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Einleitung 1

1  Einleitung

1.1 Epidemiologie der Tropenkrankheit Malaria

1.1.1 Verbreitung und Geschichte

Weltweit zahlt Malaria, neben Tuberkulose und HIV, zu den bedeutendsten
Infektionskrankheiten. Die jahrliche Zahl der klinischen Falle wird auf ca. 250 Millionen
geschatzt und es sterben pro Jahr eine Millionen Menschen an den Folgen einer
Malariainfektion (WHO, 2008). Bereits in den Jahren zwischen 1955 und 1970
koordinierte die Weltgesundheitsorganisation (WHO) das Global-Eradication-of-
Malaria-Program, an dem sich weltweit etwa 50 Staaten beteiligten. Durch
grof3flachiges Ausbringen des Insektizids Dichlordiphenyltrichlorethan (DTT) sollte
damals die Zahl der Neuinfektionen drastisch gesenkt werden. Jedoch entwickelten die
Anopheles-Miicken rasch Resistenzen gegen DTT und die Malaria begann sich
nachhaltig wieder auszubreiten. Darliber hinaus traten zunehmend Erregerstamme auf,
welche gegen das preiswerte und vielfach eingesetzte Antimalariamittel Chloroquin
Resistenzen aufwiesen, wodurch dieses Therapeutikum gegenwartig nur noch sehr
beschrankt eingesetzt werden kann (Ubersichtsartikel Schlitzer, 2007). Heute steht
Malaria an erster Stelle unter den Tropenkrankheiten (Snow et al., 2005). Malaria tritt in
insgesamt 109 L&ndern, v. a. der Tropen und Subtropen, auf (WHO, 2008). Die
meisten Erkrankungen werden hierbei durch den Erreger der Malaria tropica,
Plasmodium falciparum (P. falciparum), verursacht und 90% aller Infektionen werden
auf dem afrikanischen Kontinent stidlich der Sahara verzeichnet (Abb. 1.1). Die grofite
Gefahr besteht fir Schwangere bzw. Kinder, welche das fiinfte Lebensjahr noch nicht
vollendet haben, da ihr Immunsystem noch nicht vollstandig ausgebildet ist
(Menendez et al., 2000; Steketee et al.,, 2001; Saute et al.,, 2002). Trotz neuer
Therapieansétze, Prophylaktika und intensiver Aufklarungskampagnen wird das Ziel,
bis zum Jahre 2015 die Infektionsrate zu halbieren, ohne eine Erhéhung der
Finanzmittel sowie eine weltweit effektivere Kontrolle der Malaria, wahrscheinlich nicht
erreicht werden (Snow et al., 2008). Malaria stellt ein massives wirtschaftliches
Problem aufgrund des enormen Arbeitskraftverlustes fur die betroffenen Lander dar
(Sachs und Maleny, 2002; Greenwood und Mutabingwa, 2002).
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I standiges Risiko
Zeitweises Risiko
Kein Risiko

Abb. 1.1. Geographische Verbreitung der durch P. falciparum verursachten Malaria tropica. Die
dunkelrosa eingefarbten Areale geben Gebiete mit standigem Infektionsrisiko an, die hellrosa
gefarbten Areale kennzeichnen Gebiete mit zeitweisem Infektionsrisiko. In den grau geférbten
Arealen besteht hingegen ganzjéhrig keine Infektionsgefahr. Quelle: http://www.map.ox.ac.uk,

verandert.

Zunehmend schnellere Resistenzbildungen der Erreger gegen neu auf den Markt
eingeflihrte, preiswerte Kombinationspraparate sowie eine Ausbreitung der Malaria in
bisher nicht betroffene Gebiete aufgrund der globalen Erwédrmung verdeutlichen die
Dringlichkeit der Entwicklung neuer therapeutischer Anséatze und der Identifizierung
moglicher Impfstoffkandidaten (Schlitzer, 2008; Stratton et al., 2008).

1.1.2 Krankheitsbild

Malaria wird durch Protozoen der Gattung Plasmodium ausgel6st. Insgesamt sind vier
humanpathogene Plasmodien-Arten bekannt. P. vivax und P. ovale sind die Erreger
der Malaria tertiana, P. malariae verursacht die Malaria quartana und P. falciparum die
Malaria tropica. Wahrend P. vivax v. a. in Asien und Lateinamerika sowie in wenigen
Teilen Afrikas verbreitet ist, tritt eine Infektion mit P. malariae meist in einigen
Regionen Indiens sowie in Ost- und Westafrika auf. P. ovale findet sich dagegen
lediglich in Westafrika und auf einigen pazifischen Inseln. Infektionen mit beiden
letztgenannten Malariaerregern treten jedoch nur sehr selten auf. Die Erreger der
Nagermalaria P. berghei, P. chabaudi, P. knowlesi und P. yoelii spielen eine wichtige

Rolle als Modellorganismen fur die Erforschung der Malaria.
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Die Krankheitsbilder der drei Malariaformen unterscheiden sich hinsichtlich der
Periodizitdt der Fieberschibe und der Schwere der Erkrankung (Lucius und Loos-
Frank, 2008). Wahrend sich bei der Malaria tertiana die Fieberschibe alle zwei Tage
wiederholen und einen vierstiindigen Rhythmus haben, treten die Fieberattacken bei
der Malaria quartana alle 72 Stunden auf und dauern vier bis fiinf Stunden an. Bei der
Malaria tropica handelt es sich um die schwerste Krankheitsform mit einer
Inkubationszeit von zwolf Tagen. Da die Blutstadien von P. falciparum asynchron reifen
und demzufolge die Fieberschiibe unregelmé&Rig verlaufen, treten oftmals schwere
Komplikationen, wie Schock, Kreislauf- und Nierenversagen oder Lungenddeme auf.
Der massive Befall der Erythrozyten fuhrt dartiber hinaus v. a. bei Kleinkindern oft zur
Anamie. P. falciparum kann, im Gegensatz zu den Ubrigen Malariaerregern, alle
Entwicklungsstadien der Erythrozyten befallen und haufig finden Mehrfachbefalle statt.
Die massive Hamolyse fuhrt des Weiteren haufig zur Hamoglobinurie und zum
Nierenversagen. Die besondere Geféhrlichkeit der Malaria tropica ist bedingt durch die
Adhéarenz der befallen roten Blutzellen an den Endothelien der Kapillaren von
viszeralen Organen wie Gehirn, Herz, Lunge und Nieren. Bei Schwangeren ist die
Plazenta besonders betroffen, wodurch oft Fehlgeburten auftreten. Die Zytoadharenz
fuhrt zu einer Verstopfung der Kapillaren und damit zur Stérung der Mikrozirkulation
sowie der Sauerstoffversorgung in den Organen, was Odembildungen zur Folge hat.
Hervorgerufen wird diese Zytoadharenz durch die Ausbildung so genannter knobs auf
der Oberflache infizierter Erythrozyten. Der Parasit exprimiert hierfir ein Protein,
PfEMP1, das in die Erythrozytenmembran inseriert und an Liganden der Oberflache
von Endothelzellen bindet (Ubersichtsartikel Cooke et al., 2004). Die Anheftung
infizierter roter Blutkérperchen an die GefaRendothelien erméglicht dem Parasiten
gleichzeitig die Immunevasion durch Verhinderung einer Aussortierung befallener
Zellen in der Milz (Chotivanich et al., 2000, 2002). Die schwerste Verlaufsform der
Malaria tropica ist die zerebrale Malaria, bei der es durch Ausfall der Gehirnfunktionen
zu Koordinationsstorungen, Verwirrtheit, LAhmungen, Koma und schlieRlich Tod

kommen kann.

1.2 Der Malariaerreger Plasmodium falciparum

1.2.1 Taxonomie und Morphologie

P. falciparum ist ein einzelliger Eukaryont (Protozoa), welcher zum Stamm der

Alveolata gezahlt wird.
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Nach Luzius und Loos-Frank (2008) wird dieser obligate Endoparasit wie folgt

taxonomisch eingeordnet:

Reich: Animalia
Unterreich: Protozoa
Stamm: Alveolata
Unterstamm: Apicomplexa
Klasse: Haemotozoea
Ordnung: Haemosporida
Familie: Plasmodiidae
Gattung: Plasmodium

Art: P. falciparum

Dem Stamm der Alveolata gemeinsam ist der Besitz einer dreischichtigen Zellhille
(Pellicula), welche sich aus der auf3en liegenden Plasmamembran sowie aus zwei
inneren, eng aneinander liegenden Membranen zusammensetzt. Diese umschlieRen
den so genannten pellikularen Zwischenraum. Unterhalb der Zelloberflache
verlaufende subpelliculare Mikrotubuli geben dem Parasiten seine feste Gestalt
(Abb. 1.2) und minden in dem zirkularen, apikalen Polring. Namens gebend fir den
Unterstamm der Apicomplexa ist der am anterioren Pol gelegene Apikalkomplex,
welcher sich aus einer Vielzahl von sekretorischer Organellen zusammensetzt. Den
subpellicularen Mikrotubuli und dem Apikalpomplex wird eine aktive Rolle an
Bewegungsvorgadngen sowie beim Eindringen der invasiven Parasitenstadien in ihre
entsprechende Wirtszelle zugesprochen (Russell und Sinden, 1981; Keeley und
Soldati, 2004; Cowman und Crabb, 2006).

Das erythrozytare Invasionsstadium von Plasmodium ist der Merozoit, dessen
Apikalkomplex aus zwei keulenférmigen Rhoptrien, den langlichen Mikronemen, den
polaren Ringen und elektronendichten Granula besteht (Abb. 1.2). Wahrend des
Eindringens in den Erythrozyten werden die Inhaltsstoffe (v. a. Proteine) der
Mikronemen, welche fir die Adh&sion an die Wirtszelle, und der Rhoptrien, welche flr
die Invasion verantwortlich sind, freigesetzt (Preiser et al., 2000; Cowman und Crabb,
2006). Die Dichten Granula geben nach erfolgter Invasion der Wirtszelle mittels
Exozytose ihre Inhaltsstoffe ab (Culvenor et al., 1991).

Wie nahezu alle Apicomplexa besitzt P. falciparum ein durch sekundéare Endosymbiose
einer Griin- oder Rotalge erworbenes Zellorganell, den Apikoplast (Kohler et al., 1997,

Waller et al., 2003). Der Apikoplast ist an das Mitochondrium gebunden, besitzt ein



Einleitung 5

eigenes Genom von 35 kb (Kobayashi et al., 2007) und ist Angriffspunkt flr neue
Therapeutika zur Behandlung von Malaria (Goodmann und McFadden, 2007; Wiesner
und Joomaa, 2007; Dahl und Rosenthal, 2008). Die intraerythrozytaren Stadien des
Parasiten sind ferner von einer parasitophoren Vakuole umgeben und mittels eines
Zytostoms erfolgt die endozytotische Nahrungsaufnahme. Das durch Abbau von
Hamoglobin entstandene, fir den Parasiten toxische Ham wird in Form des atoxischen,
braunlich-kristallinen Hamozoins in Pigementvakuolen abgelagert (Slater et al., 1991;
Bohle et al.,, 1997). Dieses Polymerisationsprodukt wird auch als Malariapigment
bezeichnet und ist lichtmikroskopisch sichtbar. P. falciparum besitzt ein haploides
Genom von 22,8 Megabasen bestehend aus 14 Chromosomen. Mit der Kernhille
assoziiert ist das Endoplasmatisches Retikulum (ER) und einen rudimentarer Golgi-
Apparat.

Mitochondrium
Akikoplast | Mikrotubuli

Nukleus

Merozoiten-»* S S8 —— Polare Ringe
mantel f y
antel

\

Plasmamembran Rhoptrien

Pellikularer
Zwischenraum

Ribosomen

Abb. 1.2 Schematische Darstellung eines Merozoiten von P. falciparum.

Quelle: Bannister et al., 2000, verandert.

1.2.2 Lebenszyklus

Der Lebenszyklus von P. falciparum ist durch einen dreiphasigen Generationswechsel
von geschlechtlicher und ungeschlechtlicher Vermehrung (Schizogonie, Gamogonie
und Sporogonie) gekennzeichnet. Hierbei findet ein obligatorischer Wirtswechsel
zwischen dem Menschen als Zwischenwirt und der Anopheles-Mucke als Endwirt statt.
Der Entwicklungszyklus von P. falciparum (Abb. 1.3) beginnt mit dem Stich einer
infizierten weiblichen Anopheles-Mucke. Wahrend der Blutmahlzeit werden 15 bis 20
Sporozoiten aus den Speicheldrisen der Micke in die Blutkapillare des Menschen
injiziert (Rosenberg et al., 1990). Uber die Blutbahn gelangen die Sporozoiten binnen

weniger Minuten zur Leber und dringen dort in Leberparenchymzellen (Hepatozyten)
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ein. Hier findet die exoerythrozytare Schizogonie statt. Der Sporozoit reift dabei zu

einem Leberschizonten heran, aus welchem ca. 30.000 Merozoiten hervorgehen.

a Sporozoiten ;g? ";E-

7ﬂm\$ﬂh '\

Spelcheldl‘usen
Leber
L Jae
A) o
Memzﬂ:lten
saesls
o
° - Oo
b ¥ Mitteldarm e

f; ; Ringstadium
3cmzo;t°"‘" ;Q\/% |
A

Trnpnozmt : - )
Gamewzyten \_/ |

Abb. 1.3. Schematische Darstellung der Entwicklung von Plasmodium falciparum im

— Gameten

menschlichen Zwischenwirt (a) und im Micken-Endwirt (b). Quelle: Cowman und Crabb, 20086,

verandert.

Nach etwa 72 Stunden platzt die infizierte Leberzelle und die Merozoiten werden in die
Lebersinusoide entlassen (Sturm und Heussler, 2007). Die Merozoiten sind hierbei von
einem Membranséckchen umgeben, welches als Merosom bezeichnet wird und von
der abgestorbenen Leberparenchymwirtszelle stammt. Durch die Merosomen sind die
Parasiten vor dem Angriff des humanen Immunsystems geschutzt und gelangen so
ungehindert Uber die Lebersinusoide zurtick in die Blutbahn. Dort invadieren die
Merozoiten aktiv die Erythrozyten. Innerhalb der befallenen roten Blutkérperchen
entstehen zundchst so genannte Ringstadien, welche durch Umbau der
Plasmamembran und der Erythrozytenmembran Stoffaustausch mit der Wirtszelle
betreiben kénnen. Die erythrozytdren Stadien von P. falciparum erndhren sich vom
Hamoglobin ihrer Wirtszelle, welches als Aminosaurequelle dient. Hierzu wird das
Hamoglobin in eine eigens gebildete Nahrungsvakuole aufgenommen und verdaut. Ein
Abfallprodukt dieses Verdaus des roten Blutfarbstoffes ist das toxische Ham, das zu
atoxischem Hamozoin polymerisiert wird.

Die Entwicklung zum reifen Trophozoiten beginnt achtzehn bis vierundzwanzig
Stunden nach der Invasion der Erythrozyten und ist durch vermehrte mRNA- und
Proteinsynthese gekennzeichnet. Die erythrozytére Schizogonie wird sechsundreil3ig

Stunden nach erfolgter Invadierung durch Kernteilung und Fusion der Nahrungs-
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vakuolen zur Residualvakuole eingeleitet. Die befallenen Erythrozyten platzen nach
etwa achtundvierzig Stunden und aus dem reifen Schizonten werden acht bis zwolf
Merozoiten freigesetzt. In Folge der Ruptur der Residualvakuole gelangen in
Restkorpern enthaltenes Hamozoin sowie Phospholipide und Proteine in den
Blutstrom. Diese regen eine inflammatorische Reaktion durch die Ausschittung von
Zytokinen an, wodurch die charakteristischen Fieberattacken entstehen. Die
freigesetzten Merozoiten konnen erneut Erythrozyten befallen und damit einen
weiteren Zyklus erythrozytérer Schizogonie einleiten. Ein Teil der Merozoiten
differenziert sich jedoch Tage bis Wochen nach Beginn der erythrozytaren Schizogonie
zu Sexualstadien. Die Entwicklung eines sexuell determinierten Merozoiten zu einem
reifen Gametozyten wird als Gamogonie bezeichnet und dauert ca. fiinfzehn Tage. Die
Determinierung zur asexuellen oder sexuellen Entwicklung findet bereits im Schizonten
statt (Bruce et al., 1990) und aus einem einzelnen sexuell determinierten Schizonten
gehen aus allen Tochtermerozoiten entweder nur weibliche oder nur mannliche
Gametozyten hervor (Silvestrini et al., 2000; Smith et al., 2000). Die Reifung der
Gametozyten wird in fiunf morphologisch unterscheidbare Stadien eingeteilt (siehe
Ubersichtsartikel Talman et al., 2004), welche in Abb. 1.4 dargestellt sind.

¥ W = W= e

Abb. 1.4. Die funf Stadien der P.-falciparum-Gametozyten. | bis IlI: der reife Trophozoit beginnt
sich zu strecken; Stadium IV: der Gametozyt ist lang und spindelférmig; Stadium V: die Zellpole
des Gametozyten runden sich ab und er nimmt eine halbmondférmige Gestalt an.

GrolRenangabe, 2 um.

