser Stelle sei kurz die Vorgehensweise erlautert, mit welcher unter
Verwendung bioinformatischer Methoden nach neuen targets, z. B. in Plasmodium,
gesucht wird:

1. Zunachst wird eine primare Datenbank (in unserem Falle NCBI) nach
Sequenzen durchsucht, welche meiotisch exprimiert werden.

2. Hierauf wird z. B. mithilfe von PlasmoDB sichergestellt, dass die in Frage
kommenden Gene im Genom von Plasmodium falciparum vorkommen.

3. Es bleibt nun die Frage zu klaren, ob die gefundenen Gene essentiell sind.
Dies kann wiederum unter Verwendung der Datenbank PlasmoDB und
anderer sekundarer Datenbanken (z. B. genetische Daten) beantwortet
werden. Eine Doménenanalyse u. a. mit SMART ergibt auch Indizien fir das
Vorliegen eines essentiellen Gens (z. B. eine Kinase-Doméane, deren
Homologe in anderen Organismen als essentiell bekannt sind).

4. Um mogliche Nebenwirkungen beim Menschen zu vermeiden, muss
ausgeschlossen werden, dass sich im menschlichen Organismus verwandte
Molekile, insbesondere Zielsequenzen, finden. Dies wurde bei den
Datenbanksuchen mit berlcksichtigt, kann aber unabhéngig durch
Experimente abgesichert werden (Southern Analyse, PCR; high und low

stringency).

Wie bereits diskutiert, bleibt jedoch Folgendes zu bedenken: Entstehen bei einem
Ausrottungsversuch funktionelle Wirtsgene, welche von den egoistischen Genen
nicht erkannt werden, so kénnen sich Moskitos dieses Genotyps schnell ausbreiten,
da sie mit keiner verbleibenden Konkurrenz zu ringen haben. Obgleich verschiedene
Moglichkeiten existieren, die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von escape-Mutanten
zu minimieren (s. o.; Attackierung multipler loci etc.), halten wir dennoch eine

alternative Strategie fur evolutionsstabiler.

[11.4.3.2 Einfihrung einer milderen Plasmodien-Art

Anstatt die urspringliche Population (Plasmodium falciparum) auszurotten, soll diese

durch eine in ihrer Virulenz gemilderte ersetzt werden.
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Hierbei bote, fur den Fall der Entstehung von escape-Mutanten, die neue Population
diesen ausreichend Widerpart und wirde sie durch die schnellere Ausbreitung (TDR)
und geringere Schadigung des Wirtes komplett verdrangen.

Die ethischen und biologischen Vorziige dieses milderen Eingriffs ins Okosystem

liegen auf der Hand. Die Verwirklichung dieses Vorhabens soll nun erlautert werden.

Humanisierung des GPI-Ankers

Wie gezeigt werden konnte, steht die Mortalitat bei einer Malaria-tropica-Infektion in
engem Zusammenhang mit einer systemischen und organspezifischen entziindlichen
Reaktion, welche durch ein Parasitentoxin ausgel6st wird. Es handelt sich hierbei um
Glycosyl-phosphatidylinositol (GPI), welches interessanterweise dieselbe Rolle bei
einer Infektion mit Trypanosoma brucei (Tachado und Schofield, 1994) und T. cruzi
(Almeida et al., 2000) spielt.

Abb. 9 gibt einen kurzen Uberblick tUber den Syntheseweg des Makromolekiils
(Delorenzi et al., 2002; Kinoshita und Inoue, 2000; Eisenhaber et al., 2003).

Dol-P-Man synthase
DPMI

" B e B
SR

. i EtNP: Ethanolamine-phosphate
Phosphatidylinositol (Pl) Dolichol-phosphate (Dol-P)
PE: Phosphatidylethanolamine
N DG: Diacyglycerol
%\ Acyl-Pl | N-terminal signal
{ sequence
To the cell surface .
bl GOIgI @ Glucosamine
C-terminal signal
0 N-Acetylglucosamine sequence
" Mannose
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Abb. 9: Die Biosynthese des GPI-Ankers

1. Erzeugung von GIcNAc-PI aus UDP-GIcNAc und PI

2. Deacetylierung zu GIcN-PI

3., 4. Acylierung (fur P. falciparum mit Myristoyl- anstelle des Palmitoylrestes) des Inositolrings, mit
GlcN-acyl-Pl als Produkt

5., 6., 7., 8. viermalige Manosylierung des Substrats,

9. Ankoppelung einer Ethanolaminphosphat-Seitenkette an den dritten Manoserest

10. Verknupfung mit dem Oberflachenprotein Uber letztgenannte Seitenkette

nach Delorenzi et al., 2002

Ein essentieller Knockout in der Reaktionskette wirde flr hemizygote Individuen den
Tod bedeuten, da das Makromolekdl fir die Verankerung wichtiger
Oberflachenproteine, wie z. B. circumsporozoite protein und merozoite surface
proteins MSP1 u. MSP2, unentbehrlich ist. Aus diesem Grunde wird eine Modifikation
angestrebt, welche die Oberflacheneigenschaft (antigene Eigenschaft) veréndert
bzw.abschwacht, ohne jedoch fir die Funktion wichtige Struktureigenschaften in
Mitleidenschaft zu ziehen. (Die mdglicherweise daraus resultierende Notwendigkeit
der Neueinfuhrung einer stark antigen wirkenden Struktur, welche die vernichtete
ausreichend als Antigen ersetzt, ist in Betracht zu ziehen.)
Bereits 1997 untersuchten Tachado et. al., auf welche GPI-Bestandteile die toxisch-
allergische Reaktion zuriickzufuhren ist (Tachado et. al., 1997). Man fand Folgendes:
Zwei voneinander unabhéngige Signale kollaborieren bei der Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren aus der NF-xB/rel- Familie, was zur Expression folgender
abhéangiger loci fuhrt: TNF, IL1, IL6, INOS, interzellulares Adhasionsmolekul 1,
vaskulares Adhasionsmolekil 1. Diese Faktoren sind wesentlich an der
Pathophysiologie einer schweren Malaria beteiligt. Die zwei erforderlichen Signale
sind:

1. Aktivierung der Protein-Tyrosin-Kinase p59(hck) durch die konservierte

Core-Glykan-Sequenz.