Die Gametozyten des Stadium | sind morphologisch noch nicht von asexuellen
Trophozoiten unterscheidbar. Ab dem spéaten Stadium Il entwickeln die Gametozyten
dann eine gebogene, halbmondférmige Gestalt, der P. falciparum (lat. falcis = die
Sichel; parere = gebaren) seinen Namen verdankt. Durch die Streckung der Mikrotubuli
und unter Einbeziehung der subpellikularen Membran bildet sich ein pellikularer
Komplex aus, der in Stadium V in Folge von Depolymerisation wieder abgebaut wird
(Sinden, 1982). In Gametozyten des Stadiums | bis Il findet zudem eine vermehrte
Synthese von mRNA sowie von Ribosomen und ER statt. Ab dem Stadium III treten
des Weiteren membranbegrenzte, elektronendichte Organellen, die osmiophilen

Korperchen, unterhalb der Parasitenoberflache auf (Abb. 1.5), welche Uberwiegend in
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weiblichen Makrogametoyzten vorhanden sind. Die osmiophilen Koérperchen sind
vermutlich am Ausbrechen der Gametozyten aus den Erythrozyten beteiligt, denn sie
geben ihre Inhalte innerhalb von Minuten nach der Gametozytenaktivierung in die
parasitophore Vakuole ab (Sinden et al., 1978; Alano et al., 1995, Hayton et al., 2008).

|

Membran der
parasitophoren
Vakuole Nukleus

Zwischenraum der
parasitophoren
Vakuole

Hamozoin

osmiophiles  pjaqmamembran
Korperchen

Abb. 1.5. Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme eines P.-falciparum-Gameto-
zyten. GrofRenangabe, 1 um. Ultrastrukturell sind neben dem Nukleus und des abgelagerten
Hamozoins die osmiophilen Kérperchen, dicht unterhalb der Plasmamembran, erkennbar.
Quelle: PD Dr. phil. nat. G. Pradel, veréndert.

Etwa neun bis zwolf Tage nach Beginn der Gametozytogenese entwickelt sich das
Stadium V. In diesem Stadium sind die morphologischen Unterschiede beider
Geschlechter lichtmikroskopisch anhand von Giemsafarbung deutlich sichtbar. Die
basophilen Makrogametozyten erscheinen nun blaulich und die Mikrogametozyten
weisen eine rotliche Farbung auf. Ultrastrukturell unterscheiden sich Makrogameto-
zyten durch verdichtete Hamozoinablagerungen und ein ausgedehntes ER von den
mannlichen Mikrogametozyten. Das Verhdltnis mannlicher Mikrogametozyten zu
weiblichen Makrogametozyten betrdgt etwa 1:5. Da sich jedoch aus einem Mikro-
gametozyten acht Mikrogameten entwickeln, ist das Geschlechterverhaltnis nach der
Bildung von Gameten wieder ausgeglichen (Ubersichtsartikel Talman et al., 2004;
Pradel, 2007). Wahrend sich die Gametozyten des Stadium | bis IV an Wirtszellen wie
bspw. Knochenmarkszellen anheften, um dem Aussortieren in der Milz zu entgehen,
finden sich die Gametozyten des Stadium V Uberwiegend frei in den peripheren
BlutgefaRen (Smalley et al., 1981; Rogers et al., 2000). Dort werden diese von einer
weiblichen Anopheles-Micke bei ihrer Blutmahlzeit aufgenommen und gelangen in
deren Mitteldarm. Innerhalb von nur 15 Sekunden wird sodann die Gametogenese
eingeleitet (Billker et al., 1998). Verantwortlich sind hierfir in vivo ein Temperaturabfall

um mindestens 5°C (Billker et al., 1997) sowie die Anwesenheit von Xanthurenséure
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im Muckendarm (Billker et al., 1998; Garcia et al.,, 1998), einem Nebenprodukt der
Ommochromsynthese bei Insekten (Beard et al., 1995). Darliber hinaus wird ein bisher
nicht identifizierter Faktor im humanen Serum als weiteres induzierendes Signal
diskutiert (Arai et al., 2001). In vitro kann durch Erhéhung des pH-Werts auf acht die
Gametogense auch kinstlich ausgeldst werden (Billker et al., 1997).

Infolge der Aktivierung der Gametozyten durch den EinfluR der oben beschrieben
Faktoren wird die Gametogenese eingeleitet. Hierbei brechen die Gametozyten
zunachst aus dem Erythrozyten aus und entwickeln sich dann im Mitteldarmlumen
binnen zehn Minuten zu Gameten. Dies geht, insbesondere bei den méannlichen
Gametozyten, mit einem &ulerlichen Gestaltwechsel einher, der als Exflagellation
bezeichnet wird. Wahrend der falcipare Makrogametozyt sich zum spharischen
Makrogameten abrundet und anschlieBend fur die Fertilisation bereit ist, durchlauft der
Mikrogametozyt zunéchst drei Replikationsrunden verbunden mit endomitotischen
Teilungen (Janse et al., 1988). Der nun oktoploide Mikrogametozyt bildet darauf acht
flagellenartige Mikrogameten aus. Diese vollfiihren heftig schlagende Bewegungen und
adhéarieren an infizierte und uninfizierte Erythrozyten sowie an Makrogameten und
Gametozyten in ihrer Umgebung. Vermutlich spielen Glycophorin A und Sialinséure bei
der Anheftung der Mikrogameten an Erythrozyten eine maRgebliche Rolle (Templeton
et al., 1998). Dadurch entstehen rosettenartige Zellaggregate, welche als Exflagella-
tionszentren bezeichnet werden und in vitro lichtmikroskopisch sichtbar sind (Abb. 1.6).
Die molekularen Mechanismen, welche zur Ausbildung von Exflagellationszentren
fihren sowie ihre genaue Funktion sind bisher jedoch noch nicht ganzlich verstanden.
Ob sich mannliche und weibliche Gameten bei der Fertilisation zuféllig finden oder ein
vom Makrogameten ausgehender chemoattraktiver Gradient den Mikrogameten
anlockt, ist noch nicht genau geklart (Ubersichtsartikel Pradel, 2007). Bei der
Befruchtung verschmelzen die Plasmamembranen der Gameten und der Nukleus des
Mikrogameten dringt in die weibliche Zelle ein. Nach erfolgter Kernverschmelzung
findet eine Meiose statt aus der eine tetraploide Zygote hervorgeht (Janse et al., 1986).
Aus der Zygote entwickelt sich in den darauf folgenden vierundzwanzig Stunden ein
motiler Oookinet, der mit seinem Apikalkomplex die peritrophe Membran und das
Mitteldarmepithel durchdringt und sich zwischen Epithel und Basallamina einnistet.
Hier entsteht aus dem Ookineten eine Oozyste.

Der Ookinet wird als so genanntes ,bottle neck”-Stadium bezeichnet da er nicht nur
dem Milieu des Mitteldarms ausgesetzt ist sowie mehrere Gewebebarrieren
Uberwinden muss, sondern auch in direkten Kontakt mit dem Immunsystem der

Wirtsmiicke kommt.
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Aus ca. 10.000 Gametozyten entwickeln sich nur etwa 1000 Ookineten und aus diesen
entwickeln sich lediglich maximal finf Oozysten (Sinden, 1999; Sinden und Billingsley,
2001). Dem hohen Selektionsdruck begegnet Plasmodium durch Bildung von ca. 1000
haploiden Sporozoiten pro Oozyste. Die Entwicklungszeit der Sporozoiten betragt eine
bis mehrere Wochen und lauft bei héheren Temperaturen rascher ab. Uber die
Hamolymphe wandern die reifen Sporozoiten zu den Speicheldriisen, durchdringen die
Speicheldriisenzellen und siedeln sich im Lumen der medianen und distalen lateralen
Loben an (Carter und Graves, 1988). Mit der Blutmahlzeit der Micke werden die
Sporozoiten dann mit dem abgesonderten Speichel auf einen weiteren menschlichen

Zwischenwirt Gbertragen und der Zyklus beginnt von neuem.

1.3 Impfstoffforschung

1.3.1 Immunevasions- und Immunsuppressionsmechanismen von

P. falciparum

Mit Hilfe der durch das PfEMP1-Protein vermittelten Adhasion infizierter roter
Blutkdrperchen an Kapillarendothelien kann sich P. falciparum dem Abbau in der Milz
entziehen (siehe Kapitel 1.1.2). PfEMP1 wird von der so genannten var-Genfamilie
kodiert, die aus 60 Genen besteht. Durch sequentielle Variation der PfEMP1-Proteine
im Verlauf einer Infektion kann der Parasit einer antikbrpervermittelten Immunantwort
des Wirtes entgehen (Ubersichtsartikel Kraemer und Smith, 2006). Dariiber hinaus
kommt es durch Bindung an CD36, einem Rezeptor auf Endothelzellen und
Makrophagen, zu einer Suppression von Entziindungsantworten.

Die intrazellulare Lokalisation im Erythrozyten ist ein weiterer Mechanismus der
Immunevasion von Plasmodium. Menschliche Erythrozyten sind kernlos und kénnen
daher keine MHC-I-Molekile produzieren, die parasitenspezifische Antigene auf der
Zelloberflache prasentieren. Eine Abtdtung der infizierten Zellen durch zytotoxische T-
Zellen ist somit nicht moglich (Ubersichtsartikel Komisar, 2007). Infolge der
Prasentation von Epitopen durch den Parasiten, welche die Produktion irrelevanter

Antikorper induzieren bzw. die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen supprimieren, wird
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das Immunsystem von der Produktion schitzender Immunantworten abgelenkt (Gilbert
et al., 1998, Plebanski et al., 1999).

Die vielfaltigen Immunevasionsstrategien des Malariaerregers erschweren die Entwick-
lung von effektiven Impfstoffen. Bis heute ist es daher, trotz gro3er Anstrengungen der
Forschung, nicht gelungen, einen marktreifen Impfstoff zu entwickeln. Die
Impfstoffforschung verfolgte dabei jahrzehntelang zwei unterschiedliche Ansatze flr die
Herstellung von Malariavakzinen. Diese zielten entweder auf die praerythrozytaren
oder die erythrozytaren Stadien des Erregers ab. Erst seit ca. zwei Dekaden ist eine
weitere Vakzinierungsstrategie in den Fokus der Forschung gertickt. Diese richtet sich
gegen die sexuellen Stadien von Plasmodium und Impfstoffe dieser Klasse werden als
Transmissionsblockierende Vakzine (TBV) bezeichnet (Ubersichtsartikel Richie und
Saul, 2002; Matuschewski und Miller, 2007; Abb. 1.7). Die drei Impfstoffklassen sollen

im Folgenden genauer beschrieben werden.

Transmissions-
blockierende Yakzine

| Praerythrozytire
| Yakzine

Gegen sexuelle Stadien im
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{Gameten, £ygoten und f t \ /
I II

0okineten) | °. | |
Iﬂ/.)j / Il,-"'Ilr
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| gegen invasive Leberstadien
| {Sporozoiten)

|
x,\ | Enrythrozytare Vakzine

| | '. gegen asexuelle Blutstadien
{Merozoiten und Trophoz oiten)

Abb. 1.7. Ubersicht der drei Vakzinenstrategien in der Malariaforschung. Quelle: Richie und
Saul, 2002, verandert.

1.3.2 Préerythrozytare Vakzine

Das Ziel von Impfstoffen dieser Klasse ist die Verhinderung einer Malariainfektion bzw.
eine Unterbrechung des Entwicklungszyklus des Parasiten in der Leber, um damit
einen Krankheitsausbruch zu unterbinden. Praerythrozytdre Vakzine richten sich

dementsprechend entweder gegen infektibse Sporozoiten, oder gegen die Leber-
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stadien des Erregers. Mittels strahlungsattenuierten Sporozoiten konnten Hoffmann
und Kollegen im Jahre 2002 erstmals eine sterile Immunitdt gegen verschiedene
P.-falciparum-Stamme in Probanden induzieren, die zehn Monate aufrecht erhalten
werden konnte. Diese Studie hatte Modellcharakter fur die praerythrozytare
Impfstoffforschung. In Mausen gelang es anschlieBend, eine vollstandige sterile
Immunitat nach Immunisierung mittels UIS-3-P.-berghei defizienten Sporozoiten zu
erzeugen (Miller et al., 2005). Das UIS-3-Gen (upregulated in infective sporozoites
gene 3) ist essentiell fur die Entwicklung friiher Leberstadien. Jedoch weisen das UIS-
3-Gen von P. berghei und von P. falciparum lediglich eine Sequenzhomologie von 34%
auf, womit die Erlangung eines &hnlich viel versprechenden Schutzes im Menschen
fraglich ist. Weitere Kandidaten fir die Entwicklung einer praerythrozytdren Vakzine
sind die Oberflachenantigene TRAP (thrombospondin related adhesion protein),
STARP (sporozoite threonine- and asparagine-rich protein), CSP (circumsporozoite
protein) sowie die Leberstadienantigene-(LSA)-1 und -3 (Ubersichtsartikel Garcia et al.,
2006; Komisar, 2007). Ein viel versprechender Impfstoff namens RTS/S, gerichtet
gegen das CSP-Protein von Sporozoiten, befindet sich derzeit in der klinischen
Phase Il (Ubersichtsartikel Matuschewski und Miiller, 2007; Greenwood et al., 2008).
Bei diesem Impfstoff, der von der Pharmafirma GlaxoSmithKline produziert wird,
handelt es sich um ein Fusionsprotein, bestehend aus der C-terminalen Region von
CSP, verschiedenen T-Zell-Eptiopen und dem N-terminalen Abschnitt des Hepatitis-B-
Oberflachenproteins (Ubersichtsartikel Heppner et al., 2005). In einer Studie an
mozambikanischen Kleinkindern konnte eine Impfung mit RTS/S das Risiko an Malaria
zu erkranken um 37% senken (Alonso et al., 2007). Studien zur Sicherheit und
Vertraglichkeit der Vakzine wurden bereits durchgefihrt, sind jedoch dezeit noch nicht
abgeschlossen (Aide et al., 2007; Aponte et al., 2007; Sacarlal et al., 2007).

1.3.3 Erythrozytére Vakzine

Erythrozytare Vakzine richten sich gegen die Blutstadien des Parasiten, da diese fir
Entstehung von Krankheitssymptomen eine Malariainfektion verantwortlich sind. Mit
dieser Impfstoffklasse soll die Morbiditdt und Mortalitdit der Malaria mal3geblich
reduziert werden. Mdgliche Angriffspunkte sind hierbei die Oberflachenproteine AMA-1
(apical membrane antigen) sowie MSP-1, -2, und -3 (merozoite surface protein) der
Merozoiten. Das RESA-(ring infected erythrocyte surface antigen)-Protein junger
Trophozoiten, welches nach der Infektion des Erythrozyten aus den dichten Granula
freigesetzt wird und als oberflaichenassoziiertes Protein vorliegt, stellt einen weiteren
Kandidaten dar. Alle funf Impfstoffkandidaten sind bereits Erfolg versprechend im

Tiermodell getestet worden (Siddiqui et al., 1987; Collins et al., 1991, Etlinger et al.,
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1991; Narum et al.,, 2000; Hisaeda et al., 2002; Lalitha et al., 2008). In klinischen
Studien war es moglich, mit der so genannten ,Kombination-B“-Vakzine, bestehend
aus MSP-1, MSP-2 und RESA, eine spezifische Antikérperproduktion zu induzieren
und die Parasitendichte in funf- bis neunjahrigen Kindern aus Papua Neu Guinea um
62% zu senken (Genton et al., 2002). In Impfstudien unter Verwendung der
rekombinanten AMA-1-C1-Vakzine konnte bei 92% der Probanden eine spezifische
Antikorperproduktion verzeichnet werden (Malkin et al., 2005a). Studien der klinischen
Phase 1la und 1b zeigten neben einer starken Antikdrperproduktion eine relativ gute
Vertraglichkeit der verschiedenen Impfstoffe gegen MSP-1 und AMA-1 (Ockenhouse
et al.,, 2006; Withers et al., 2006; Stoute et al., 2007, Hu et al., 2008). Auch die
.Kombination-B“-Vakzine erwies sich als gut vertraglich (Genton et al., 2003). Derzeit
bestehen jedoch immer noch Schwierigkeiten, aufgrund der hohen Antigenvariabilitat
der verschiedenen P.-falciparum-Stamme einen flachendeckend einsetzbaren Impfstoff
zu entwickeln. Darlber hinaus bedarf es auch noch einer Optimierung der
rekombinanten Antigenproduktion im Grol3mafRstab sowie der Adjuvantien zur

Erzeugung einer adaquaten Immunantwort (Ubersichtsartikel Komisar, 2007).

1.3.4 Transmissionsblockierende Vakzine

Da die Bekampfung der Sexualstadien von Plasmodium augenscheinlich weder
infizierten Personen dient noch zur Ausrottung des Muckenvektors beitragt, war die
Wissenschaft lange Zeit nicht an der Erforschung dieser Lebensphase des Parasiten
interessiert. Seit circa zwei Jahrzehnten ist jedoch das wissenschaftliche Interesse an
der Sexualphase der Plasmodien fur die Entwicklung transmissionsblockierender
Strategien bzw. die Entwicklung Transmissionsblockierender Vakzinen (TBV) erwacht
(Ubersichtsartikel Carter, 2001; Richie und Saul, 2001; Kaslow, 2002; Matuschewski
und Miller, 2007; Saul, 2007). Es wurde erkannt, dass durch die Unterbrechung der
Sexualstadienentwicklung in der Micke die Weiterverbreitung des Parasiten
unterbunden werden kann. Ziel der TBV sind sexualstadienspezifische Proteine die im
Menschen eine spezifische Antikorperreaktion induzieren, um damit die Parasiten-
entwicklung in der Micke zu blockieren. Sexualstadienspezifische Proteine und
Enzyme sind dartber hinaus interessante Angriffsziele fur die Entwicklung von
transmissionsblockierenden Medikamenten. Brechen die Gametozyten nach Aufnahme
in die Micke aus den Erythrozyten aus, sind ihre Oberflachenproteine den Faktoren
des menschlichen Immunsystems ausgesetzt. Denn mit der Blutmahlzeit gelangen
auch spezifisch induzierte, humane Antikdrper und Komplementfaktoren in den
Muckenmitteldarm. Binden diese Faktoren an ihre entsprechenden Antigenepitope auf

den Sexualstadien, kann eine weitere Entwicklung des Parasiten unterbrochen werden.
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Voraussetzung fur die Entwicklung einer Transmissionsblockierenden Vakzine ist
dabei, dass deren sexualstadienspezifische Zielantigene eine ausreichende
Immunantwort hervorrufen, um den Entwicklungszyklus vollstandig zu unterbrechen.
Eines der ersten identifizierten sexualstadienspezifische Proteine, welches vor mehr
als zwei Jahrzehnten entdeckt wurde, ist Pfs25. Dieses Protein wird auf der Oberflache
von Makrogameten, Zygoten und Ookineten exprimiert (Vermeulen et al., 1985, 1986;
Kaslow et al., 1988). Das zu Pfs25 paraloge Pfs28 wurde knapp zehn Jahre spéter
entdeckt (Duffy und Kaslow, 1997). Diese beiden Proteine konnten auch in P.-berghei-
und in P.-vivax-Parasiten identifiziert werden. Durch Ausschaltung nur eines der beiden
Gene fur Pbs25 und Pbs28 in P.-berghei-Parasiten wird die Entwicklung des Erregers
in der Mduicke nicht unterbrochen. Werden jedoch beide Gene gleichzeitig
ausgeschaltet ist die Bildung und Infektiositat von Ookineten reduziert (Tomas et al.,
2001). Eine vollstandige Unterdriickung der Oozystenbildung von P. falciparum konnte
nach Membranfitterungen von Anopheles-Miicken mit Antikérpen gegen Pfs25 und
Pfs28 beobachtet werden (Kaslow et al., 1988; Kaslow, 1997; Duffy und Kaslow,
1997). Klinische Studien der Phase | unter Verwendung von rekombinant exprimierten
Pfs25-Protein zeigten anfanglich jedoch keine ausreichende Antikorperreaktion
(Kaslow und Shiloach, 1994; Zou et al., 2003). Durch Einsatz verbesserter Adjuvantien
ist es aber kurzlich gelungen, in Rhesusaffen eine starkere immunogene Wirkung zu
erzielen und mittels Pfs25-induzierter Immunantwort die Transmission des Parasiten in
der Miicke vollstéandig zu blockieren (Wu et al., 2006). Antikdrper gegen rekombinantes
Pvs25-Protein konnten die parasitare Entwicklung ahnlich gut inhibieren (Malkin et al.,
2005b). Erst kirzlich ist es in einer Kklinischen Studie der Phase | gelungen, in einem
Freiwilligen durch Immunisierung mit rekombinantem Pfs25-Protein unter Verwendung
des ISA-51-Monatid-Adjuvanz eine starke Antikorperreaktion zu induzieren.
Membranfitterungen von Anopheles-Micken mit dem Antiserum des Probanden
fuhrten zu einer 90%igen Reduktion der Infektiositdt der Micken gegeniber
P. falciparum (Wu et al., 2008).

Ein weiteres viel versprechendes sexualstadienspezifisches Protein fir die Entwicklung
von TBV ist Pfs230. Es wird auf der Oberflache von Gametozyten und Gameten
exprimiert (Rener et al., 1983; Quakyi et al., 1987; Williamson et al., 1993, 1995, 1996).
Immunseren gegen Pfs230 senken die Infektiositdt der Micken gegeniber
P. falciparum deutlich ab (Williamson et al., 1995). Die Inkubation von exflagellierenden
Kulturen mit Antiseren gegen Pfs230 in Gegenwart von aktivem Serum inhibiert in vitro
die Gametenbildung sogar vollstandig (Read et al., 1994; Healer et al., 1997,
Williamson, 2003). Pfs230 scheint eine essentielle Rolle bei der Exflagellation

mannlicher Gametozyten zu haben. Denn ménnliche Pfs230-knockout-(KO)-Parasiten
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kénnen zwar noch exflagellieren, ihre Fahigkeit an Erythrozyten zu binden ist jedoch
signifikant reduziert. Eine Folge dieser mangelnden Fahigkeit zur Bildung von
Exflagellationszentren konnte die im Anschluss beobachtete verminderte Oozysten-
bildung sein (Eksi et al., 2006). Das Pfs48/45-Protein, welches auf der Oberflache von
weiblichen und méannlichen Gametozyten und Gameten exprimiert wird, stellt einen
weiteren Kandidaten fir TBV dar (Rener et al., 1983; Vermeulen et al., 1985; Kocken
et al., 1993). Dieses Protein ist Uber einen GPI-(glycosyl phosphatidyl inositol)-Anker
an die Oberflache des Parasiten gebunden (Kumar und Wizel, 1992) und bildet
zusammen mit Pfs230 einen Komplex auf der Plasmamembran der Gametozyten
(Kumar 1987; Kumar und Wizel, 1992). Die Motilitat und Fahigkeit Makrogameten zu
befruchten, ist bei mannlichen Pfs48/45- und Pb48/45-KO-Parasiten stark
eingeschrankt. Weibliche Pfs48/45- und Pb48/45-defiziente Parasiten behalten
hingegen ihre Fertilitat (van Dijk et al., 2001). In Feldstudien konnte au3erdem gezeigt
werden, dass Malariapatienten Antikbrper gegen Pfs230 und gegen Pfs48/45 bilden
(Williamson, 2003). Unlangst ist es gelungen, Mause mit rekombinantem, in Bakterien
exprimiertem Pfs48/45-Protein  zu immunisieren und damit die Produktion
transmissionsblockierender Antikorper zu induzieren (Outchkourov et al., 2007, 2008).
TBV werden haufig auch als ,altruistische Vakzine“ tituliert, da die krankheits-
verursachenden Parasiten sich in einer geimpften Person ungehindert weiter
vermehren kénnen und der Immunisierte somit keinen direkten Nutzen aus der
Impfung zieht. Diese Bezeichnung lasst die TBV-Strategie in einem negativen Licht
erscheinen und ethische Bedenken aufkommen. Die Kritik an TBV relativiert sich
jedoch, wenn man ihr Potential niaher beleuchtet (Ubersichtsartikel Sauerwein, 2007;
Dinglasan und Jakobs-Loreno, 2008): Zum einen koénnten TBV eine fortschreitende
Ausbreitung von Malaria-Epidemien in Regionen mit zeitweiliger Transmission
reduzieren. Zum anderen konnten sie zu einer Reduktion multiresistenter
Erregerstamme beitragen und damit die zeitliche Nutzbarkeit existierender
Antimalariamedikamente verlangern. Durch Kombination von TBV mit Vakzinen gegen
praerythrozytare oder erythrozytare Stadien wirde zudem nicht nur eine Ausbreitung
der Erreger reduziert, sondern auch ein unmittelbarer Effekt auf den Krankheitsverlauf
erzielt werden. Des Weiteren kdmen Impfungen mit TBV v.a. den Familien-
angehorigen einer geimpften Person zugute. Da Infektionen haufig innerhalb eines
Haushalts weitergegeben werden, wirde das Neuinfektionsrisiko fur den Geimpften
somit reduziert werden (Ubersichtsartikel Sauerwein, 2007).

Neueste Forschungen legen ihr Augenmerk auch auf die Entwicklung von TBYV, die
sich gegen Proteine des Mitteldarms oder der Speicheldrisen der Micke richten

(Ubersichtsartikel Lavazec und Bourgouin, 2008; Billingsley et al., 2008). Die
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Kombination von transmissionsblockierenden Antikdrpern, welche sich sowohl gegen
parasitenspezifische als auch mickenspezifische Proteine richten, kdnnte zusatzlich zu
einer Reduktion der Verbreitung des Vektors beitragen. Das Mitteldarm-Antigen,
CPBAgl (carboxypeptidase B antigen 1), von Anopheles ist bspw. ein mdglicher
Kandidat fur die Entwicklung von TBV, auf der Basis von Antikérpern, welche sich
gegen miuckenspezifische Antigene richten (Lavazec et al., 2005, 2007). Durch die
gleichzeitige Gabe von Kaninchenserum gerichtet gegen rekombinantes CPBAgl
konnte bei Mickenfutterungen mit P.-falciparum-Parasiten eine Hemmung der Aktivitat
von CPB und eine Verminderung der Infektositat der Micken um mehr als 92%
beobachtet werden. Dartber hinaus konnte auch ein Riickgang der Reproduktions-
fahigkeit der Mucken nach der Futterung mit anti-CPBAgl-Antikdrpern verzeichnet
werden. Der Mechanismus, der zu einer Blockierung der Entwicklung von Plasmodium
durch die Inhibierung der CPB-Aktivitat fuhrt, ist noch nicht vollstandig verstanden.
Vermutlich ist jedoch CPB fir Bereitstellung der fir die Parasiten essentiellen

Aminoséauren Arginin und Lysin verantwortlich.

1.4 Die PfCCp-Proteinfamilie

1.4.1 Identifizierung und Aufbau

Die vollstandige Sequenzierung des P.-falciparum-Genoms (Gardner et al., 2002)
sowie der Genome von P. berghei, P. chabaudi und P. yoelii (Carlton et al., 2002,
2005; Hall et al., 2005) eréffneten neue Moglichkeiten zur ldentifizierung bisher
unbekannter Angriffsziele fur die Entwicklung von Impfstoffen und Medikamenten
gegen Malaria. Proteomanalysen identifizierten insgesamt 1289 Proteine in
P. falciparum, welche teilweise sowohl hochkonserviert als auch membranassoziiert
sind und sekretorische Signalpeptide enthalten (Lasonder et al., 2002). Von diesen
Proteinen werden 315 ausschliellich in Gametozyten, 226 in Trophozoiten und
Schizonten und 97 in Gameten exprimiert. Auf der Suche nach multiplen bakterien-
oder tierahnlichen, extrazellularen Domanen mit Adhasionsfunktion im Genom von
P. falciparum wurde die PfCCp-Proteinfamilie entdeckt.

Die PfCCp-Familie umfasst sechs Proteine, die aus einer Vielzahl adhasiver Doméanen
aufgebaut sind. Die namens gebende Limulus-Coagulation-factor-C-(LCCL)-Doméane
besitzen nur PfCCp1l bis PfCCp5 (Dessens et al., 2004; Pradel et al., 2004; Templeton
et al., 2004; Trueman et al., 2004). Dem sechsten Mitglied dieser Familie, PfFNPA,
fehlt die LCCL-Domane. Es wurde aber aufgrund seiner grofR3en strukturellen
Ahnlichkeit zu PfCCp5 mit in die PfCCp-Familie integriert (Pradel et al., 2004; Trueman
et al., 2004; Abb. 1.8). Vermutlich sind PfCCp5 und PfFNPA aus einem gemeinsamen,
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PfENPA-ahnlichen Protein-Vorfahren entstanden und PfCCp5 kdnnte erst im Laufe der
Evolution in den Besitz der LCCL-Doméane gelangt sein (Pradel et al., 2004). Bei
PfCCpl und PfCCp2 handelt es sich hingegen um Schwesterproteine, welche in Folge
einer Gen-Verdopplung entstanden sein kénnten. Die Gene der PfCCp-Familie weisen
eine Signalpeptidsequenz auf, was auf eine mogliche Sekretion der kodierten Proteine
hindeutet. GPI-Anker und Transmembrandoméanen fehlen den PfCCp-Proteinen

hingegen vollstandig (Pradel et al., 2004).

Die PfCCp-Proteinfamilie Signal Sequenz .
Ricin
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Abb. 1.8. Aufbau der PfCCp-Multiadhdsionsdoméanenproteine. Quelle: PD Dr. phil. nat.
G. Pradel, verandert.

Die LCCL-Doméne erhielt ihren Namen von drei verschiedenen Proteinen und setzt
sich aus ca. einhundert Aminosauren mit vier hoch konservierten Cysteinen zusammen
(Trexler et al., 2000). Sie wurde erstmals in dem Pfeilschwanzkrebs Limulus entdeckt,
wo sie Bestandteil des Faktors C, dem Zymogen einer sekretierten Serinprotease
(Muta et al.,, 1991) ist. Diese Domane ist ferner ein Bestandteil des humanen,
kochledren Proteins Coch-5b2 sowie des Lungenreifungsproteins Lgll der Ratte
(Robertson et al., 1997; Kaplan et al., 1999). Die LCCL-Doméne besteht aus einer
zentralen alpha-Helix sowie aus zwei sie umgebenden beta-Faltblattern und findet sich
oft in Verbindung mit anderen Modulen extrazellularer Proteine, welche an Lipid-,
Protein-, oder Polysaccharidbindungen beteiligt sind (Trexler et al., 2000; Liepinsh et
al., 2001). Das apikomplexaspezifische, cysteinreiche ApicA-Modul und die Neurexin-
(NEC)-Doméane wurden erstmals in PfCCpl und PfCCp2 beschrieben. Die NEC-
Domane ist in den konservierten tierischen Oberflachenproteinen Neurexin und

Kollagen enthalten und wurde nach ihnen benannt (Pradel et al., 2004). Eine durch
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Cystein-Bruckenbildung stabilisierte a-p3-Tasche kdnnte ebenfalls an Polysaccharid-
bindungen beteiligt sein (Spraggon et al.,, 1997). Auch die in Eukaryonten
vorkommende Discoidin-(Disc)- und Ricin-(Ric)-Domanen des PfCCpl- sowie des
PfCCp2-Proteins vermitteln vermutlich Polysaccharidbindungen (Baumgartner et al.,
1998; Ponting und Russell, 2000). Eine Beteiligung der Levanase-(Lev)-Domane,
welche in PfCCpl und PfCCp2 aber auch in PfCCp4 nachgewiesen wurde, an solchen
Bindungen ist wahrscheinlich. Die Pentraxin-Doméne von PfCCp3 wurde bereits in
Proteinen, welche bei einer akuten Immunantwort mittels Agglutination, Komplement-
aktivierung und Phagozytose eine wichtige Rolle spielen, nachgewiesen (Bharadwaj et
al., 2001; Claudianos et al., 2002; Dessens et al., 2004). Die SR-Doméane des PfCCp3-
Proteins wurde als eine mittels Disulfidbriicken stabilisierte Strukturkomponente im
extrazellularen Teil sowohl membrangebundener als auch sekretierter Proteine
gefunden (Ubersichtsartikel Aruffo et al., 1997). Sie ist im Tierreich weit verbreitet und
besitzt sechs konservierte, moglicherweise an der Bindung von Peptidliganden
beteiligte, Cysteine (Whitney et al., 1995; Claudianos et al., 2002; Delrieu et al., 2002).
In Makrophagen ist die SR-Domane bspw. eine Rezeptorenuntereinheit. Die LH-
Doméane von PfCCp3 koénnte an Protein-Lipid-Interaktionen beteiligt sein, denn sie
wurde bereits in membran- und lipidassoziierten Proteinen von Pflanzen, Metazoa und
pathogenen Bakterien mit dementsprechender Funktion nachgewiesen (Bateman und
Sandford, 1999; Claudianos et al., 2002; Delrieu et al., 2002). Nur PfCCp5 und
PfENPA besitzen eine Fibronectin-(FN2)-Doméne, die bisher lediglich in Vertebraten
beschrieben werden konnte und dort an der Kollagenbindung aber auch an der
Katalyse von Typ-I-Gelatin beteiligt zu sein scheint (Steffensen et al., 1995; Hornebeck
et al.,, 2005). Die Fibronectin-(FN2)-Doméane vermittelt demnach Protein-Protein-
Interaktionen. Zusatzlich besitzen sowohl PfCCp5 als auch PfFNPA ein dem
N-terminalen Teil des Anthrax-protective-Antigens (Anth) &hnliches Motiv (Pradel et al.,
2004). Das Protective-Antigen (PA) von Bacillus anthracis ist ein sekretorisches,
wirtszell-rezeptorbindendes Protein, welches auf der Zelloberflache von Séugerzellen
gemeinsam mit dem Lethal-Factor (LF) und dem Edema-Factor (EF) von B. anthracis
einen Komplex bildet. Der Komplex wird mittels Endozytose in die Zelle aufgenommen,
wo er seine toxische Aktivitat entfaltet (Ubersichtsartikel Mourez et al., 2002). Das
Anth-Motiv  kdnnte somit moglicherweise an Wirtszellpolysacharide binden.
Zusammengefasst wird allen Doméanen der PfCCp-Familie eine Beteiligung an Protein-
Protein-, Protein-Polysaccharid- oder Protein-Lipid-Interaktionen zugeschrieben. Damit
konnten sie eine wichtige Rolle bei Parasit-Parasit- oder Parasit-Wirts-Interaktionen
spielen (Pradel et al., 2004, 2006). Innerhalb des Stammes der Apikomplexa wurden

Orthologe der PfCCp-Proteine z.B. in Cryptosporodium parvum, in Theileria annulata
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und in Toxoplasma gondii gefunden (Dessens et al., 2004; Pradel et al., 2004,
Templeton et al., 2004). In P. berghei wurden sie bereits unter dem Namen PbLAP
(LCCL-lectin adhesive-like-proteins) beschrieben (Claudianos et al., 2002; Trueman et
al., 2004; Raine et al., 2007). Somit handelt es sich wahrscheinlich um eine funktionell

konservierte Proteinfamilie.