2. Aktivierung der PKC durch den Diacylglycerolanteil des GPls.

(Alkylacylglycerol wie bei Leishmania mexicana hemmt im Gegensatz dazu die

TNF-Produktion und die iNOS durch IFN-gamma aktivierter Makrophagen. -

Auch menschliche GPIs tragen Alkylacylglycerol!)
Der Ersatz des Diacylglycerols im Plasmodien-GPI durch Alkylacylglycerol sollte

demnach die UberschieBende Inflammationsreaktion im menschlichen Korper
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verhindern. Zu diesem Zweck kann man die menschliche Alkylglyceron-phosphat-
synthase (z. B. AGPS: E.C.Nr: 2.5.1.26) - wir setzen zunachst voraus, dass sich ein
langkettiger Alkohol als notwendiges Substrat des Enzyms finden wird - und die 1-
Acylglycerol-3-phosphat-O-acyltransferase  (AGPAT1: E.C.Nr. 2.3.1.51) ins
Plasmodiengenom einfuhren. Die bioinformatische = Domanenanalyse und
Homologiemodellierung fur die beiden Enzyme sind in Box 1 ausgefuhrt. Abb. 14
zeigt den modifizierten Syntheseweg des Makromolekdls.

Box 1:
Die Doménen der beiden Proteine wurden mit SMART bzw. Pfam analysiert. Abb. 10

und Abb. 11 zeigen den Doméanenaufbau.

N C

Abb. 10: Domanenanalyse der Alkylglyceron-phosphat-synthase

rot: FAD-bindende Domane, griin: C-terminale, FAD-gekoppelte Oxidase-Doméane

Innerhalb der Sequenz von AGPS konnte eine FAD-bindende Domaéne (rot: von AS
[Aminosaure] 232 bis 374) und eine C-terminale, FAD-gekoppelte Oxidase-Domane
(grin: von AS 410 bis 683) identifiziert werden.
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HE-

1 100 200 300

Abb. 11: Doméanenanalyse der 1-Acylglycerol-3-phosphat-O-acyltransferase
PIsC: Phosphat-acyltransferase, blau: transmembranares Segment, rot: Signalpeptid, rosa: Segment

mit geringer Komplexitat der Zusammensetzung

Gezeigt ist die Domanenstruktur von AGPAT1. Die PIsC-Domane veranschaulicht
eine Phosphat-acyltransferase, welche sich Gber die AS 98 bis 213 erstreckt. Blau ist
ein transmembrandres Segment und rot ein Signalpeptid dargestellt. Das rosa
markierte Rechteck steht fir ein Segment mit geringer Komplexitat der

Zusammensetzung.

Mithilfe von AnDom war eine Strukturvorhersage anhand homologer
Strukturdoménen mdoglich, nachdem dies durch Verwendung des SWISS MODEL
Servers nicht gelungen war. Der Grund hierfir ist in der Tatsache zu suchen, dass
AnDom im Gegensatz zu SWISS MODEL PSSMs fur alle bekannten
Strukturdomé&nen benutzt und aus diesen einzelnen Teildoméanen eine
Gesamtvorhersage generiert.

Die Aminosauresequenz von AGPS (Lange: 684 AS) ist homolog zur Sequenz der
Vanillyl-Alkohol-Oxidase von Penicillium simplicissimum. Der pdb code dieser
template(Vorlage)-Struktur ist 1e8g. Die FAD-bindende Domane (AS 6 — 273; SCOP-
Klasse d.145.1.1) besteht aus 2 alphatbeta-Subdomanen. Die C-terminale, FAD-
gekoppelte Oxidase-Domane (AS 274 — 560; SCOP-Klasse d.58.32.1) weist eine
Ferredoxin-&hnliche Faltung auf. Es handelt sich um ein alpha+beta-Sandwich mit
antiparallelem beta-Faltblatt.

AGPAT1 (insgesamt 283 AS) weist von der AS 27 bis zur AS 267 Homologie zur
Glycerol-3-phosphat-(1)-acyltransferase von cucurbita moschata auf. Der verwendete
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pdb code des Enzyms lautet 1k30. Die Faltungsstruktur des Proteins setzt sich somit
aus 3 Schichten (a/b/a) zusammen. Es handelt sich um gemischte Beta-Faltblatter
aus 9 Strangen (Reihenfolge: 918736452; die Strange 1, 2 und 8 sind antiparallel zu
dem Rest).

Die Strukturen der homologen Proteine sind in Abb. 12 und Abb. 13 dargestellt.
Beide 3D-Modelle wurden nach dem Auffinden mit dem Programm AnDom durch die

Software RasMol visualisiert.

Abb. 12: Homologiemodell fur die Alkylglyceron-phosphat-synthase
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Abb. 13: Homologiemodell fir die 1-Acylglycerol-3-phosphat-O-acyltransferase
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[ Glycerol ]

[ Glyceron ]
[ Glyceronphosphat ]
l
[ 1-Acyl-glyceron-3-phosphat ]
[ 1-Alkyl-glyceron-3-phosphat ]
[ 1-Alkyl-sn-glycero-3-phosphat ]
[ 2-Acyl-1-alkyl-sn-glycero-3-phosphat ]

Abb. 14: Modifizierter Syntheseweg des Glycosyl-phosphatidylinositol-Ankers
Veranschaulicht werden die einzelnen Schritte des veranderten Syntheseweges mit den
entsprechenden Zwischenprodukten.

Das Plasmodiengenom verfugt Gber mehrere vorhergesagte Glycerol-3-phosphat-
dehydrogenasen-Gene (PF11 0157, PFLO780w, PFCO0275w), weshalb der durch
diese katalysierte Stoffwechselschritt, ebenso wie die Acylierung des Glyceron-
phosphats und die Reduktion von 1-alkyl-glyceron-3-phosphat, vorausgesetzt
werden kann. Durch diese Manipulation wirde der Weg zur Produktion von
Alkylacylglycerol tberexprimiert, worauf sich das Verhaltnis von Alkylacylglycerol zu
Diacylglycerol (DAG) im GPI-Anker auf die Seite des Ersteren verschdbe. In die
Synthese des urspriinglichen Phosphatidylinositols, welches DAG enthalt, wirden wir
wegen der mannigfaltigen Aufgaben des Stoffes im Organismus zunachst nicht

eingreifen.

Der GPI-Syntheseweg bei Plasmodien ist gegenuber Saugerspezies nur vereinfacht
angelegt ist. Aus dieser Tatsache ist ein weiterer Ansatzpunkt einer genetischen

Manipulation abzuleiten.
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Dem Manosylgruppentransfer muss in allen Spezies die Acylierung des Myo-
inositolrings vorausgehen (Sauger verwenden hierbei Palmitin-, Plasmodien jedoch
Myristinsaure) (Gerold et al., 1999). Diese Fettsaure findet sich bei Saugern jedoch
gewdhnlich nicht an membranstéandigen GPI-Ankern, was auf eine vorangegangene
Deacylierung im endoplasmatischen Retikulum zurtckzufihren ist. Dieser
Stoffwechselschritt fehlt bei Plasmodien, weshalb sich auf deren Zelloberflache GPIs
mit der erwdhnten Acylgruppe finden. Da Endotoxinwirkungen meist mit der
Fettsaurezusammensetzung des jeweiligen Substrats korrelieren, ist zu vermuten,
dass jene additive Acylgruppe zusatzlich zu den oben erwahnten biochemischen
Signalwegen, eine Aggravierung der Pathophysiologie der schweren Malaria bedingt
(Warrell und Gilles, 2002). Da die Acylierung des Inositols wie bereits erwahnt
essentiell fur den Syntheseweg ist, darf sie auch nicht unterbunden werden, falls das
Uberleben der Plasmodien gewahrleistet werden soll. Vor kurzem identifizierte man
jedoch die beiden Enzyme, welche die Deacylierung bei Saugern bzw. Hefen
bewerkstelligen: PGAP1 und Bstlp (Tanaka et al., 2004). In der Hoffnung, dass die
Substratspezifitat sich nicht auf den Palmitoylrest beschrénkt, sondern sich auch auf
den Myristoylrest erstreckt, kann eines dieser Gene ins Plasmodiengenom eingefihrt
werden, um deren GPIs zu humanisieren und somit die Toxinwirkung
abzuschwéchen.

Der Vollstandigkeit wegen sei noch ein pharmakologisches target erwahnt, welches
sich der Intervention aufgrund der Verschiedenheit der Syntheswege bei
unterschiedlichen Spezies darbietet. Es handelt sich um das Enzym, welches die
Myristoylierung des Inositolrings, die nur bei Plasmodien vorkommt, deren
Realisierung jedoch unabdingbar fur die GPI-Synthese ist, katalysiert (Gerold et al.,
1999). Leider ist dieses Schliusselenzym im gré3tenteils bekannten Syntheseweg des

GPIs (vgl. Abb. 9 und www. genome.ad.jp/kegg) noch unentdeckt.

Verhinderung der cerebralen Malaria

Die Pathophysiologie der cerebralen Malaria ist noch nicht im Detail aufgeklart.
Immunologische und inflammatorische Prozesse sind an der Entstehung dieser
meistgeflrchteten Komplikation beteiligt. Ein wichtiger Katalysator scheint der im
vorigen Abschnitt erwdhnte GPI-Anker zu sein, welcher bei der Ruptur von
Schizonten frei wird (Warrell und Gilles, 2002).
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Es gibt eindeutige Hinweise, dass auch mechanische Effekte eine wichtige Rolle
spielen. Die Sequestration von infizierten Erythrozyten (PRBC — parasite-infected red
blood cells) in den kleinen Hirngefal3en (Venolen) wird heute als mal3geblicher
Triggerfaktor fur die Entstehung der cerebralen Malaria angesehen. Die Adhasion der
Erythrozyten ans Endothel der HirngefalRe erfolgt rezeptorvermittelt. Verschiedene
hierbei bedeutsame Rezeptoren auf den Endothelzellen konnten identifiziert werden
(z. B. intracellular adhesion molecule 1: ICAM-1, CD 36 und Thrombospondin). Der
wichtigste parasitenkodierte Ligand ist PfEMP-1. Die verschiedenen Gene (z. B. gi:
124803376), welche fiur das erwahnte Protein kodieren, kénnten ausgeschaltet
werden. Hierdurch lie3e sich die cerebrale Malaria am ersten Glied der zugrunde
liegenden komplizierten Kausalitatenkette beeinflussen bzw. verhindern.

Es bleibt festzuhalten, dass evolutionstechnisch betrachtet auf langere Sicht auch
eine Reduktion der Moskitozahlen angestrebt werden sollte, um Superinfektionen mit
verschiedenen Plasmodienstammen vorzubeugen, denn in diesem Falle begunstigt

der Selektionsdruck den virulentesten Erreger (Coluzzi, 1999).

IV. Diskussion

Die vorliegende Arbeit stellt einen innovativen genetischen Ansatz zur Bekdmpfung
der Malaria vor. Es wurden neuartige molekulargenetische Konstrukte entwickelt,
welche eine effiziente und sichere Manipulation von nattrlichen Vektor- und
Plasmodien-Populationen erlauben. Die von uns entworfene molekulare
Klonierungsstrategie fur die Konstrukte wird derzeit am Biozentrum der Universitat
Wirzburg in Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fir Mikrobiologie (Professor Roy
Gross) in E. coli umgesetzt und getestet. Auf den beschriebenen technischen
Neuerungen aufbauend, wurde eine komplexe population-engineering-Strategie zur
Eindammung der Malaria beschrieben. Die Entwicklung der Strategie erfolgte mit
bioinformatischen Methoden, wobei ebenfalls mathematische Modelle zur
Vorhersage der Effizienz angewandt wurden.

Im Folgenden mochte ich auf die aktuellen Alternativen zu einer genetischen

Intervention und damit auf konventionelle Strategien der Malariakontrolle eingehen.
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IV.1 Alternative Ansatze: Pharmaka, Insektizide, Vakzinen

Es gibt noch einige andere Interventionsmethoden im Kampf gegen die Malaria,
welche neben einer genetischen Manipulation auch attraktiv sind und deshalb nicht

unerwahnt bleiben durfen.