1.4.2 Expressions- und Funktionsanalyse der PfCCp-Proteine

Anhand von ersten Transkriptanalysen konnte gezeigt werden, dass alle PfCCp-
Proteine, mit Ausnahme von PfCCp5, sexualstadienspezifisch in Gametozyten
exprimiert werden (Pradel et al., 2004). Nachfolgende Immunfluoreszenzstudien
detektierten eine beginnende Expression aller Proteine der PfCCp-Familie, mit
Ausnahme von PfCCp4, im Stadium Il reifender Gametozyten, welche die gesamte
Gametozytogenese uber anhalt und nach Aktivierung in den Gameten zuriickgeht
(Pradel et al., 2004, 2006; Scholz et al., 2008). Dabei wiesen PfCCpl, PfCCp2 und
PfCCp3 ein punktiertes Expressionsmuster auf und kolokalisierten teilweise an der
Aulenseite der Plasmamembran (Pradel et al., 2004, 2006; Abb. 1.9).

PfCCpl PfCCp2 PfCCp3 PfCCp4

'
" 5
[

Abb. 1.9. Expression von PfCCpl, PfCCp2, PfCCp3 und PfCCp4 in Gametozyten. Indirekte
Immunfluoreszenz-Analysen zeigten ein punktiertes Expressionsmuster von PfCCpl, PfCCp2
und PfCCp3, wahrend PfCCp4 eine homogene, oberflaichenassoziierte Expression aufwies
(in Grin; Alexa-Fluor-488). Erythrozyten sind in Rot (Evans Blue) und Kernmaterial ist in Blau

(Hoechst Nuclear Stain) dargestellt. GroRenangabe, 2 ym. Quelle: Scholz et al., 2008.

Ultrastrukturelle Analysen deckten eine plasmamembranassoziierte Expression von
PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 in der parasitophoren Vakuole reifer Gametozyten auf.
Fur PfCCp4 konnte ebenfalls eine Expression in Gametozyten nachgewiesen werden,
jedoch wies dieses Protein eine homogene Oberflachenverteilung auf. Es wird ferner
bereits in Gametozyten des Stadium | exprimiert und bleibt auch nach der Aktivierung
mit der Oberflache von Makrogameten assoziiert (Scholz et al., 2008). Alle vier
Proteine werden zwar Uberwiegend in Makrogametozyten exprimiert, sie sind jedoch
auch in Mikrogametozyten detektierbar (Scholz et al., 2008).

Mittels Immunfluoreszenz-Untersuchungen konnte des Weiteren eine Ko-Lokalisation
von PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 innerhalb der parasitophoren Vakuole reifer

Gametozyten nachgewiesen werden. Ko-Expressionsstudien anhand von PfCCp3-KO-
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Parasiten deckten dartber hinaus eine fehlende Proteinexpression von PfCCpl und
PfCCp2 in Abwesenheit von PfCCp3, trotz vorhandenem Transkripts auf (Pradel et al.,
2006). Weitere Untersuchungen lieBen dann eine Interaktion von PfCCpl, PfCCp2 und
PfCCp3 wahrend der Reifung der Gametozyten und der anschlieBenden Gameto-
genese vermuten (Pradel et al., 2006; Wagner et al., 2006). Eine fehlende Expression
von PfCCpl und PfCCp2 in PfCCp3-KO-Parasiten kénnte somit auf einer mangelnden
Stabilitat und einer damit einhergehenden Degradierung dieser beiden PfCCp-Proteine
in Abwesenheit von PfCCp3 beruhen. Es konnte aulerdem beobachtet werden, dass
diese drei Proteine in vitro wahrend des Ausbrechens der Gametozyten aus den
Erythrozyten partiell freigesetzt werden (Abb.1.10 A+B) und im Verlauf der
Gametogenese entstehende Exflagellationskomplexe  matrixdhnlich  umgeben
(Abb. 1.10 C).

12 min

Abb. 1.10. Freisetzung und matrixdhnliche Anordnung um Exflagellationskomplexe von PfCCpl
wahrend der Gametenbildung. A. Indirekte Immunfluoreszenz-Analysen an einem aktivierten
Gametozyten und B. zw6lf Minuten nach Aktivierung zur Expression von PfCCpl (in Rot; Alexa-
Fluor-594). GroRenangabe, 2 um. C. Exflagellationskomplex umgeben von PfCCpl (in Rot;
Alexa-Fluor-594). Méannliche Gameten sind in Grin dargestellt (Pfalpha-Tubulin-II; Alexa-
Fluor-488). GréRenangabe, 20 um. Quelle: Pradel et al., 2004.

Funktionsanalysen anhand von PfCCp2- und PfCCp3-KO-Parasiten zeigten zwar
zunachst eine normale Gametozytenreifung und Befruchtung sowie eine unverénderte
Sporozoitenentwicklung innerhalb der Oozyste. Die PfCCp2- und PfCCp3-KO-
Sporozoiten konnten anschlieRend aber, im Vergleich zu den Wildtyp-(WT)-Parasiten,
nicht mehr in den Speicheldrisen der Miucken nachgewiesen werden (Pradel et al.,
2004). Sowohl PfCCp2 als auch PfCCp3 scheinen daher eine essentielle Rolle im
Lebenszyklus von P. falciparum zu spielen. Versuche mit PfCCp4-KO-Parasiten
zeigten hingegen, dass PfCCp4 scheinbar keinen Einfluss auf die Vollendung des
Lebenszyklus in der Micke hat (Scholz et al., 2008). Untersuchungen an den
P.-berghei-Orthologen, den PbCCp/LAP-Proteinen, zeigten ebenfalls einen Einfluss
dieser Proteine auf die Entwicklung von Oozysten bzw. Sporozoiten (Claudianos et al.,
2002; Raine et al., 2007). Sowohl die PbCCpl/LAP2-, PbCCp3/LAP1-KO-Oozysten als

auch die Oozysten von PbCCp4/LAP6-defizienten Parastien waren jedoch breits
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sieben Tage nach der Membranfutterung signifikant gegenlber den gleichaltrigen WT-
Oozysten vergrofRert. Raine und Kollegen vermuteten darlber hinaus, dass die
PbCCp/LAP-Proteine Einfluss auf die Regulation des Zellzyklus haben koénnten (Raine
et al., 2007).

Die oben beschriebenen Befunde fihrten in unserem Labor zur Hypothese, dass
PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 sowie evtl. weitere sexualstadienspezifische Proteine
uber direkte oder indirekte Interaktionen an der Bildung von Proteinkomplexen
innerhalb der parasitophoren Vakuole und um entstehende Exflagellationszentren
beteiligt sind. Die Hypothese der Komplexbildung wird gestiitzt durch den Nachweis
direkter Interaktionen mittels Affinitatschromatographiestudien unter Verwendung
rekombinanter PfCCp-Proteine (Wagner et al., 2006). Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass in vitro die Exflagellationsrate mannlicher Gameten durch die Gabe von
gegen PfCCpl bis PfCCp4 sowie gegen PfFNPA gerichtete Antikdrper bei
Anwesenheit des Komplementsystems vermindert ist (Scholz et al., 2008). Eine
Funktion der PfCCp-Proteine waéahrend der Exflagellation bzw. wéahrend der
Befruchtung ist daher ebenfalls denkbar.

Aufgrund ihrer sexualstadienspezifischen Expression und ihrer essentiellen Rolle
wahrend der Entwicklung der Parasiten in der Micke stellen daher zumindest PfCCp2
und PfCCp3 potentielle Kandidaten als Komponenten transmissionsblockierender
Vakzine dar. Jedoch bedarf es derzeit noch einer genaueren Funktionsanalyse sowohl
dieser beiden Proteine als auch der Ubrigen Mitglieder der PfCCp-Familie, um diese

Hypothese zu untermauern und ihre Eignung als TBV-Kandidaten zu evaluieren.

1.5 Wirkstoffforschung

1.5.1 Klassische Malariamedikamente und Resistenzmechanismen

Die Malaria tropica heilt nicht von selbst aus und muss daher medikamentés behandelt
werden. Im 17. Jahrhundert wurde hierzu erstmals das Chinin, bei dem es sich um ein
Alkaloid aus der Rinde des Baumes Cinchona officinalis handelt, nach Europa
eingefiihrt. Zusammen mit dem Antibiotikum Doxycyclin wird es heute noch zur
schnellen Behandlung der schweren Form der Malaria verwendet (Loscher et al.,
2003). Die neuesten, auf dem Markt erhéltlichen Antimalariamittel auf der Basis des
aus dem chinesischen Beifuss (Artemisia annua) gewonnenen Artemisinins, bieten
ebenfalls gute Therapiemdglichkeiten. Allerdings sind die Derivate des Artemisinins zur
Behandlung schwangerer Patientinnen umstritten (White et al., 2008).

Klassische, auf dem Markt erhaltliche, Malariamedikamente werden in vier

Wirkstoffklassen eingeteilt: 4-Aminoquinoline, 8-Aminoquinoline, Folatantagonisten und
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Arylaminoalkohole (Ubersichtsartikel Schlitzer, 2007, 2008; Greenwood et al., 2008).
Dartber hinaus werden derzeit aber auch Inhibitoren der Atmungskette und immer
haufiger Antibiotika sowie Artemisininderivate zur Therapie von Malaria eingesetzt
(Owusu-Agyei et al.,, 2008). Zu den 4-Aminoquinolinen zahlt Chloroquin, das
bekannteste Malariamedikament, und Amodiaquin, welche die Hamdetoxifikation
asexueller Blutstadien inhibieren (Saliba et al., 1998). Der Wirkmechanismus der
8-Aminoquinoline ist noch weitgehend unbekannt, sie richten sich jedoch, im
Gegensatz zu anderen Malariamedikamenten, gegen asexuelle Leberstadien und
gegen sexuelle Blutstadien von Plasmodium. Hierzu zahlen Primaquin und Tafenoquin,
das ein Derivat des Primaquins ist. Tafenoquin hat eine hohere antiplasmodiale
Aktivitat als Primaquin und ist auch gegen asexuelle Blutstadien und Hypnozoiten aktiv
(Ramharter et al., 2002; Schlitzer, 2007). Diese beiden Wirkstoffe werden v. a. zur
Chemoprophylaxe einer durch P. falciparum und P. vivax induzierten Malaria
verwendet. Allerdings kdnnen sowohl Primaquin als auch Tafenoquin bei Menschen
mit einer G6PD-(glucose 6 phosphat dehydrogenase)-Defizienz eine Hamolyse als
unerwinschte Nebenwirkung verursachen (Schlitzer, 2008). Das erste im Jahre 1865
synthetisch entwickelte Malariamedikament ist Quinin, welches zu der Klasse der
Arylaminoalkohole gehort (Schlitzer, 2007). Dieser Wirkstoff hemmt wahrscheinlich die
Hamdetoxifikation asexueller Blutstadien des Parasiten (Hempelmann, 2007; Kumar et
al., 2007). Quinin verursacht jedoch eine Vielzahl von Nebenwirkungen, wird aber
heute noch in Kombination mit den Antibiotika Clindamycin, Doxycyclin und Tetracyclin
zu Malariatherapie eingesetzt. Weitere zur Behandlung von Malaria verwendete
Arylaminoalkohole sind die Quininderivate Lumefantrin, Halofantrin und Mefloquin.
Folatantagonisten, wie die Kombinationspraparate Fansidar® (Pyrimethamin und
Sulfadoxin) und LapDap® (Dapson und Chlorproguanil) greifen in die Pyrimidin-
synthese asexueller Blutstadien von Plasmodium ein. Pyrimethamin inhibiert hierbei
die Dihydrofolatreduktase (DHFR) und Sulfadoxin die Dihydropteroatsynthase (DHPS),
zwei fur die Pyrimidinsynthese essentielle, parasitenspezifische Enzyme (Schlitzer,
2007). Gegen beide Wirkstoffe bilden jedoch weltweit immer mehr Plasmodienstamme
Resistenzen aus.

Artemisinin und seine Derivate sind die derzeit wirkungsvollsten Malariamedikamente,
die sowohl zu Prophylaxe als auch zur Therapie eingesetzt werden. Die WHO erklarte
im Jahre 2001 die so genannte Artemisinin based Combination-Therapy (ACT) zur
bevorzugten Behandlungsmethode bei einer Malariainfektion. Diese Wirkstoffe
erweisen sich als besonders effektiv gegen chloroquinresistente Stamme. lhr genauer
Wirkmechanismus ist allerdings noch nicht aufgeklart (Abdin et al., 2003). Vermutlich

bewirken Artemisinine die Bildung freier Radikale, die bei der Blockierung der ATP-
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abhangigen Kalziumpumpe PfATP6, welche am Endoplasmatischen Retikulum der
Parasiten lokalisiert ist, beteiligt sind (Fidock et al., 2004; Schlitzer, 2007). Sie hemmen
alle Entwicklungsstadien der Malariaerreger. Trotz ihrer hohen Wirkeffektivitat, ist
jedoch der Einsatz der Artemisininderivate nicht unbedenklich, da sie rasch zu
Dihydroartemisinin reduziert werden, dass im Verdacht steht, neurotoxisch zu sein
(Martin und Kirk, 2004). In Abb. 1.11 sind noch einmal die wichtigsten Antimalaria-
medikamente und ihre bisher bekannten Zielstrukturen in den asexuellen Blutstadien
von Plasmodium dargestellt.

Hamozoin Nahrungsvakuole  Plasmamembran

4-Aminoquinoline — Chloroquin, Amodiaquin Falcipain-Inhibitoren

Arylaminoalkohole — Quinin, Mefloquin

Apikoplast
Antibiotika — Azithromyzin,
Clindamiyzin, Doxycyclin,
Fosmidomycin, Tetracyclin

Mitochondrium

Atovaguon

Tafenoquin Zytostom

Zytosol

Folatantagonisten —
Pyrimethamin/Sulfadoxin
Chlorporguanil/Dadsone

exozytotische
Vesikel

rauhes ER
Nukleus Ribosomen Artemisinine ?

Artemisinine ? .
Golgi Apparat

Abb. 1.11. Zielstrukturen der Antimalariamedikamente in asexuellen Plasmodium-Blutstadien.

Quelle: Greenwood et al., 2008, verandert.

Gegen die meisten der oben beschriebenen Therapeutika bestehen derzeit
weitverbreitete Resistenzen. Aus Tansania wurden kirzlich sogar Resistenzen gegen
samtliche bekannten Malariamedikamente berichtet (Schonfeld et al.,, 2007).
Ursachlich fur die Ausbildung von Resistenzen sind zum einen Mutationen im Genom
des Erregers, welche die Zielstruktur des Wirkstoffes so verandern, dass diese nicht
mehr erkannt wird. Zum anderen treten haufig Punktmutationen in den Transportern
auf, welche das Chemotherapeutikum in die Zelle bzw. Nahrungsvakuole
einschleusen, sodass dieses entweder nicht mehr an seinen Wirkungsort gelangt, oder
aus diesem wieder entfernt wird und somit nicht mehr seine volle Wirkung entfalten

kann. Ein Beispiel hierfir sind Punktmutationen in der kodierenden Sequenz des
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PfCRT-(chloroquine resistance transporter), die nicht nur fur die Resistenz gegenlber
Chloroquin, sondern auch gegeniber Quinin, Halofantrin und Artemisinin
verantwortlich sind (Vaderramos und Fidock, 2006). Die exakten biochemischen
Ablaufe, die aus einer Mutation im PfCRT-Reporter resultieren und damit zu einer
Herabsenkung der Chloroquinsensitivitat fuhren, sind bisher aber noch nicht genau
verstanden. Der PfMDR1-(multidrug resistance 1)-Transporter unterliegt ebenfalls
haufig Punktmutationen, die fir die Ausbildung von Resistenzen gegenuiber
Chloroquin, Mefloquin, Halofantrin, Lumefantrin und Quinin verantwortlich sind
(Vaderramos und Fidock, 2006). Des Weiteren wird vermutet, dass Mutationen im
PfATP6-Gen zu einer Ausbildung einer Artemisininresistenz fiilhren. Die Resistenz
gegenuber Pyrimethamin und Cycloguanil liegt in einer Punktmutation im PfDHFR-
(Dihydrofolatreduktase)-Gen begriindet, wodurch das Enzym seine Substrataffinitat
gegeniuber dem Wirkstoff verliert (Le Bras und Durand, 2003).

Die zahlreichen Resistenzen gegen gangige Antimalariamedikamente sowie die
teilweisen starken Nebenwirkungen der zur Verfiigung stehenden Chemotherapeutika
verdeutlichen die Notwendigkeit, neue therapeutische Angriffsziele zur Behandlung der
Malaria aufzudecken, um wirkungsvollere Medikamente entwickeln zu kénnen. Zu den
viel versprechendsten neuen Angriffspunkten fir Chemotherapeutika zéhlen die
Proteasen der Nahrungsvakuole. Zu ihnen zahlen auch die beiden Cysteinproteasen
Falcipain-2 und Falcipain-3, die im folgenden Abschnitt naher beschrieben werden

sollen.