Repellents und insektizidbehandelte Moskitonetze (ITNs) (Curtis et al., 2006) sind
weiterhin unverzichtbar als effizienter individueller Schutz vor einer Infektion. In
diesem Zusammenhang ist besonders bemerkenswert, dass ITNs das Potential
besitzen, sowohl die Pravalenz asymptomatischer Trager als auch die Population

infizierter Moskitos und somit die Ubertragungsrate zu reduzieren.

Besonderes Augenmerk ist auf eine Eindammung der Vektorpopulationen zu legen.
Der erste Gedanke in diesem Zusammenhang ist die Anwendung von Insektiziden.
Eingedenk der Mdglichkeit, dass der afrikanische Siegeszug des Hauptvektors,
Anopheles gambiae, dessen Verbreitungsgebiet sich urspringlich auf einige
Feuchtsavannen beschrankte, erst durch menschliche Einflussnahme begann
(Coluzzi, 1999), lassen sich zusatzlich alternative, vielleicht wirkungsvollere
Strategien erwagen, um die Ausbreitung der Moskitos zu kontrollieren. Insbesondere
sollte versucht werden, die Ausbreitung der Vektoren nicht weiter durch zunehmende
Erderwarmung (,global warming“) und Schaffung idealer Brutbedingungen durch
Regenwaldabholzung aktiv zu befdérdern (Patz und Olson, 2006; Pasqual et al., 2006;
Brown et al., 1998; Pearson, 2003). Auch das wohl gravierendste Problem unserer
Zeit, die Uberbevolkerung, hat nicht geringen Anteil an der Entstehung von
parasitaren Pestilenzen — man konnte soweit gehen zu behaupten, diese seien
nichts weiter als ein Regulationsmechanismus der Natur, um jenes 6kologische
Ungleichgewicht zu beseitigen. Eigentlich sollte sich eine Wirtsschadigung, wie sie P.
falciparum betreibt, ungunstig auf dessen eigenes Fortkommen auswirken. Wenn es
jedoch gleichgultig ist, ob der Wirt getotet wird, da an ihm in keinem Fall Mangel
herrschen kann, relativiert sich dieses Naturgesetz. Interessanterweise liefert die
,child-survivor-Hypothese“ Hinweise darauf, dass eine deutliche Kindersterblichkeit
durch Malaria zu einer Uberproportional gesteigerten Fertilitdt und damit zu einem
weiter ansteigenden Bevolkerungswachstum fuhrt (Sachs und Malaney, 2002). So
schlief3t sich der Teufelskreis.
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Als problematisch ist auch der zunehmende Anteil insektizidresistenter Moskitos zu
betrachten. Dabei beschranken sich die Resistenzen nicht auf alte Wirkstoffe (z. B.
DDT), sondern sind auch fur neuere Chemikalien bekannt, wie u. a. fir das weltweit
meistverwendete Insektizid Pyrethroid, womit Moskitonetze impragniert werden
(Chandre et al., 1999; Etang et al., 2003).

Dartber hinaus sind in der jingeren Vergangenheit einige molekularbiologische
Strategien entwickelt worden, welche den Parasiten selbst bekdmpfen sollen. Die
unzweifelhaft beste pharmakologische Behandlungsoption der unkomplizierten
Malaria stellen derzeit so genannte ACTs (artemisinin-combination therapies) dar,
welche deshalb bereits in vielen Landern als first-line-Therapie eingefuhrt wurden.
Kurz wirksame Artemisinin-Derivate lassen sich leider kaum als Monotherapeutika
verwenden, da es bei einer solchen Behandlung in mehr als einem Viertel der Falle
zu einem Wiederaufbrechen der Erkrankung kommt (Davis et al.,, 2005). Ihre
Anwendung verlangsamt die zunehmende Resistenzentwicklung, senkt rasch eine
bestehende Anamie und verringert vor allem die indirekte Infektiositat der Patienten
(besonders in Bezug auf die Ubertragung medikamentenresistenter Plasmodien), da
die Gametozytenzahlen unter der neuen Behandlung schneller absinken (Guthmann
et al., 2005; Sutherland et al., 2005). Auch in der Behandlung der schweren Malaria
avancierten die Artemisinin-Derivate (besonders Artesunate parenteral) unlangst zum
Goldstandard und verdrangten somit die klassischen Chinin-Derivate. Verglichen mit
diesen ergab sich eine Senkung der Mortalitdt um mehr als ein Drittel (35%) bei
einem wesentlich ginstigeren Nebenwirkungsprofil (Pasvol et al., 2006).

Nachdem lange Zeit keinerlei Resistenzen gegeniber Artemisinin-Derivaten bekannt
waren, wurden solche nun doch, vor allem in Franzdsisch Guyana, nachgewiesen
(Jambou et al., 2005). Auch in Sudostasien sind Parasiten untersucht worden, deren
Allelvarianten bestimmter Gene sie gegenuber Artemisininen resistent machen (Duffy
und Sibley, 2005). In Sansibar konnte die Bedrohung durch einen mdoglichen
alternativen Resistenzmechanismus gegentber Lumefantrin-Artemether festgestellt
werden (Duffy und Sibley, 2005; Edwards und Biagini, 2006). Obgleich die
bestehenden Resistenzen noch nicht sehr stark ausgepragt sind, konnte eine
Kombination der verschiedenen Resistenzallele schon bald zur Entwicklung von
Falciparum-Plasmodien fuhren, die einen hohen Grad an Resistenz aufweisen. In

diesem Zusammenhang muss wiederum die gesteigerte Mobilitdt unserer Tage als
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Risiko genannt werden. Die Studie von Afonso et al., 2006 unterstitzt diese
Hypothese. Sein Team konnte bei Nagetier-Plasmodien eine um den Faktor 16
erhohte Resistenz nachweisen. Die alarmierende Resistenzentwicklung wird vor
allem auf den unkontrollierten Einsatz von Artemisininpréparaten als Monotherapie
oder in Kombination mit wenig effektiven Partnersubstanzen gesehen. Das
Aufkommen starker Resistenzen gegeniber Artemisininen wéare eine medizinische
Katastrophe, da derzeit keinerlei alternative Behandlungsoptionen bekannt sind.