1.5.2 Die plasmodialen Cysteinproteasen Falcipain-2 und Falcipain-3

Die Cysteinproteasen parasitischer Protozoen sind an zahlreichen essentiellen
physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt. Sie spielen nicht nur bei der
Invasion des Wirtes und bei der N&hrstoffversorgung des Parasiten eine wichtige Rolle,
sondern schiitzen ihn auch vor den Angriffen des wirtseigenen Immunsystems
(Ubersichtsartikel Otto und Schirmeister, 1997). Diese Enzyme besitzen in ihrem
katalytischen Zentrum ein Cystein, das Proteine mittels nukleophilen Angriffs am
Kohlenstoffatom der peptidischen Carboxylgruppe hydrolysiert (Berg et al., 2003).
Cysteinproteasen werden in so genannte Clans unterteilt (Barrett und Rawlings, 2001).
Die wichtigsten Cysteinproteasen parasitischer Protozoen gehéren dem Clan CA und
dem Clan CD an. Innerhalb der Clans wird weiterhin, aufgrund von Sequenzhomo-
logien sowie Ahnlichkeiten in der Tertiarstruktur, zwischen verschiedenen Familien
differenziert.

Die Falcipaine, Falcipain-1, Falcipain-2, Falcipain-2" und Falcipain-3 (FP-1, 2, 2" und 3)

sind die best untersuchtesten Cysteinproteasen des parasitischen Protozoen
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P. falciparum. Sie werden innerhalb des Clans CA der Familie C1 (Papain-Familie),
dem auch die erste charakterisierte und strukturell aufgeklarte Cysteinprotease
(Papain) angehort, zugeordnet (Ubersichtsartikel Rosenthal, 2004). Die nukleophilen
Eigenschaften der Thiol-Gruppe des Cysteins der Papain-Familie werden zusatzlich
durch den Imidazol-Ring eines Histidins, mit dem es eine katalytische Diade bildet,
verstarkt (Sajid und McKerrow, 2002). Dieses lonenpaar wird auRerdem durch eine
Wasserstoffbriickenbindung mit einem Asparagin stabilisiert (Lecaille et al., 2002).

Die katalytischen Doméanen von FP-2, 2° und 3 weisen eine Sequenzhomologie von
99% (FP-2, 27) und 68% (FP-2, 3) auf. FP-1 unterscheidet sich hingegen deutlich in
Sequenz und Funktion von den anderen drei Falcipainen (Ubersichtsartikel Rosenthal,
2004). Die Enzyme FP-2 und -3 lokalisieren in der Nahrungsvakuole und sind
vermutlich an der Hamoglobin-Hydrolyse beteiligt, da sie in vitro in saurem Milieu
Hamoglobin spalten (Shenai et al., 2000, Sijwali et al., 2001). Beide Enzyme werden in
den metabolisch am hdchsten aktiven Trophozoiten-Stadien des Erregers maximal
exprimiert und aktiviert. Dabei ist wahrscheinlich FP-2 fir dber 90% der
Cysteinprotease-Aktivitat in Trophozoiten verantwortlich (Shenai et al., 2000). Durch
Inkubation von P.-falciparum-Blutstadien in vitro mit den Cysteinprotease-Inhibitoren
E64 oder Leupeptin kann das Hamoglobin nicht mehr abgebaut werden und es kommt
zu einem Anschwellen der Nahrungsvakuole und letztlich zum Absterben der Parasiten
(Dluzewski et al., 1986; Rosenthal et al., 1988; Bailly et al., 1992). Der Abbau von
Hamoglobin zur Bereitstellung von flr den Parasiten essentieller Aminosauren findet
wahrscheinlich Uber eine Hydrolysekaskade unter Beteiligung verschiedener Proteasen
statt (Coombs et al, 2001). An dieser sind, neben FP-2 und -3, auch
Aspartatproteasen (Plasmepsine) sowie eine Metalloprotease (Falcilysin) beteiligt.
Neuere Daten deuten dabei auf ein Aktivierung der Plasmepsine durch die Falcipaine
FP-2, FP-2" und FP-3 in der Nahrungsvakuole von Plasmodien hin, welche so den
hydrolytischen Abbau des Hamoglobins in Gang setzen (Drew et al., 2008). In
Abb. 1.12 ist der mutmallliche Kaskadeweg fir den Abbau von Hamoglobin und die
Transportwege der Spaltprodukte dargestellt.

Es konnte ferner gezeigt werden, dass FP-2 in vitro die Erythrozyten-Membranproteine
Ankyrin und Protein 4.1 bei neutralem pH spaltet (Raphael et al., 2000; Dua et al.,
2001; Hanspal et al., 2002), so dass FP-2 wahrscheinlich auch an der Erythrozyten-
Ruptur zur Freisetzung der Merozoiten beteiligt ist. FP-2" zeigt in vitro fast identische
Hamoglobinabbauraten. Die FP-2"-Protease kann jedoch in FP-2-defizienten Parasiten
die mangelnde FP-2-Aktivitat nicht vollstandig kompensieren (Sijwali und Rosenthal,
2004; Singh et al.,, 2006). FP-1 scheint hingegen keine essentielle Rolle in den

asexuellen Stadien des Parasiten zu haben und ist vermutlich auch nicht maf3geblich
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am Hamoglobinabbau beteiligt (Bozdech et al., 2003; Le Roch et al.,, 2003; Sijwali
et al., 2004). In Untersuchungen anhand von FP-1-KO-Parasiten konnte jedoch eine
70-90%ige Reduktion der Oozystenbildung von P. falciparum, nach Membran-
fUtterungen von Anopheles-Micken, beobachtet werden (Eksi et al.,, 2004). Eine
Inkubation mit dem Cysteinprotease-Inhibitor E64d flihrte sogar zu einer 80-100%igen
Reduktion der Oozystenbildung (Eksi et al., 2007). AuRerdem konnte kirzlich gezeigt
werden, dass die Inkubation mit den Cysteinprotease-Inhibitoren bADA und RV112D
sowie mit den Serin-Cysteinprotease-Inhibitoren TLCK, TPCK und PMSF in vitro einer
Reduktion der Mikrogametenbildung zu Folge hat (Rupp et al., 2008). Dies lasst eine
Rolle von FP-1 und anderen Cysteinproteasen bei der Entwicklung der Sexualstadien

des Parasiten vermuten.

Falcipaine

Aktivierung l

Falcilysin Plasmepsine
Peptide < Héamoglobin

kleine
Peptide‘

Hamfreisetzung +
-polymerisation

Hamzoin

Nahrungsvakuole
Transporter des Parasiten

\ Zytoplasma des
Endopeptidasen i
e pep . Parasiten
_—
Peptide sauren

Abb. 1.12. Hamoglobinabbau durch P. falciparum. Vermutliche Hamoglobinhydrolysekaskade

unter Beteiligung der Falcipaine sowie die Transportwege der Spaltprodukte des Hadmoglobins.

1.5.3 Cysteinprotease-Inhibitoren

Die meisten Cysteinprotease-Inhibitoren werden nach dem klassischen Substrat-
basierten Prinzip synthetisiert (Ubersichtsartikel Otto und Schirmeister, 1997; Powers
et al., 2002). Dies bedeutet, sie besitzen einen Peptidteil, der sich entweder von einem
natlrlichen Substrat des Enzyms ableitet oder einem natirlich vorkommenden
peptidischen Inhibitor, welcher der Protease &hnelt. Des Weiteren besitzen sie eine
reaktive, elektrophile Kopfgruppe (,warhead"), die mit der Peptidkette verknupft ist und
mit dem Cystein im aktiven Zentrum reagieren soll, um so die katalytische Fahigkeit

des Enzyms zu blockieren. Dabei findet eine kovalente, irreversible Bindung des
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Inhibitors (Michael-Reaktion) an das Enzym statt. Diese peptidischen Inhibitoren
unterliegen jedoch der Gefahr, selbst von Proteasen hydrolysiert zu werden. Daher
geht die Entwicklung von Inhibitoren in eine peptidomimetische Richtung
(Ubersichtsartikel Powers et al., 2002). Durch Modifikation der Aminoséaure-
Seitenketten oder durch den Einbau unnatirlicher, proteinogener Aminosauren
erhalten diese als Peptidomimetika bezeichneten Verbindungen eine groRere Stabilitat
und kénnen nicht mehr so leicht hydrolytisch abgebaut werden (Ponte-Sucre, et al.
2006; Micale et al., 2006; Ettari et al., 2007). Durch Kopplung des peptidomimetischen
Gerusts an eine besonders reaktive funktionelle Gruppe kann der Inhibitor das Enzym
selektiv am Cystein des aktiven Zentrums angreifen.

Eine neue Gruppe der Peptidomimetika, basierend auf dem Grundgeriist von
1,4-Benzodiazepin, wird derzeit intensiv auf ihre Eignung als potentielle Inhibitoren des
FP-2 von P. falciparum untersucht (Micale et al., 2006; Ettari et al., 2007). Das
Antikonvulsivum Diazepam (Valium®) ist hierbei wohl das bekannteste Medikament,
welches den Wirkstoff 1,4-Benzodiazepin enthélt. Dieser ist bereits fiur seine gute
Vertraglichkeit bekannt und durch Einfligen eines D-Serin-Glyzin-Motivs kann er FP-2
reversibel hemmen (Micale et al., 2006). Durch Einbau eines Vinylsulfonrests wird aus
diesem reversiblen Inhibitor ein irreversibler Inhibitor von FP-2 (Ettari et al., 2007,
Abb. 1.13). Die Vinylsulfone binden hierbei kovalent an das Thiol des Cysteins im
aktiven Zentrum und inaktivieren so das Enzym (Shenai et al., 2003). Variationen der
Seitenketten des Vinylsulfonrests (R und R’) kdnnten eine bessere Passgenauigkeit

des Inhibitors in die Bindetasche des Enzyms bewirken.

Abb. 1.13. Strukturformel der peptidomimetischen FP-2-Inhibitoren basierend auf einem
1,4-Benzodiazepin-Grundgerust. 1,4-Benzodiazepin, in Rot; Vinylsulfonrest, in Blau. R und R’
kennzeichnen die Positionen der variablen Seitenketten. Quelle: Ettari et al., 2008, verandert.

Eine weitere Klasse von Cysteinprotease-lnhibitoren sind die so genannten
nichtpeptidischen Inhibitoren, von denen es bisher nur vergleichbar wenige gibt
(Ubersichtsartikel Schirmeister und Kaeppler, 2003; Kaeppler und Schirmeister, 2005;
Ettari et al., 2008; Vale et al., 2008). Der Vorteil in der Entwicklung niedermolekularer,
nicht-peptidischer Cysteinprotease-Inhibitoren liegt in ihrer grof3en Stabilitat gegentber
einem hydrolytischen Abbau und einer damit vermutlich einhergehenden besseren

peroralen Verfugbarkeit. Eine attraktive Leitstruktur fiur die Entwicklung neuer
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nichtpeptidischer Cysteinprotease-Inhibitoren ist die Etacrynsaure. Sie ist ein
bekanntes Schleifendiuretikum (Hydromedin®) und ein schwacher Papain-Inhibitor, wie
anhand eines Screenings gezeigt werden konnte (Kaeppler und Schirmeister, 2005).
Die Etacrynsaure besitzt aufgrund seines a,B-ungesattigten Ketons ein Michael-
System und sollte daher analog zu den Vinylsulfonen in der Lage sein, Cystein-
proteasen durch eine Michael-Reaktion zu inaktivieren. Bisher wurde vermutet, dass
die diuretische Wirkung von Etacrynsédure auf einer kovalenten Bindung an
Sulfhydrylgruppen von Tubulusproteinen in der Niere beruht. Wahrscheinlich ist
Etacrynsaure jedoch ein ,Prodrug®, sodass erst der Phase-II-Metabolit, das Cystein-
Konjugat, diuretisch wirkt (Palfrey et al., 1993).

Etacrynsaure wurde auch auf ihre Wirkung bei Sichelzellanamie untersucht (Kennedy
et al., 1984). Es konnte gezeigt werden, dass sie die Erythrozytenmembran durchquert
und kovalent mit dem Sichelzellhdmoglobin reagiert, wodurch das Polymer
destabilisiert und die Blutviskositat erniedrigt wird. Durch allosterische Bindung dieses
Molekils an Hamoglobin erhoht es dessen Affinitat zu Sauerstoff. Diese Daten deuten
darauf hin, dass die Etacrynsaure und mdgliche Derivate geeignet sein kdnnten, gezielt
die erythrozytaren Stadien von P. falciparum in der Wirtszelle zu erreichen, um dort
ihre antiplasmodiale Wirkung durch Hemmung der parasitdren Cysteinproteasen zu
entfalten. Der genaue Wirkungsmechanismus der niedermoleklaren Etacrynsaure auf
die Cysteinproteasen der Nahrungsvakuole von P. falciparum ist jedoch noch nicht
bekannt. Durch Modifikation der Etacrynsaure an verschiedenen Positionen sowie der
Synthese von Derivaten mit einer Einfachbindung anstelle der aktivierenden
Doppelbindung des a,B-ungesattigten Systems, konnten jedoch erste Erkenntnisse
Uber die Struktur-Wirkungsbeziehungen gegeniber den Cysteinproteasen Papain,
FP-2 und FP-3 gewonnen werden (Kaeppler und Schirmeister, 2005; Dude et al., 2008;
Abb. 1.14). Bis heute befindet sich jedoch noch keiner der gegen FP-2 und FP-3

gerichteten Cysteinprotease-Inhbitoren in der klinischen Phase.

—t

Abb. 1.14. Ansatzpunkte fur die Modifizierung der Etacrynsaure-Leitstruktur. A. Veranderung
des Substitutionsmusters des aromatischen Ringes. B. Anfugen von Ester- bzw. Amidresten. C.
Verlagerung der Doppelbindungs-Seitenkette in die Orthoposition. D. Eliminierung der Doppel-
bindung. Quelle: Dude et al., 2008.
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1.6 Ziel der Arbeit

Trotz intensiver Bemiihungen, die Tropenkrankheit Malaria zu bekampfen, ist sie auch
heute noch eine der haufigsten Infektionskrankheiten weltweit. Rasch zunehmende
Resistenzbildungen des Malariaerregers gegen gangige Antimalariamedikamente, die
vielfach starken Nebenwirkungen erhéltlicher Chemotherapeutika und das Fehlen
eines Impfstoffes verdeutlichen die Dringlichkeit einer intensiven Suche nach neuen
therapeutischen Wirkstoffen zur Behandlung der Erkrankung und der Entwicklung einer
Vakzine, welche der Verbreitung des Erregers entgegenwirkt. Ziel der hier vorliegen-
den Arbeit war es daher zum einen die Eignung zweier Proteine von P. falciparum als
potentielle Kandidaten fur die Entwicklung einer Vakzine naher zu untersuchen und
zum anderen durch Analyse der inhibitorischen Wirkung neuartiger Verbindungen auf
das Wachstum des Erregers mdgliche Wege fir die Entwicklung wirksamerer Chemo-
therapeutika aufzufinden.

Transmissionsblockierende Vakzine kdnnten einen nachhaltigen Beitrag leisten, die
Verbreitung der Krankheit zu unterbinden. Aufgrund ihrer sexualstadienspezifischen,
oberflachenassoziierten Expression und der Beteiligung an der Ubertragung von
P. falciparum auf die Micke stellt die aus sechs Mitgliedern bestehende PfCCp-
Proteinfamilie ein mogliches Angriffsziel fir die Entwicklung von TBV dar. lhre
multiplen Adhasionsdoméanen sind mutmalflich an der Bindung von Proteinen, Lipiden
und Polysacchariden beteiligt und kdnnten somit eine Rolle bei der Erkennung von
Wirtsliganden oder bei Zell-Zell-Interaktionen spielen. Diese Vermutung wird gestitzt
durch die Ko-Lokalisation in der parasitophoren Vakuole sowie einer ko-abhangigen
Expression von PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 in Gametozyten, gefolgt von der
partiellen Freisetzung dieser drei Proteine und ihrer anschlieenden matrixahnlich
Anordnung um entstehende Exflagellationszentren. Die genaue Funktion der PfCCp-
Proteine ist jedoch noch unbekannt und sowohl PfCCp5 als auch PfFNPA waren bisher
nur hypothetische Proteine.

Ein Focus der vorliegenden Arbeit lag darum auf der funktionellen Charakterisierung
der PfCCp5- und PfFNPA-Proteine im Lebenszyklus von P. falciparum, um ihre
Eignung als Kandidaten fur die Entwicklung von TBV genauer zu bestimmen. Hierzu
solite ihre Expression auf mRNA-Ebene (mittels RT-PCR) und auf Proteinebene
(mittels Immunfluoreszenz- und transmissionselektronenmikroskopischen Studien
sowie anhand von Western-Blot-Analysen) in den asexuellen und den sexuellen
Stadien von P. falciparum untersucht werden. Da die Vermutung bestand, dass
insbesondere PfCCp5 - aufgrund des vorhandenen Transkripts in Schizonten -
essentiell fur die Entwicklung des Parasiten ist, sollten weiterhin PfCCp5- und PfFNPA-

KO-Parasiten sowie -Komplementations-Mutanten hergestellt werden. Dabei wird im
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Unterschied zu den KO-Parasiten bei den komplementierten Parasiten die Funktions-
fahigkeit des Zielgens nicht zerstort. Durch die Generierung von Komplementations-
Mutanten kann jedoch gezeigt werden, dass der Locus fir genetische Manipulationen
zuganglich ist. Zur Identifizierung mdglicher PfCCp5- und PfFNPA-Interaktionspartner
sollten des Weiteren Bindestudien mit den PfCCp5- und PfFNPA-Proteinen sowie mit
weiteren Mitgliedern dieser Proteinfamilie durchgefihrt werden. Mittels Affinitats-
chromatographien unter Verwendung von rekombinant exprimierten Proteinen, die
einzelnen, distinkten PfCCp-Domanen entsprechen, kdnnen hierbei Aufschlisse tber
direkte Interaktionen innerhalb der PfCCp-Familie gewonnen werden. Anhand von Ko-
Immunprazipitationsstudien kénnen hingegen Wechselwirkungen der nativen PfCCp-
Proteine untereinander aufgedeckt werden.

Peptidomimetische und nicht-peptidische Verbindungen, wie z.B. Etacrynsaure,
stehen derzeit im Focus der Wirkstofforschung. Ein weiteres Ziel der vorliegenden
Arbeit war es deshalb die inhibitorische Wirkung von im Rahmen des SFB630 neu
synthetisierten peptidomimetischen Substanzen sowie Derivaten der Etacrynsaure auf
asexuelle P.-falciparum-Blutstadien zu ermitteln. Diese potentiellen Cysteinprotease-
Inhibitoren kénnen rekombinant exprimiertes FP-2 bzw. FP-3 hemmen. Zur Ermittlung
der inhibitorischen Wirkung dieser Verbindungen auf asexuelle Blutstadien mufite
zunachst ein in-vitro-Screeningsystem auf Basis der Hemmung von plasmodialer
Lactatdehydrogenase etabliert werden. Mit diesem Screnningsystem sollte dann die
halbmaximale Hemmkonzentration der verschiedenen Inhibitoren unter Verwendung
eines chloroquinsensitiven P.-falciparum-Stammes im Mikrodilutionsverfahren ermittelt
werden. Durch Vergleich der halbmaximalen Hemmkonzentrationen mit den
vorliegenden Daten zur inhibitorischen Wirkung an rekombinant exprimierten FP-2 und
FP-3 konnen anschlieBend nahere Aufschlisse Uuber die Struktur-Wirkungs-

beziehungen erhalten werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Technische Gerate und Anlagen

Tab. 2.1 Verwendete Gerate und Anlagen mit Angabe des Herstellers

Gerat

2-Kanal-Stoppuhr

Abzug

Acculet® pro

Aluminiumboxen

Autoklav FOMI B 50

Binokular FB/WPp4

Brutschrank Modell 100-800
Bunsenbrenner

Diamantmesser Diatom Ultra 45°
Drucker Stylus Color 740
Dispenser Multipette® plus
Drucker LaserJet 1200
Eismaschine AS 20
Elektronenmikroskop EM10
Elektrophoresekammer MIDI 1, MAXI

Elektrophoresekammer Mini-Protean 3

Elektroporationsapparatur, Gene Pulser
Xcell

ELISA Reader Multiskan Ascent
Exsikkator Mini 1

Feinwaage GR-200

Fluoreszenzmikroskop Axiolab
HBO 50/AC

Hersteller

Oregon Scientific (Portland, USA)
Prutscher (Minchen)

Brand (Wertheim)

Schtt (Goéttingen)

Fedegari (Albuzzano, Italien)
Zeiss (Oberkochen)
Memmert (Schwabach)
Juchheim (Bernkastel-Kues)
Provac (Oestrich-Winkel)
Epson (Meerbusch)
Eppendorf (Hamburg)
Hewlett Packard (Boblingen)
Scotsman (USA)

Zeiss (Oberkochen)

Roth (Karlsruhe)

Bio-Rad (Minchen)

Bio-Rad (Minchen)

Thermo (Finnland)
Bohlender (Grinsfeld)

A & D (Ahrensburg)

Zeiss (Oberkochen)
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Fluoreszenzmikroskop Axiophot
Folienschweil3gerat

French® Press FA078
Gasbrenner Gasi
Geldokumentation Gel Doc 2000
Geltrocknungsrahmen 14 x 14 cm
Gefrierschrank Privileg Oko
Heizblock Bio TBD-100, TBD-120
Inkubator HERAcell
Klimakammer

Kihlschrank Privileg Oko

Konfokales Laserrastermikroskop
LSM510

Laborglas

Lichtmikroskop Leica DMLS
Lichtmikroskop Leitz Laborlux 11
Magnetriihrer Typ M 6.1
Messzylinder

Mikropistill

Mikroskopkamera AxioCam
Mikroskopkamera MP 5000
Mikrowelle

Mischroller RM 5.40
Mini-Schittler PSU-2T plus
Multikanalpipette 100 pl
Multikanalpipette 200 pl
Neubauer-Zahlkammer
PCR-Thermocycler primus 25 advanced

pH-Meter inoLab

Photometer Ultrospec 3100 pro
UV/visible

Photometer Nanodrop™ 1000

Zeiss (Oberkochen)
Privileg (Furth)
Heinemann (Schwabisch Gmind)
Schtt (Goéttingen)
Bio-Rad (Mlnchen)

Roth (Karlsruhe)

Privileg (Furth)

Lab-4you (Berlin)

Heraeus (Hanau)
Genheimer (Héchberg)
Privileg (Furth)

Zeiss (Oberkochen)

Roth (Karlsruhe)

Leica (Solms)

Leitz (Wetzlar)

Marienfeld (Mergentheim)
Roth (Karlsruhe)
Eppendorf (Hamburg)
Zeiss (Oberkochen)
INTAS (Géttingen)
Durabrand, Wal-Mart (Arkansas, USA)
Karl Hecht KG (Sondheim)
Lab-4you (Berlin)
Eppendorf (Hamburg)

Socorex (Champ-Colomp, Schweiz)

Paul Marienfeld GmbH (Lauda-
Konigshofen)

Peqg-Lab (Erlangen)
WTW (Weilheim)
Amersham Bioscience (Minchen)

Peglab (Erlangen)
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Pinzetten

Pipettensatz
Objekttrager-Strecktisch OTS 40
Quarzkivette 1000
Rollenmischgerat RM5 WTE
Rotator Rotary-Mixer

Scanner Perfection 4990 Photo
Schuttler SM 30 control
Sequenzierer ABI Prism® 3100
Speed Vac® SC110
Spulmaschine Mielabor G7783

Sterilbank HERAsafe

Stromquelle PowerPac™ HC High
Current Power Supply

Stromquelle E 835
Summenzahler T120
Tiefkihlschrank HERAfreeze

Tischzentrifuge Biofuge pico

Transmissionselektronenmikroskop
EM10

Ultramikrotom MT-7000 ULTRA
Ultraschallgerat Sonoplus HD70
Ultrazentrifuge Beckmann J2-HC
Vakuumpumpe Laboport
Vortexer Power Mix Model L46

Vortexer Biovortex V1

Waagen 440-47N und 440-33

Wasseraufbereitungssystem TKA LAB
HP Typ 08.2203

Wasserbadinkubator Hecht 3185 WTE

Wasserbadinkubator Typ WB20

Western Blot Kammer Mini-Trans-Blot
Cell

Provac (Oestrich-Winkel)
Eppendorf (Hamburg)

Medite (Burgdorf)

Roth (Karlsruhe)

Karl Hecht KG (Sondheim)
Labinco, DG (Breda, Niederlande)
Epson (Meerbusch)

Edmund Buhler GmbH (Tubingen)

Applied Biosystems (Darmstadt)

Thermo Scientific Savant
(Langenselbold)

Miele (Gutersloh)
Heraeus (Hanau)
Bio-Rad (Mlnchen)

Consort (Thumhout, Belgien)

Baumer, IVO (Villingen-
Schwenningen)

Heraeus (Hanau)

Heraeus (Hanau)

Zeiss (Oberkochen)

RMC (Tuscon, USA)
Bandelin (Berlin)

Beckmann (Minchen)

KNF (Freiburg)

Labinco (Breda, Niederlande)

Lab-4you (Berlin)

Kern & Sohn GmbH (Balingen-
Frommern)

TKA (Niederelbert)
Karl Hecht KG (Sondheim)
PD Industriegesellschaft (Dresden)

Bio-Rad (Minchen)
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Wippe Mini-Rocker MR1 Lab-4you (Berlin)

Wippe WS-10 Edmund Buhler GmbH (Tubingen)

Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus (Hanau)

2.1.2 Einwegmaterialien

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Einwegmaterialien wurden — sofern nicht
anders in Tab. 2.2 aufgelistet — von den Firmen BD Falcon (Heidelberg), Eppendorf
(Hamburg), Greiner (Flacht), Roth (Karlsruhe) sowie von Sarstedt (NUmbrecht)

bezogen.

Tab. 2.2 Auflistung der verwendeten Einwegmaterialien mit Angaben des Herstellers

Material

96-Loch Mikrotiterplatten Nunc

Amicon® Ultra-15 Zentrifugenfiltereinheiten

Chromatographiesaulen PolyPrep®

Diagnostische Objekttrager mit
Teflonbeschichtung

Einbettungskapseln BEEM-Cap 0,75 ml
Einmalkantlen 27G x %"
Einmalspritzen 10 ml, 20 ml
Kupfernetzchen 75 mesh @ 3 mm
Kupfernetzchen-Box @ 2,3-3,05 mm

Nitrocellulosemembran Hybond ECL

Objekttrager geschliffen 90°/Mattrand,
72x26 mm

Untersuchungshandschuhe (Latex bzw.
Nitril) ProLine®

Veneninfusionsbesteck Venofix®

Papier zur Reinigung optischer Glaser

Pasteurpipetten 230 mm (mit und ohne
Wattebausch im Oberteil)

Rasierklingen Gradkopf
Spritzen Injekt Luer Solo

Sterilfilter Steritop™ 0,22 pym

Hersteller

Nunc (Wiesbaden)
Millipore (Schwalbach)

Bio-Rad (Munchen)

Erie Scientific Company
(Portsmouth, USA)

Provac (Oestrich-Winkel)
Dispomed (Gelnhausen)
Braun (Melsungen)

Provac (Oestrich-Winkel)
Provac (Oestrich-Winkel)
Amersham Biosciences (Freiburg)
Menzel-Glaser (Braunschweig)
Asid Bonz (Herrenberg)

Braun (Melsungen)

NeoLab (Heidelberg)
Hecht-Assistent (Sondheim)
Lutz (Solingen)

Braun (Melsungen)

Millipore (Schwalbach)
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2.1.3 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Versuchstiere

Verwendete Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:

AppliChem (Darmstadt)

ATCC (Manassas, USA)

Biochrom (Berlin)

BD Falcon (Heidelberg)

Dako (Hamburg)

Dianova (Hamburg)

GE Healthcare/Amersham Bioscience (Minchen)
Invitrogen/Gibco/Molecular Probes (Karlsruhe)
Merck/Novagen (Darmstadt)

Pharmacia/Pfizer (Wien)

Roth (Karlsruhe)

Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg)
Sigma/Fluka (Taufkirchen)

WAK Chemie (Darmstadt)

Verbrauchsmaterialen fir die in vitro Kultivierung der Plasmodium-falciparum-Stadmme

wurden von den nachstehenden Quellen bezogen:

Erythrozytenkonzentrat und Serum der Blutgruppe A, Rhesus-positiv;
Bayrisches Rotes Kreuz (BRK, Wirzburg)

Humanes Vollblut der Blutgruppe A, Rhesus-positiv, zur Gewinnung von
frischem Erythrozytenkonzentrat; freundlicherweise gespendet von Frau Nadine
Weckesser und Frau Dipl. Biol. Andrea Kiihn

Zellkulturgas 5% O, Typ 2.5, 5% CO, Typ 2.5 in Stickstoff Typ 3.5 (50 Liter,
kein Prufgas); Tyczka Industriegase (Wlrzburg)

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

Natriumbicarbonat; Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)

Versuchstiere fir die Immunisierung und Gewinnung polyklonaler Antikérper wurden

von folgendem Labortierlieferanten bezogen:

Sechs Wochen alte, weibliche NMRI-Mause; Charles River (Sulzfeld)
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2.1.4 Laborkits und Enzyme

Folgende Kits wurden verwendet:

BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit;

(Darmstadt)

Epoxy Embedding Medium Kit; Fluka (Taufkirchen)
QIAamp Blood Mini Kit; Qiagen (Hilden)

QiAprep Spin Miniprep Kit (250); Qiagen (Hilden)
QIAquick PCR Purification Kit (50); Qiagen (Hilden)
QIAquick Gel Extraction Kit (50); Qiagen (Hilden)
QIAGEN Plasmid Maxi Kit (25); Qiagen (Hilden)

Applied Biosystems

SuperScript ™ First Strand Synthesis System for RT-PCR; Invitrogen (Karlsruhe)
TOPO TA Cloning Kit®; Invitrogen (Karlsruhe)

Enzyme und Grolienstandards wurden bezogen von:

Invitrogen (Karlsruhe)

MBI/Fermentas (St. Leon-Rot)
New England Biolabs (Frankfurt)

Promega (Mannheim)
Qiagen (Hilden)

2.1.5 Puffer und Lésungen

Tab. 2.3 Eingesetzte Puffer und Losungen mit Angabe der Rezeptur

Bezeichnung

10% AlbuMaxll-Ldsung

1000 x Ampizillin (0,3 M)

2000 x Blasticidin S HCL (5,4 M)

Blockierungslosung Western Blot

100 x Chloroquin (0,63M)

Rezeptur

5 g AlbuMaxill

50 ml HyOpigest reinst

Lésung eine Stunde bei 37 °C rihren,
bis sie vollstandig gelost ist

steril filtrieren; Lagerung bei 4 °C
100 mg/ml in H,Oyigest; Lagerung bei
4°C

5mg/ml in HyOpigest reinst

steril filtrieren

50ml 1 x TBS

0,5 g BSA (Fraktion V Albumin)

2,5 g Milchpulver

16,25 g Chloroquin

50 ml HyOpigest reinst

steril filtrieren; Lagerung bei 4 °C
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Cytomix-Puffer

Detergenzpuffer Inclusion-Body-
Aufreinigung

Diaphorase-L&sung

Elutionspuffer GST-Aufreinigung

Elutionspuffer 6xHis/SUMO-
Aufreinigung

Epon

Equilibrierungspuffer Western Blot

1000 x Gentamyzin (0,1 M)

Glycerolyte 57

1000 x Hypoxanthin (0,4 M)

IFA-Inkubationslésung

1000 x Kanamyzin (0,1 M)

Losung 1 Dirty Mini

8,95 g KCI

0,017 g CaCl,

0,76 g EGTA

1,02 g MgCl,

0,871 g K,HPO,

0,68 g KH,PO4

7,08 g HEPES

ad 1 | HyOpigest

auf pH 7,6 einstellen; Lagerung bei 4 °C
20 mM Tris/HCI, pH 7,5

2 mM EDTA, pH 8,0

200 mM NacCl

1% Desoxycholinsaure

1% Nonidet P-40

1 mg Diaphorase

1 ml H,Opigest; Lagerung bei -20 °C
50 mM Tris/HCI, pH 8,0

10 mM reduziertes Glutathion

50 mM Tris/HCI, pH 8,0

350 mM NacCl

1 mM beta-Mercaptoethanol

250 mM Imidazol

10% Glyzerin

30 ml Epoxy-Embedding-Medium

24 m| DDSA

21 ml MNA

1,5 ml Akzelerator

Lésung unter dem Abzug riihren, bis sie
homogen ist und in 10 ml
Einwegspritzen aliquotieren; Lagerung
bei -20 °C

Die Losungen entstammen dem Epoxy-
Einbettungsmittel-Kit von Fluka.

12,1 g Tris

5,8 g NaCl

10,2 g MaCl,

ad 1 | HyOpjgest

auf pH 9,5 einstellen

50 mg/ml in HyOpigest

steril filtrieren

300 mg KCI

517 mg Na,PO,
Monohydrat,monobasisch

1242 mg Na,PO, Anhydrat, dibasisch
0,05 g/mlin 1 M NaOH

steril filtrieren

1x PBS, pH 7,4

0,5% BSA

0,01% Saponin

50 mg/ml in HyOpigest; Lagerung bei 4 °C

25 mM Tris/HCI, pH 8,0
50 mM Glucose

10 mM EDTA, pH 8,0

5 mg/ml Lysozym
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Losung 2 Dirty Mini

Losung 3 Dirty Mini

Lysepuffer Proteinaufreinigung

Lysepuffer Inclusion-Body-Aufreinigung

Malstat-Reagenz

Methylenblau-Azurll-Lésung

NBT-L6sung

10 x PAGE-Laufpuffer

10 x PBS

PBS-Mix

4% PFA

1000 x Pyrimethamin (0,16 mM)

2 x SDS-Probenpuffer

0,2 N NaOH
1% SDS

3 M KAc, pH 4,8

1,4 ml 5 M NaCl

216 ul 1 M Imidazol

216 pl 20% IGEPAL

20 ul beta-Mercaptoethanol

50 mM Tris/HCI, pH 8,0

0,25% Sucrose

1 mM EDTA, pH 8,0

19,5 ml HyOpjgest

0,5 ml 10% Triton-X-100

0,5 g L-Lactat

0,165 g Tris

16,5 mg APAD

ad 50 ml HoOpigest

auf pH 9,0 einstellen

Lagerung max. sieben Tage bei 4 °C
1% Methylenblau

1% Na,B,O- - 10 H,O

1:1 mit einer 1%igen Azurll-Lésung in
H>Omigest Mischen und filtrieren.