Die Resistenzen betreffen alle derzeitigen und potentiellen Kombinationspartner
(auRer Methylenblau, s. 0.). So wird beispielsweise Amodiaquin, welches bisher als
aulerst effizienter Kombinationsstoff diente, diese Rolle nicht mehr lange einnehmen
kénnen, da gebietsweise bereits ca. 20% der Plasmodien resistent gegenuber
diesem Medikament sind (Guthmann et al., 2005). Aus diesem Grund stellt sich
schon heute die Frage nach einer neuen, effizienteren Alternative. Die derzeitig
getesteten Partnersubstanzen Chlorproguanil/Dapson, Pyronaridin und Piperaquin
(Edwards und Biagini, 2006) stellen keine Losung des Resistenzproblems dar.
Schliel3lich stellt die Finanzierung der Behandlung (ACTs sind etwa 10 bis 20mal
teurer als Chloroquin) - neben anderen Hindernissen sozial-administrativer Natur -
ein weiterhin ungeldstes Problem dar (Mutabingwa, 2005). Ahnliches gilt auch fiir die
Bereitstellung von impragnierten Moskitonetzen.

AuBerdem wird seit den 1960er Jahren an der Entwicklung eines maoglichen
Impfstoffes gearbeitet. Einer der aussichtsreichsten und aktuellsten Ansatze entstand
unter der Leitung Kai Matuschewskis (Mueller, Labaied et al., 2005; Mueller,
Camargo et al., 2005): Es handelt sich um eine whole-organism-Vakzine, welche im
Tiermodell erfolgreich vor einer Infektion bewahrt. Die Impfung bedingte sogar eine
sterile Immunitat, welche naturlicherweise (nach mehrmaliger Infektion mit wt-
Plasmodien) nicht beobachtet wird. Der Impfstoff besteht aus genetisch modifizierten
Parasiten (genetically attenuated parasites - GAPSs), welche eine Deletion, das UIS3-
Gen betreffend, aufweisen. Bisher wurden lediglich Versuche mit Plasmodium
berghei — dem Ubertrager der Malaria bei Nagetieren - angestellt. Die Konsequenz
besagten Knockouts sind Plasmodien, welche zwar immer noch Hepatozyten
invadieren koénnen, jedoch wahrend ihrer Entwicklung im Leberstadium arretiert
werden und unféhig sind, die Transformation in Leber-Schizonten auszufihren. Eine

Infektion der Erythrozyten ist aus diesem Grunde kaum madglich. Es handelt sich also
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um eine spezifische Immunisierung gegen préaerythrozytare Stadien. Da sich im
Genom von Plasmodium falciparum ein orthologes Gen findet, glaubt man die
Ergebnisse auf die humane Malaria Ubertragen zu kdnnen.

GAPs, welche wie in Tierstudien nur eine einzige Gendeletion aufweisen, werden
jedoch als zu unsicher fir die klinische Erprobung am Menschen angesehen, da
solche GAPs im Tiermodell h&ufig Parasitamien verursachten (Mueller, Camargo et
al., 2005). Schwerer noch wiegt die Tatsache, dass die Massenproduktion von GAPs
derzeit noch nicht realisierbar ist. Grund hierflr ist das Fehlen eines in-vitro-
Kultursystems fur reife Plasmodium-falciparum-Sporozoiten. Bisher wurde die
Impfung erst mit dem Modell-Parasiten Plasmodium berghei getestet. Diese
Parasiten unterscheiden sich jedoch genetisch in einigen wesentlichen Aspekten von
Plasmodium falciparum (val. weiter unten: Resistenzen gegen
Melanisierungsreaktion in Anopheles gambiae).

Eine Mosaik-Vakzine (RTS,S von GlaxoKlineSmith) hat kirzlich bereits die Phase Ilb
der klinischen Erprobung durchlaufen (Matuschewski, 2006). Die Studie konnte dem
Praparat einen bescheidenen Erfolg attestieren: Obgleich klinische Erkrankungen
und schwere Verlaufe verringert wurden, erwies sich die induzierte Immunitat als zu
kurzlebig und die Abwehrmechanismen als ungenigend (Hauptproblem von subunit-
Vakzinen). Daruber hinaus wird eine Reihe anderer Immunisierungs-targets
diskutiert, deren Entwicklung jedoch meist weniger weit fortgeschritten ist
(Matuschewski, 2006).

Die auch in den letzten Jahren stetig steigende Malaria-assoziierte Mortalitat und
Morbiditat in Afrika stdlich der Sahara lassen an der Hinlanglichkeit der vorgestellten
konventionellen Strategien zweifeln. Obgleich dies zu hoffen ware, werden all diese
Ansatze wohl letztendlich nicht zu einer endgultigen Kontrolle des Problems fiihren.
Vielmehr stellen sie einen Wettlauf mit dem Erreger und seiner Fahigkeit dar, immer
neue Resistenzen zu entwickeln. Fir eine dauerhafte Stabilisierung und
Einddmmung der Plage ist unserer Meinung nach eine zusatzliche genetische

Modifikationsstrategie von Nutzen bzw. aller Wahrscheinlichkeit nach unerlasslich.
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IV.2 Alternative gene-drive-Systeme

Der Gedanke, Infektionskrankheiten durch genetische Manipulationen zu bekampfen,
ist nicht neu.

Seit klar wurde, dass sich genetisch veranderte Organismen in der Natur unter
anderem aufgrund der oft beeintrachtigten Fitness und der GroRRe der in Frage
kommenden Lebensraume ohne einen zuséatzlichen drive-Mechanismus nicht
durchsetzen kénnen, ist man auf der Suche nach einem solchen (James, 2005; Cha
et al.,, 2006). Obgleich einige Kandidaten aus der Gruppe der egoistischen DNA
bereits seit lAngerem bekannt sind, ist bisher den verschiedenen Ansétzen kein
entscheidender Erfolg beschieden worden. Dieser Umstand ist auf eine Reihe von
Problemen zurickzufuhren, welche in den Eigenschaften der jeweils verwendeten
Elemente begriindet sind.

Bei dem in der Vergangenheit meistdiskutierten drive-Mechanismus handelt es sich
um die Gruppe der transposable elements, welche in der Molekulargenetik seit
langem wohlbekannt ist und friihzeitig vor allem fur den Gen-Transfer bei Drosophila
melanogaster und anderen Insektenspezies genutzt wurde (Tu und Coates, 2004).
Es werden zwei verschiedene Klassen unterschieden. Die meist fur Keimbahn-
Transformationen eingesetzten Elemente der Klasse 2 (z. B. p element, Hermes,
Minos, Mosl und piggy Bac) nutzen fur ihre Mobilitdt einen ,cut and paste®-
Mechanismus: Ein Transposase genanntes Enzym exzidiert das Transposon,
schneidet die target-Region versetzt und fligt das Transposon an dieser Stelle in die
Ziel-DNA ein. Homologe Reparaturmechanismen filhren zu einer Vermehrung der
Elemente im Genom. Der Einbau des Transposons in die DNA erfolgt meist
sequenzunspezifisch.

Im Detail bisher noch ungeklarte Regulationsmechanismen verhindern nach erfolgter
Fixierung eines bestimmten transposable elements seine weitere Transposition
(Kidwell und Ribeiro, 1992; Kidwell und Lisch, 2002). Aus diesem Grunde kdnnen fur
die Transformation einer bestimmten target-Spezies nicht deren endogene
transposable elements verwendet werden, sondern es muss hierbei auf
speziesfremde Elemente ausgewichen werden. Des Weiteren folgt aus der
erwadhnten Tatsache, dass nach der Fixierung eines bestimmten transposable
elements im Rahmen einer genetischen Manipulationsstrategie das gleiche Element
nicht fir einen zweiten Transformationsversuch verwandt werden kann (Kidwell und

Ribeiro, 1992). Dementsprechend ist auch die Remobilisierungsrate in der Keimbahn
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bei den meisten etablierten Elementen sehr gering (O’'Brochta et al., 2003). Darlber
hinaus sinkt mit der GroRe der verwendeten Konstrukte deren
Transpositionsfrequenz (Lampe et al.,, 1998). Deshalb wirden sich mit einem
Effektor-Gen beladene transposable elements wesentlich langsamer in der
Zielpopulation ausbreiten. Aufgrund der Mdoglichkeit von Rekombinationen mit
weiteren Kopien des Elements im Wirtsgenom wird zudem vermutet, dass
transposable elements besonders anfallig sind fur den Verlust ihres Effektor-Gens.
Die durch transposable elements hervorgerufenen Genunterbrechungen und
genomischen Umlagerungen gehen selten mit adaptiven Veradnderungen einher,
welche sogar zu einer gesteigerten Krankheitsubertragung fiihren konnten (Sinkins
und Gould, 2006).

Das Hauptproblem besteht aber vielleicht in dem Umstand, dass es bei Verwendung
von non site-specific (nicht ortsspezifischen) transposable elements unmdglich ist,
den Phéanotyp der transformierten Population vorherzusagen. Unter anderem ist dies
durch die mdgliche Veranderung der Genexpression des Effektor-Gens (abhangig
von Positionseffekten und silencing) und durch Fitnessbeeintrachtigungen
begrindet, welche auf der Einfligung des transposable elements beruhen

(Insertionsmutagenese) [Sinkins und Gould, 2006].

Eine Alternative zu transposable elements bdte beispielsweise der meiotic drive
genannte Mechanismus (Cha et al., 2006). Einige Gene (segregation distorters)
hemmen die Entwicklung derjenigen Gameten, in deren Erbgut sie nicht enthalten
sind. Somit sind diese Gene in einem Anteil von mehr als 50% der Gameten
vertreten. Der segregation distorter besteht im einfachsten Falle aus nur zwei
verbundenen loci: Der erste locus kodiert ein ,Toxin®, der zweite (responder-Region)
besteht aus dem resistenten Allel des targets. Das rivalisierende homologe
Chromosom kodiert nicht fiir das ,, Toxin“, besitzt aber das sensible target-Allel.
Dennoch legen auch hierbei einige gewichtige Grinde den Gedanken nahe, dass der
Ansatz in der Realitdt kaum funktionieren wuirde:

1. Viele Populationen sind von vornherein unsensibel fur meiotic drive (Wood et al.,
1977).

2. Der Mechanismus ist nicht Ubertragbar auf entfernter verwandte Spezies, da fur

diesen Fall nicht von konservierten responder-Regionen ausgegangen werden kann.
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3. Auch endogene meiotic-drive-Systeme sind wohl in der Mehrzahl nicht von
praktischem Wert, da autosomale drive-Gene den Responder bereits eliminiert bzw.
gonosomale Gene Supressor-Gene selektiert hatten.

Fur den aussichtsreichen Medea-Mechanismus (Sinkins und Gould, 2006) ist leider
das zugrunde liegende Gen noch unbekannt. Aul3erdem ist es moglich, dass ein
hierauf basierendes Verfahren nur in der originaren Spezies (Tribolinum Kéfer)
funktionieren wirde (Sinkins und Gould, 2006).

Underdominance bezeichnet ein weiteres Verfahren des gene drive. Naturlicherweise
vorkommende Varianten dieses Systems wurden als unpraktikabel aufgegeben
(Curtis 1968, Robinson 1976). Aber auch ein unlangst publiziertes artifizielles
Konstrukt (Abb. 15), welches auf demselben Mechanismus basiert, weist einige
Schwachstellen beziiglich seiner Realisierbarkeit auf (Davis et al., 2001; Magori und
Gould, 2006). Es ist sehr unwahrscheinlich, dass dieser relativ komplexe genetische
Eingriff, wie postuliert, ohne jegliche Beeintrachtigung der Fitness einherginge.
AuBerdem wirden bei einer denkbaren, nicht vollstandigen Suppression der
verwendeten toxischen Gene die ausgesetzten Moskitos getttet. Grundséatzlich ist
festzuhalten, dass diese Methode niemals geeignet wére, um riesige Populationen,
welche etwa denen der Malariavektoren entsprachen, zu ersetzen. Hierfir mussten
Frequenzen der ausgesetzten Moskitos von nahezu 30 Prozent erreicht werden, was

schlichtweg unpraktikabel ist.
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konstruiertes Allel a konstruiertes Allel 8

Supressor F Supressor G

Promotor G Promotor F
lethales Gen lethales Gen

erwinschtes Gen erwinschtes Gen

Abb. 15: Artifizielles Underdominance-Konstrukt

Die beiden Allele liegen auf zwei nicht homologen Chromosomen. Das eine Konstrukt inhibiert jeweils
den Promotor des anderen, welcher die Transkription eines toxischen Gens kontrolliert. Die in die
Zielpopulation neu einzufihrenden Gene sind in den Konstrukten enthalten. Nachkommen aus
Paarungen zwischen diesem kunstlichen und wt-Stdmmen sind nur lebensfahig, wenn sie entweder
keines der beiden oder aber beide tragen.