1 mg NBT

1 ml HyOpigest

1:1 mit Diaphorase-Lésung mischen
und sofort verwenden.

29 g Tris

144 g Glyzerin

10 g SDS

ad 1 | HyOpjgest

80 g NaCl

2 g KCI

11,5 g Na;HPO,

29 KH,PO,

ad 1 | HyOpjgest

auf pH 7,4 einstellen

PBS, pH 7,4

0,5% BSA

0,2% Saponin

29 PFA

30 ml HyOpjgest

L6sung auf 50-60°C erhitzen und
tropfenweise 1 M NaOH zugeben, bis
sich das PFA gel6st hat. Mit 5 ml 10 x
PBS und 15 ml H,Opigest auffullen.
15 mg Pyrimethamin in

500 ul DMSO lésen

13 pl Pyrimethamin/DMSO in

10 ml RPMI incomplete l6sen
steril filtrieren; Lagerung bei 4 °C
2,5 ml 500 mM Tris/HCI, pH 6,8
2 ml Glyzerin

4 ml 10% SDS

0,5 ml 0,1% Bromphenolblau

ad 10 ml Hzobidest
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5% SDS-Sammelgel

12% SDS-Trenngel

Stopp-Puffer Western Blot

5% Sorbitol

10 x TAE

10 x TBS

TBS-Milch

Transferpuffer Western Blot

Waschpuffer Inclusion-Body-
Aufreinigung

Waschpuffer 3 Proteinaufreinigung

Waschpuffer 4 Proteinaufreinigung

Waschpuffer 5 Proteinaufreinigung

1 mM Xanthurensaure

2,4 ml HyOpjigest

0,6 ml 30% Acrylamid

1 ml 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
12 pl 10% SDS

12 pl 10% APS

4 ul TEMED

3,3 ml HzOpigest

4 ml 30% Acrylamid
2,5ml 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
100 pl 10% SDS

100 pl 10% APS

4 ul TEMED

1,2 g Tris

0,4 g EDTA

ad 1 | HyOpjgest

auf pH 8,0 einstellen

2,5 g Sorbitol

50 ml RPMI-incomplete
Sterilfiltrieren

242 g Tris

57,1 ml Essigséaure

100 ml 0,5M EDTA, pH 8
ad 1 | HyOpjgest

12,1 g Tris

87,3 g NaCl

ad 1 | HyOpjgest

auf pH 7,5 einstellen

3 - 5% Milchpulver in 1 x TBS

3,03 g Tris

14,4 g Glyzerin

200 ml Methanol

ad 1 | HyOpigest

0,5% Triton-X-100

1 mM EDTA pH 8,0

50 mM Tris/HCI, pH 8,0

350 mM NacCl

1 mM beta-Mercaptoethanol
10% Glyzerin

50 mM Tris/HCI, pH 6,4

1 M NacCl

1 mM beta-Mercaptoethanol
10% Glyzerin

0,1% Laurylsarkonsin

50 mM Tris/HCI, pH 8,0

350 mM NacCl

1 mM beta-Mercaptoethanol
10% Glyzerin

60 mM Imidazol

0,05 g Xanthurensaure

1 ml0,5M NH,OH

243 ml H,Oyigest; Lagerung bei 4 °C
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2.1.6 Medien und Agarplatten

Verwendete Medien fur die Kultivierung der Plasmodium-falciparum-Stamme:

Fir die In-vitro-Kultivierung der Plasmodium-falciparum-Stamme wurde RPMI-1640-
Medium (Gibco, Invitrogen, Karlsruhe) mit Zusatz von L-Glutamin und 25 mM HEPES
(siehe Tab. 2.4) verwendet. Die fertig angesetzten Medien wurden anschlieRend
jeweils 20 Sekunden mit 5% CO./5% O, in N, begast und bei 4 °C aufbewahrt.

Zur Herstellung von serumfreiem RPMI-Medium (RPMI-Incomplete-Medium) wurde
zunachst 0,05 g Hypoxanthin in 1 | ddH,O (Firma Roth) fir vier Minuten in der
Mikrowelle erhitzt. Nach Zugabe von HEPES wurde die Lésung eine halbe Stunde
gerihrt. Im Anschlul3 erfolgte die Zugabe von RPMI-Pulver (Gibco, Invitrogen,
Karlsruhe) (Tab. 2.4). Nach einer weiteren halben Stunde unter Rihren, wurde das
Medium sterilfiltriert und ebenso wie das Zellkulturmedium begast sowie bei 4°C

gelagert.

Tab. 2.4 Zusammensetzung der Medien fir die In-vitro-Kultivierung der Plasmodium-falciparum-

Blutstadien

Medium Zusammensetzung

Serum steril filtrieren, in 50-ml-
Reaktionsgefalie aliquotieren und

im Wasserbad bei 55 °C fur 50 Minuten
hitzeinaktivieren; Lagerung bei -20 °C
Erythrozytenkonzentrat zu je 30 ml
aliquotieren, zehn Minuten bei 1300 x g
zentrifugieren; Uberstand absaugen,
auf 50 ml mit RPMI-incomplete
auffullen, zentrifugieren; Waschvorgang
zweimal wiederholen; Erythrozyten 1:1
in RPMI-incomplete aufnehmen; Lager-
ung maximal vier Wochen bei 4 °C

20 ml Vollblut aus Armvene mit
Veneninfusionsbesteck steril
abnehmen;Vollblut zehn Minuten bei
1300 x g zentrifugieren; Serum und

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

A+-Erythrozyten (50% Hamatokrit) fur
die P.- falciparum-Zellkultur

A+-Erythrozyten (50% Hamatokrit) aus
humanem Vollblut fur die P.-falciparum-
Zellkultur

A+-Medium, human, fur die
P.-falciparum-Zellkultur

Buffy-Coat entfernen;
Erythrozytenkonzentrat auf 50 ml mit
RPMI-incomplete auffillen,
zentrifugieren; Waschvorgang zweimal
wiederholen; Erythrozyten 1:1 in RPMI-
incomplete aufnehmen; Lagerung
maximal zwei Wochen bei 4 °C

500 ml RPMI 1640

50 ml humanes A+-Serum

550 pl 1000 x Hypoxanthin

550 pl 1000 x Gentamyzin
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500 ml RPMI 1640

AlbuMaxIl™-Medium, fur die 25 ml 10% AlbuMaxll™-Lésung
P.-falciparum-Zellkultur 550 pl 1000 x Hypoxanthin
550 ul 1000 x Gentamyzin
Chloroquin-Medium, flr die 50 ml Albumaxl!l-Medium
P.-falciparum-Zellkultur 50 pl 100 x Chloroquin
DMSO-Medium, fur die 9,5 ml AlbumaxIl-Medium
P.-falciparum-Zellkultur 0,5 ml DMSO
Pyrimethamin-Medium, fur die 50 ml Albumaxl!l-Medium
P.-falciparum- Zellkultur 50 pl 1000 x Pyrimethamin
10,43 g RPMI-1640-Pulver
5,94 g Hepes

RPMI-incomplete-Medium 0,05 g Hypoxanthin

ad 1000 ml HZObidest
500 ml RPMI 1640

Selektionsmedium fir 50 ml humanes A+Serum
P.-falciparum-KO-Parasiten mit 550 pl 1000 x Hypoxanthin
Pyrimethamin-Resistenz 550 pl 1000 x Gentamyzin

550 ul 1000 x Pyrimethamin
500 ml RPMI 1640

Selektionsmedium fir 50 ml humanes A+-Serum
P.-falciparum-KO/Comp.-Parasiten mit 550 ul 1000 x Hypoxanthin
Blastizidin- S-HCL-Resistenz 550 ul 1000 x Gentamyzin

275 pl 2000 x Balstizidin S HCL

Verwendete Medien und Agarplatten fur Kultivierung von E.-coli-Bakterienstdmmen:

Als Wachstumsmedium fir die Kultivierung von E.-coli-Bakterienstdmmen wurde
routinemafiig Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) eingesetzt. Sowohl das LB-Medium
als auch der LB-Agar werden nach dem Ansetzen fur 20 Minuten bei 120 °C
autoklaviert. FiUr die Herstellung von Agarplatten wird dem LB-Medium vor dem
Autoklavieren Agar (BD Falcon, Heidelberg) zugegeben. Nach dem Autoklavieren
wurden die Medien auf etwa 50 °C abgekihlt und das entsprechende Antibiotikum in
einer Verdinnung von 1:1000 zugegeben. Der LB-Agar wurde in Petrischalen
gegossen, die nach dem Ausharten Uber Kopf in einer sterilen Plastiktite verpackt

wurden. Die Lagerung erfolgte fir maximal vier Wochen bei 4 °C.
Tab. 2.5 Zusammensetzung der Medien und Agarplatten fur die Anzucht von E.-coli-Kulturen

Medium Zusammensetzung

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt
LB-Agar 5 g NaCl
15 g Agar
ad 1 | HyOpigest
10 g Trypton
5 g Hefeextrakt

5 g NaCl
ad 1 | HyOpigest

LB-Medium
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20 g Trypton

5 g Hefeextrakt

0,5 g NaCl
SOC-Medium 10 ml 0,25 M KClI

5 ml 2 M MgCl,

20 ml 1 M Glucose

adllHO

2 bidest

2.1.7 Zellinien und Bakterienstamme

Verwendete Zelllinien:

- Plasmodium falciparum WT NF54: Pyrimethamin- und Chloroquinsensitiv,
Stabilat eines Niederlandischen Patienten, der von einer per Flugzeug
eingeschleppten Miicke infiziert wurde (Ponnudurai et al., 1981)

- Plasmodium falciparum 3D7: Pyrimethamin- und Chloroquin-sensitiv, Klon von
NF54 (Walliker et al., 1987)

- Plasmodium falciparum F12: Pyrimethamin- und Chloroquinsensitiv, Subklon
von 3D7, der infolge von Langzeitkultivierung keine Gametozyten mehr bilden
kann und in dem kein Pfg27-Transkript nachweisbar ist (Alano et al., 1995)

- Plasmodium falciparum PfCCpl-KO-Klon 5YE2 (C. Moreira, Simon et al.,
2009): Pyrimethaminresistent, auf Basis des Vektors pHHT-TK durch
homologe Rekombination mittels double crossover hergestellt (Reed et al.,
2000; Duraisingh et al., 2002)

- Plasmodium falciparum PfCCp2-KO-Klone D11H und F1D (Pradel et al.,
2004): Pyrimethaminresistent, auf Basis des Vektors pDT-Tg23 (siehe Kapitel
2.1.8)

- Plasmodium falciparum PfCCp3-KO-Klone H3D und I19C (Pradel et al., 2004):
Pyrimethminresistent, auf Basis des Vektors pDT-Tg23 (siehe Kapitel 2.1.8)

Verwendete Bakterienstamme:

®
- E.-coli-Proteinexpressionszellen BL21-CodonPlus -(DE3)-RIL von Stratagene:

Genotyp E. coli B F ompT hsdS (rB_ mB_) dcm+ Tetr gal endA Hte [argU ileY

leuw Camr]

- E.-coli-Transformationszellen OneShot®-Top10-Competent-CeIIs von Invitro-
gen: Genotyp F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢@80lacZAM15 AlacX74 recAl
araD139 A(araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG
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2.1.8 Plasmide

pSUMO/pSMT3:

Low-copy-T7-Expressionsvektor mit Kanamyzinresistenz, einem N-terminalem 6xHIS-
Fragment und SUMO-Chaperonsequenz auf Basis des Plasmids pET28b
(Merck/Novagen, Darmstadt; Abb. 2.1). Freundlicherweise von Chris Lima zur
Verfigung gestellt (New York, USA).

pGEX-4T-1:

High-copy-Expressionsvektor mit Ampizillinresistenz und einem GST-Fragment

(Amersham Bioscience/GE Healthcare, Freiburg, Abb. 2.2).

pDT-Tg23:

Vektor zur Herstellung von P.-falciparum-KO-Parasiten mittels homologer single-
crossover-Rekombination (Wu et al., 1996). Der Vektor besitzt eine Selektionskassette
mit Dihydrofolatreduktase-(DHFR)-Gen von Toxoplasma gondii, die Resistenz
gegenuber Pyrimethamin verleiht. Basierend auf dem Vektor pBluescript-11-SK
(Stratagene, La Jolla, USA) besitzt der pDT-Tg23 zusatzlich eine Ampizillinresistenz,
low copy (Abb. 2.3).

pCAM-BSD-KO:

Vektor zur Herstellung von P.-falciparum-KO-Parasiten mittels homologer single-
crossover-Rekombination. Der Vektor besitzt eine Selektionskassette mit Blastizidin-S-
Desaminase-Gen von Aspergillus terreus, die Resistenz gegentber Blastizidin-S-HCL
verleint (Mamoun et al., 1999). Basierend auf dem pDT-Tg23-Vektor besitzt er
ebenfalls eine Ampizillinresistenz (Abb. 2.4). Freundlicherweise von Prof. Christian

Doerig (Glasgow, GroRbritannien) zur Verfligung gestellt.

pCAM-BSD-Comp:

Vektor zur Herstellung von P.-falciparum-Comp-Parasiten mittels homologer single-
crossover-Rekombination. Der Vektor besitzt eine Selektionskassette mit Blastizidin-S-
Desaminase-Gen von Aspergillus terreus, die Resistenz gegenuber Blastizidin-S-HCL
verleiht, sowie eine Ampizillinresistenz. Der Vektor enthalt zusatzlich ein C-terminales
HA-Tag, gefolgt von der 3'-Untranslatierten-Region (UTR) des P.-berghei-dhfr-ts-Gens,
das eine Expressionsanalyse mittels eines spezifisch gegen das HA-Tag gerichteten
Antikorpers ermdglicht (Dorin-Semblat et al., 2007; Abb. 2.5). Freundlicherweise von

Prof. Christian Doerig (Glasgow, Grol3britannien) zur Verfiigung gestellt.
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Abb. 2.1. pSUMO/pSMT3-Ex-
pressionsvektor mit multipler
Klonierungsstelle zur Herstel-
lung von 6xHIS-Fusionspro-
teinen. Quelle: www.emdbio-

sciences.com, verandert.

Abb. 2.2. pGEX-4T-1-Expres-

sionsvektor  mit  multipler
Klonierungsstelle zur Herstel-
lung von GST-Fusionspro-
teinen. Quelle: www.ge.com,

verandert.

Abb. 2.3. pBluescript-Vektor
als Basis des pDT-Tg23-KO-
Vektors. Quelle: www.strata-

gene. com.
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AMP-Resistenz

cam 5
pCAM-BSD-KO
4520 bp
\ Abb. 2.4. pCAM-BSD-KO-Vektor mit
BSD multipler Klonierungsstelle  zur
Herstellung von P.-falciparum-KO-
Mu|t|p|e K|0n|erungsste”e \ HRP2 3'UTR Parasiten. Que”e: Dorin-Semblat
Not I (2298) \ et al., 2007, verandert.
Bam HI (2279)
AMP
\
BSD
pCAM-BSD-Comp —
6340 bp
pst1(280 Abb. 2.5. pCAM-BSD-CompVektor
3'UTR (Pb DHFR) . zur Herstellung von P.-falciparum-
Doppel-HA-Tag Klonierungsstelle

Comp-Parasiten. Quelle: Dorin-Sem-
blat et al., 2007, verandert.