Modifiziert nach Davis et al., 2001

Bei Wolbachia handelt es sich um miutterlich vererbte, intrazellulare Bakterien,
welche die Populationsdynamik ihrer Wirtsorganismen zu ihren eigenen Gunsten
verandern und somit standig in der Wirtspopulation an Frequenz zunehmen (Werren
1997). Dies geschieht z. B. uber zytoplasmatische Inkompatibilitat: Infizierte
Weibchen geniefRen einen Reproduktionsvorteil gegentber nicht infizierten, da sie
sich mit allen Mannchen erfolgreich paaren kénnen. Die Eier nicht infizierter
Weibchen hingegen kénnen nur von nicht infizierten Spermien befruchtet werden.

Die in den letzten Jahren erreichte Erweiterung der molekulargenetischen Kenntnisse
und die experimentellen Fortschritte bezuglich dieser Spezies lassen sie als
interessanten alternativen drive-Mechanismus erscheinen (Wu et al., 2004; Xi et al.,
2005; Xi et al., 2006; Sinkins und Gould, 2006). Dennoch ist auch diese Methode
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nicht als ganzlich unproblematisch zu bezeichnen. Mit Effektorgenen verbundene
Beeintrachtigungen der Fitness kdnnen nicht durch den Einsatz von gewebe- oder
stadienspezifischen Promotoren vermindert werden. Auf3erdem ist derzeit noch kein
geeigneter Sekretionsmechanismus verfugbar, welcher die Produkte der
Effektorgene ins Zytoplasma der Moskitos transportieren kdnnte (besonders fur die
genetische Modifikation der Moskitos wurde die Nutzlichkeit von Wolbachia bereits
diskutiert). Aul3erdem kann eine ausreichende Infektion des Mitteldarms der Moskitos
durch die Bakterien nicht vorausgesetzt werden. Die Funktionalitdt in Anopheles-
Moskitos ist des Weiteren noch nicht erwiesen und die Ergebnisse zur
Populationsdynamik in verschiedenen target-Spezies sind als uneinheitlich zu
bezeichnen. Schliel3lich birgt Wolbachia eine nicht zu vernachlassigende 6kologische
Gefahr: Die Mdglichkeit der horizontalen Ubertragung zwischen verschiedenen
Arthropoden-Spezies konnte das betreffende Okosystem auf nicht vorhersehbare

Weise beeintrachtigen (Werren, 1997).

IV.3 Diskussion wichtiger Neuerungen der vorliegenden Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschreibt zwei neuartige Gen-Konversionskonstrukte bzw.
drive-Mechanismen, welche sich aufgrund ihres nicht-Mendel’schen
Vererbungsmodus rasch in Populationen ausbreiten. lhre hervorstechende
Charakteristik ~ beruht auf ihrer Sequenzspezifitdt, Induzierbarkeit und
unbeeintrachtigten Mobilitdt. Es werden approximative Voraussagen uber die
wahrscheinliche Verbreitung der Konstrukte in natirlichen Populationen gemacht.
Fur bestimmte Zielsetzungen (Ausrottung bzw. indirekte Geneinfihrung) liegen
exakte Formeln bereits durch A. Burt (2003) vor. Die vorgeschlagenen drive-Systeme
erlauben eine effiziente und sichere Modifikation nattrlicher Populationen in Richtung
des gewinschten Eigenschaftsprofils. Die meisten der im vorigen Abschnitt
diskutierten Probleme alternativer Instrumente sind durch deren besondere
Eigenschaften (Sequenzspezifitat, Induzierbarkeit etc.) Uberwunden. Im Weiteren
werden eine Reihe nutzlicher Anwendungsmaoglichkeiten erldutert, wie z. B. der
Ersatz eines Gens durch ein neues.

- Im Genom von Anopheles gambiae konnte eine Vielzahl genetischer targets
identifiziert werden, welche eine wirkungsvolle Refraktéritat gegentber Plasmodium

falciparum vermitteln sollte. Es ist einzurdumen, dass unléngst Hinweise auf
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vorhandene Resistenzen von Plasmodium falciparum beziglich des erwéhnten
Melanisierungsprozesses gefunden wurden. Im Gegensatz zu dem fir
Versuchszwecke genutzten Nagerparasiten Plasmodium berghei hatte eine
funktionelle Ausschaltung (durch RNA-Interferenz) von SRPN2 (Michel et al., 2006)
bzw. LRIM1 und CTL4/CTLMAZ2 in Versuchen von Cohuet et al. (2006) offenbar
keinen Einfluss auf die Entwicklung von Plasmodium falciparum in Anopheles
gambiae. Diese Tatsache zeigt anschaulich, dass es nicht moglich ist, von
modellhaften Laborversuchen ohne weiteres Schlisse auf die komplexe Situation im
Feld und vor Ort zu ziehen. Deshalb muss eine beabsichtigte genetische Intervention
auch moglichst viele Ansatzpunkte und moéglichst viele Daten von Plasmodium
falciparum in Erwagung ziehen.

Fur den Grofteil der targets ist deshalb auch eine spezifische Wirksamkeit in Bezug
auf Plasmodium falciparum erwiesen.

Es wurden in jungster Vergangenheit eine Reihe von QTLs (quantitative trait loci),
wie z. B. Pfin 1 und 2, im Genom von Plasmodium falciparum gefunden, welche flr
die Zukunft die Identifikation weiterer effizienter Resistenz-Allele versprechen (Niare
et al., 2002; Menge et al.,, 2006; Riehle et al.,, 2006). Diese loci vermitteln in
natirlichen Anopheles-gambiae-Populationen wirksame Resistenz gegeniber wt-
Plasmodium-falciparum-Stammen.

- AuBerdem ermdglichen die von uns entwickelten drive-Mechanismen die
Ausbreitung hochwirksamer kinstlicher Resistenzgene (z. B. SM1-Peptid). In diesem
Zusammenhang bereits verodffentlichte Manipulationsstrategien wurden von uns
weiter ausgestaltet.

Die Erfolgsaussichten des Einsatzes genetisch veranderter resistenter Moskitos sind
aktuell wesentlich optimistischer zu bewerten als noch in jlngster Vergangenheit,
nachdem erstmals gezeigt werden konnte, dass resistente Moskitos unter
parasitimischer Ernahrung einen deutlichen Fitnessvorteil gegenuber wit-
Organismen besitzen (Marrelli et al., 2007).

- Ein intelligenter Alternativansatz zu Fixierung natirlicher Resistenzgene wurde
weiter verbessert, so dass dessen Implementierung nun weitaus realistischer
erscheint.

- Eine Variante des Ansatzes wurde konstruiert, welche sich als wesentlich weniger

anfallig in Bezug auf die Entstehung von escape-Mutanten darstellt.
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- Der von Burt (2003) vorgeschlagene Ausrottungsversuch fur Plasmodien wurde um
zwei Meiose-targets erweitert.

- Eine konkrete Strategie fir die Virulenzminderung naturlicher Plasmodien-
Populationen wurde bisher nicht publiziert. In der vorliegenden Arbeit wird nunmehr
eine solche, beruhend auf einer Humanisierung des GPI-Synthesewegs, prasentiert.
Die einzelnen fir die Implementierung der Strategie einzufuhrenden Gene werden
vorgestellt.

- Dartiber hinaus wird ein genetischer Eingriff beschrieben, der die Entstehung der
besonders schwer verlaufenden cerebralen Malaria grundsatzlich verhindern kénnte.
Die Einfuhrung in ihrer Virulenz abgeschwachter Parasiten erweist sich als
wesentlich evolutionsstabiler als bereits beschriebene Eradikationsszenarien.

- Schlie3lich wenden wir aktuelle mathematische Modelle auf die Problematik der
Resistenzentwicklung beziglich neuer antiparasitarer Medikamente und Impfungen
an.

AbschlieBend bleibt zu erwahnen, dass beide beschriebenen Gen-
Konversionskonstrukte zur Patentierung angemeldet wurden. Die Anmeldung des
Gruppe-ll-Intron-Konstrukts (Patentanmeldung U30010 DPMA) erfolgte durch die
Universitat Wuarzburg, nachdem es von BayernPatent eingehend geprift und
empfohlen worden war. Die internationale PCT-Anmeldung wurde eingereicht
(02.05.2007). Die andere Patentanmeldung (Aktenzeichen 102006029354.1)
reichten Professor Dandekar und ich aus Prioritatsgrinden privat ein (eine Prifung
durch BayernPatent hatte die Einreichung kritisch verzégert). Was die wirtschaftliche
Vermarktung der beiden Patente anbetrifft, stehen wir derzeit in Verhandlungen mit
der Firma SIGMA Aldrich (St. Louis, USA), welche deutliches Interesse an den
geschitzten Technologien signalisierte.

Schliel3lich reichten wir unlangst ein Manuskript zum abgehandelten Thema bei dem
Journal ,Genome Biology“ ein (Lowe, Philippi, Sauerborn, Dandekar, A refined
genome engineering strategy against parasites and vectors: an application for

malaria control).
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V. Zusammenfassung

Das Scheitern konventioneller Anséatze zur Bekampfung der Malaria beruht vor allem
auf der raschen Entstehung von Resistenzen gegenuber antiparasitaren bzw.
insektiziden Wirkstoffen und Impfungen. Diese Hypothese wird zunachst durch

Modellrechnungen veranschaulicht.

In der vorliegenden Arbeit haben wir unter Nutzung bioinformatischer Methoden eine
innovative Strategie zur Einddmmung der Malaria entwickelt. Die genetische
Modifikationsstrategie beinhaltet sowohl Manipulationen aufseiten des gefahrlichsten
Erregers, Plasmodium falciparum, als auch des Hauptvektors, Anopheles gambiae.
In den Genomen beider Spezies wurden eine Reihe neuer konkreter targets
identifiziert. Auch bereits beschriebene targets und Ansatze wurden in die Strategie
einbezogen bzw. weiter ausgestaltet.

Bezuglich der Vektormoskitos wird die Verbreitung eines gegenuber Plasmodien
resistenten Genotyps angestrebt. Es werden einerseits effiziente naturliche und
kunstliche Resistenzgene diskutiert und andererseits eine bekannte Strategie zur
Fixierung natirlicher Resistenzallele in nattrlichen Populationen verbessert.

Auf der Seite der Plasmodien erweiterten wir einen bereits von A. Burt (2003)
beschriebenen Eradikationsansatz um weitere targets. Aus ethischen und
evolutionsbiologischen Erwagungen bevorzugen wir jedoch eine alternative
Strategie, welche die Etablierung von in ihrer Virulenz gemilderten Parasiten zum Ziel
hat. Der attenuierte Genotyp wird unter anderem durch komplexe Pathway-
Remodellierungen beschrieben (Lowe, Philippi, Sauerborn, Dandekar, A refined
genome engineering strategy against parasites and vectors: an application for

malaria control, Manuskript beim Journal ,Genome Biology“ eingereicht).

Da sich Mutanten in der Natur gegen Wildtyp-Organismen kaum durchsetzen
kénnen, werden zwei drive-Systeme beschrieben, welche fur die Implementierung
der genetischen Manipulationsstrategie entwickelt wurden. Beide Konstrukte wurden
zur Patentierung angemeldet (Patentanmeldung U30010 DPMA bzw. Aktenzeichen
102006029354.1). Zusatzlich zur deutschen wurde fir eines der beiden Konstrukte
eine  PCT-Anmeldung eingereicht, welche in Zukunft einen internationalen

Patentschutz erméglichen soll.
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Es werden Kalkulationen vorgelegt, welche die Verbreitungstendenzen der
Konstrukte in naturlichen Populationen vorhersagen. Die Beschreibung der
entwickelten Konstrukte beschréankt sich nicht auf das primare Anwendungsgebiet
der Arbeit (Malaria), sondern beinhaltet auch andere Anwendungsgebiete, vor allem

im Bereich der Medizin und Molekularbiologie.
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