Bam HI (3197)
2.1.9 Oligonukleotide

Samtliche Oligonukleotide, wurden — sofern nicht bereits in unserer Arbeitsgruppe

vorhanden — bei der Firma Biomers (Ulm) in Auftrag gegeben.
Tab. 2.6 Auflistung der verwendeten Oligonukleotide

Oligonukleotide zur Herstellung rekombinanter Proteine

PfCCpb5 rplSense-BamHI aa GGATCC ggt tcg cgc gat tgg gat

PfCCp5 rpl Antisense-Not | tt GCGGCCGC tta gaa tct agt ggg tgg aat
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PfCCp5 rp2 Sense2-BamH |
PfCCp5 rp2 Antisense2-Not |
PfFNPA rpl Sense-BamH |
PfFNPA rpl Antisensense-Not |
PfENPA rp2 Sense-BamH |

PfFNPA rp2 Antisense-Not |

aa GGATCC gta ttc gat acg ggt gat

tt GCGGCCGC tta tgg ttt att cca tcc gta
aa GGATCC acc gtg gat ggg cgt cta

tt GCGGCCGC tta cat aaa tgc atg tac ccc
aa GGATCC tgg gac aca ggg ata cca

tt GCGGCCGC tta atc tat aca agg tat acc

Oligonukleotide fur die Herstellung der PfFCCp5- bzw. PFFNPA-KO und der
PfCCp5- bzw. PfFNPA-Comp-Konstrukte

PfCCp5 KO1 Sense Sac Il
PfCCp5 KO1 Antisense Not |
PfCCp5 KO BSD1 Sense BamH |
PfCCp5 KO BSD1 Antisense Not |
PfCCp5 Compl Sense Pst |
PfCCp5 Comp2 Sense Pst |
PfCCp5 Comp2 Antisense BamH |
PfFNPA KO1 Sense Sac
PfFNPA KO1 Antisense Not |
PfFNPA KO2 Sense Sac Il
PfFNPA KO3 Antisense Not |
PfFNPA KO4 Antisense Not |
PfFNPA BSD KO1 Sense BamH |
PfFNPA BSD KO1 Antisense Not |
PfFNPA BSD KO2 Sense BamH |
PfFNPA BSD KO2 Antisense Not |
PfFNPA Comp Sense Pst |

PfFNPA Comp Antisense BamH |

at CCGCGG ggt tcg cgc gat tgg gat

ta GCGGCCGC tta ttc taa tgg tcc tct act
at GGATCC ggt tcg cgc gat tgg gat

ta GCGGCCGC tta ttc taa tgg tcc tct act
at CTGCAG ctc caa taa tta atc caa act

at CTGCAG cca aat agt tat tcc att gta

ta GGATCC aat ttt caa tat ttg aag tgc c

at CCGCGG gta cga agt aag gca cgt

ta GCGGCCGC tta ccc gca atc atg atc tac
at CCGCGG acc gtg gat ggg cgt cta

ta GCGGCCGC tta atc gga tgc att acc aca
ta GCGGCCGC tta cac tta gag atg ttg ctt g
at GGATCC gta cga agt aag gca cgt

ta GCGGCCGC tta ccc gca atc atg atc tac
at GGATCC ggg gta cat gca ttt atg

ta GCGGCCGC tta cgt att gac cca gtg att
at CTGCAG ggt ata cct tgt ata gat

ta GGATCC gtt atg aag gaa taa tat ctg

Oligonukleotide fur die RT-PCR

PfCCp5 RT2 Sense
PfCCp5 RT2 Antisense

PfEFNPA RT2 Sense

cag gag gta tac cat ttc
gat taa agg caa tcc gtt

ttc aaa tac gga tgg gat
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PfFNPA RT2 Antisense
PfCCpl RT1 Sense
PfCCpl RT1 Antisense
PfAMA-1 RT1 Sense
PfAMA-1 RT1 Antisense
Pfs25 RT1 Sense

Pfs25 RT1 Antisense
Pfs28 RT1 Sense

Pfs28 RT1 Antisense

Oligonukleotide fur die Sequenzierung und Integrationsnachweis der

ttt gcc cgt agg aga tcc
gaa gat gga gat ggg aaa
gct gtt caa att ccc atc
gga tta tgg gtc gat gga
gat cat act agc gtt ctt
ccce gtt tca tac gct tgt
gca ttt ggt ttc tcc atc

agg ctc ggg tta ctg aaa

ttg cag gat cta cta tac

PfCCp5- und PfFNPA-KO/Comp-Konstrukte

pPET28b Sense2

pSMT3

M13R

T3

pCAM Sense

pCAM Sense2

pCAM Antisense

pCAM Antisense2

pCAM Comp seql Sense
pCAM Comp seq2 Sense
pCAM Comp seq2 Antisense
pCAM Comp Antisense
pCAM Comp HA Antisense
PfCCp5 seql Sense
PfCCp5 seq2 Sense
PfCCp5 wtl Sense
PfCCp5 wtl Antisense
PfCCp5 wtl.1 Sense
PfCCp5 wtl.1 Antisense

PfCCp5 wt2 Sense

tat agg gga att gtg agc

gtg gcg ccg gtg atg ccg

gga aac agc tat gac gat gat
tta acc ctc act aaa ggg

tat tcc taa tca tgt aaa tct taa a
tat tcc taa tca tgt aaa tct taa a
tgg agc tcc age ggt g

caa tta acc ctc act aaa g

ctg cag atg aat aga att

ttc cta atc atg taa atc tt

aac gaa cat taa gct gcc

cag gct tta cac ttt atg ctt ccg
gca taa tct gga aca tca tat gg
gat ggt ata cct ata gaa

ggt gtt atg gtc gaa gtt caa tt
aga tta tgt gct gca gca

ttc tcc acc taa caa ttc

gac gga aca agc ggt tcc

tgt ccc att atg tgg aac

gct tct att cat gca ggt
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PfCCp5 3'UTR wt2 Antisense
PfFNPA wtl Sense

PfENPA wtl Antisense
PfENPA wt2 Sense

PfFNPA wt2 Antisense
PfFENPA wt3 Sense

PfFNPA wt4 Sense

PfFNPA wt5 Sense

PfFNPA 3'UTR wt3 Antisense

ttc tat atg acg ttg gtg
act agg gca aca gat cct
gga tat gtg tgg att tgc
act gac gga ata tcg aca
aat gat gat gcc cag gag
tgt acc tac cta cat ata
ggt aat gta tct acg cct
ccc aaa gct caa aca ggt

tct aca cat gga ttt acc

2.1.10 DNA-Langen- und Proteinmassenstandards

Verwendete DNA-L&ngen- sowie Proteinmassenstandards:

A B
bp
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Abb. 2.6. DNA-Langen- und Proteinmassenstandards von MBI/Fermentas. A. GeneRuler™-
1-kb-DNA Leiter, B. GeneRuler™-100-bp-DNA-Leiter; Gré3enangaben in bp. C. Page-Ruler™-

pre-stained-Proteinstandard von MBI/Fermentas. Quelle: www.fermentas.de.

2.1.11 Antikorper

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten priméren Antikérper wurden entweder in

der eigenen Arbeitsgruppe hergestellt (siehe Kapitel 2.1.3.7), oder ké&uflich von

kommerziellen Herstellern erworben

bzw. sind freundlicherweise von

Prof.


http://www.fermentas.de.
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K. C. Williamson (Chicago, USA), Dr. P. Alano (Rom, Italien) und Prof. T. J. Templeton
(New York, USA) zur Verfiigung gestellt worden.

Fur die Transmissionselektronenmikroskopie bzw. Western-Blot-Analysen wurden
sekundare Antikdrper eingesetzt, welche mit alkalischer Phosphatase konjugiert sind,
wahrend fur Immunfluoreszenzstudien mit einem Fluorochrom gekoppelte sekundare

Antikorper verwendet wurden.

Tab. 2.7 Auflistung der verwendeten Antikdrper

Antikorper Immunisiertes verddnnung Herkunft
P Tier Western IEA
Blot
Anti-PfCCpl/1rpl ) ) Scholz et al.,
nolyklonal Maus 1:200 1:100 2008
Anti-PfCCp2/2rp3 ] ) Scholz et al.,
oolyklonal Maus 1:200 1:100 2008
Anti-PfCCp3/SR . ) Pradel et al.,
polyklonal Maus 1:100 1:100 2004
Anti-PfCCp3/3rp3 ] ) Scholz et al.,
oolyklonal Maus 1:100 1:100 2008
Anti-PfCCp4/4rpl , ) Scholz et al.,
polyklonal Maus 1:20 2008
Anti-PfCCp5/5rpl ] ] Scholz et al.,
oolyklonal Maus 1:50 1:25 2008
Anti-PfCCp5/5rp2 , , Scholz et al.,
polyklonal Maus 1:100 1:50 2008
Anti-PfCCp5/5rp2 ] ] Scholz et al.,
oolyklonal Maus 1:50 1:25 2008
Anti-PICCP5/5rp2 Maus 1:50 1:25 Biogenes
polyklonal
Anti-PfFNPA/FNPArpl Maus 1:50 1:25 Scholz et al.,
polyklonal ' ' 2008
Anti-PfFNPA/FNPArp2 Maus 1:100 1:50 Scholz et al.,
polyklonal ' ' 2008
Anti-
PIENPA/FNPArp2TT Maus 1:50 1:25 SChg'OZO‘;t al,
polyklonal
S&gﬁ;ﬁ?o Maus 1:100 1:100 SChg'OZO‘;t al,
Anti-Pf39 Maus 1:100 1:100 Wg:argégg et
Anti-GST ] ) Scholz et al.,
polyklonal Maus 1:100 1:100 2008
Anti-GST Ziege 1:4000 - GE Healthcare
polyklonal
Anti-His ] ) Scholz et al.,
polyklonal Maus 1:100 1:100 2008
Anti-His Maus 1:5000 - Pharmacia
monoklonal
Anti-Pfs25 Kaninchen 1:500 1:1000 ATCC

polyklonal
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let;/'k%-rr]:?u”n_” Kaninchen 1:500 1:1000 ATCC
neutrales Maus 1:100 1100  Sehgretal
;Iizggilsf:rum Ziege 1:100 1:100 Sigma
s oC wiow Mol
o Vool
AURISUC g - o Mo
AR o Melecus
é‘ﬂg'shgﬁ;tsalsgee akal, Ziege 1:5000 - Sigma
Anti-Kaninchen 1gG Ziege 1:5000 i Sigma

akal. Phosphatase

2.1.12 PlasmoDB-ldentifizierungsnummern

Tab. 2.8 Verwendete Proteine mit ihren zugehérigen PlasmoDB-ldentifizierungsnummern

Protein

Pf39
Pfalpha-Tubulin-1I
PfCCpl
PfCCp2
PfCCp3
PfCCp4
PfCCp5
PfFNPA
Pfs230
Pfs25
Falcipain-2

Falcipain-3

Identifizierungsnummer

PF11_0098
PFD1050w
PF14 0723
PF14 0532
PF14_0067
PFI10185w

PFA0445w
PF14 0491

PFB0405w
PF10_0303
PF11_0162

PF11_0161



Material und Methoden 51

2.1.13 Getestete Inhibitoren

Tab. 2.9 Getestete Inhibitoren mit ihren zugehdrigen Molmassen und der Strukturformel

Peptidomimetika

Substanzbezeichnung | Molmasse Strukturformel

[g/mol]

P-1a 767,23 c I ! i

o
P-1b 781,26 c / ; P Qé

P-1c 829,30 c I ! i ;/o

P-1d 859,33 _NH A AL
I
o] o] O\©\o

cl ! o]
P-2a 663,08 >_\<N\)I\N/\/\“
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cl | o]
P-2b 677,10 HN\/”\N/\/\
F (0] O
F N—<
E (e}
Cl i f o)
P-2¢c 725,15 —NHNJ]\N/\/\
. [¢] (e}
F N_<
E O
NS VG
P-2d 755,18 }_\<N\/”\N/\/\‘:sl
o) o} O\©\o
FF N—< ~
F (0]
R SN
p-2¢ 643,02 HN\)‘\NWO
F (o] o
F N_<
E (0]
Etacrynsaurederivate
Substanzbezeichnung | Molmasse Strukturformel
[g/mol]
F o}
O\)J\OH
E-1 252,24
o}
F (0]
o\)LNJ<
E-2 307,37 H
(6]
F (e}
o\)LNJ<
E-3 295,36 H
(6]
F o
o\)LO)<
E-4 308,35
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E-5

E-7

E-8

2.1.14 Angewandte Computerprogramme

- Adobe® Acrobat Reader 7.0

307,37

166,27

148,16

201,22

- Adobe® Photoshop CS

- Ascent® Software v. 2.6

- BioEdit sequence alignment version 7.0.5.3
- Epson Perfection 4990 Photo

- GaphPad Prism 4
- ISIS/Draw 2.3

- NCBI BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi)
- NanoDrop®ND-1000 3.2.0
- Microsoft® Excel 2003
- Microsoft® Word 2003

- Microsoft® Powerpoint 2003

- Vector NTI®
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2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische und zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung von Bakterienstammen

Alle Bakterienstamme wurden in LB-Medium unter Zugabe des - entsprechend der
Selektionsbedingungen - vorgeschriebenen Antibiotikums kultiviert (siehe Kapitel
2.1.8). Anzuchtkulturen von Plasmidpraparationen wurden bei 37 °C (siehe Kapitel
2.2.2.8) bzw. Proteinexpressionen bei Raumtemperatur (RT) (siehe Kapitel 2.2.3.1)
und bei 180-220 Umdrehungen pro Minute inkubiert. Auf Agarplatten ausgestrichene
Bakteriensuspensionen wurden (ber Nacht bei 37 °C kopfuber im Brutschrank

inkubiert.

2.2.1.2 Transformation kompetenter Bakterienstamme

Als Transformation wird eine Genubertragung, bei dem isolierte DNA in einen
Akzeptororganismus eingefiihrt wird, bezeichnet. Dem Organismus werden durch die
eingebrachte Fremd-DNA neue genetische Eigenschaften verliehen. Als natirlich
kompetent werden solche Bakterien bezeichnet, welche unbehandelt in der Lage sind,
DNA in die Zelle aufzunehmen. Nicht natirlich kompetente Bakterien kénnen, z. B.
durch Behandlung mit Kalziumchlorid, kinstlich kompetent gemacht werden. In dieser
Arbeit wurden chemisch kompetente OneShot®-Topl0-Zellen fiir Plasmidpra-
parationen bzw. BL21-CondonPlus®(DE3)-RIL-Bakterienzellen fiir Proteinexpression
eingesetzt.

Zur Transformation wurden 20 ul der kompetenten Bakterienzellen auf Eis aufgetaut
und mit 100 ng der gewlnschten Plasmid-DNA bzw. 2 ul Ligationsansatz in einem
1, 5-ml-Reaktionsgeféal? vermischt. Nach einer Inkubationseit von 30 Minuten auf Eis
wurde der Ansatz 30 Sekunden lang bei 42 °C im Wasserbad inkubiert. Hierbei werden
die Zellmembranen der Bakterien gedffnet und die DNA kann in die Zelle eindringen.
Durch nachfolgende zweiminitige Inkubation auf Eis wurden die Membranporen
wieder geschlossen. Im Anschluss wurden 200 ul SOC-Medium zugegeben und die
Kultur eine Stunde bei 37 °C schuttelnd inkubiert. Hierbei wurde die eingebrachte
Resistenz ausgebildet, wodurch die Kultur auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden
Antibiotikum ausplattiert werden konnte. Die Inkubation der LB-Agarplatten erfolgte
Uiber Nacht bei 37 °C.
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2.2.1.3 Konservierung von transformierten Bakterien

Zur  kurzfristigen  Konservierung wurden auf Agarplatten ausgestrichene
Bakterienkolonien sowie Bakteriensuspensionen zur Plasmidpréaparation bei 4 °C fir
maximal vier Wochen aufbewahrt. Bakterienklone und -suspensionen fir die
Proteinexpression wurden hingegen nicht langer als zwei Tage bei 4 °C zu Wieder-
verwendung gelagert, da bei langerer Lagerdauer die Effektivitat der bakteriellen
Proteinexpression deutlich abnahm.

Fur die langfristige Konservierung wurden die gewinschten Bakterienklone oder
-kolonien gepickt und Gber Nacht in 3 ml LB-Medium/Antibiotikum kultiviert. Von der
Bakteriensuspension wurde im Anschluss 800 uyl entnommen und mit 200 pl einer
80%igen, sterilen Glyzerinlésung vermischt. Die Lagerung dieser Stammkultur erfolgte

in Kryogefal3en bei -80 °C.

2.2.1.4 Kultivierung, Synchronisierung und Konservierung von

P.-falciparum-Blutstadien

Die asexuellen P.-falciparum-Blutstadien sowie die sexuellen P.-falciparum-Blutstadien
(Gametozyten, Gameten, Zygoten) konnen relativ leicht in vitro kultiviert werden.
Trager und Jensen beschrieben im Jahre 1976 erstmals die kontinuierliche In-vitro-
Kultivierung von P.-falciparum-Blutstadien und Ifideba und Vanderberg (1981)
modifizierten sie. Die Zuchtung der muckenspezifischen P.-falciparum-Stadien
(Ookineten, Oozysten und Sporozoiten) ist jedoch in Deutschland nur in einem
Insektarium der Stufe S3** mdglich, wie es kurz vor Fertigstellung der vorliegenden
Arbeit am |Institut fir Molekulare Infektionsbiologie etabliert wurde.. Die unten
angefuhrte Kultivierung der P.-falciparum-Blutstadien konnte daher im eigenen Labor
durchgefuhrt werden. Die Isolation und Fixierung von Ookinetenproben fir die
Immunfluoreszenzstudien wurde hingegen von Herrn Dipl. Biol. Roland Frank am
Imperial College (London), welches ein entsprechendes Insektarium besitzt,

durchgefihrt.

a) Kultivierung asexueller P.-falciparum-Blutstadien

Zur kontinuierlichen Kultivierung von asexuellen P.-falciparum-Parasiten wurden
25-cm?-Zellkulturflaschen mit 5 ml, auf 37 °C vorgewarmtes, Zellkulturmedium mit
humanen Erythrozyten (Blutgruppe A, Rhesusfaktor positiv, 5% Hamatokrit) versehen
und anschlieBend 10% einer infizierten Kultur zugegeben. Der Medienwechsel erfolgte
taglich durch Absaugen des Uberstandes oberhalb der sedimentierten, infizierten

Erythrozyten und Zugabe von 5 ml frischem, ebenfalls vorgewdrmten, Zellkultur-
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medium. Nach jeder Passage oder Probenenthnahme wurde die Kultur mit
5% CO,/5% O, in N, fir zehn Sekunden begast. Um Dichtestress und eine daraus
resultierende Wachstumshemmung sowie eine Gametozytenbildung zu vermeiden,
sollte die Dichte der Parasiten 2% nicht Ubersteigen. Die Parasitdmie wurde mit Hilfe
von Giemsagefarbten Blutausstrichen ermittelt (siehe Kapitel 2.2.1.5). Bei einer
Parasitamie von 2% oder hoher wurde die kontinuierliche Kultur im Verhaltnis 1:10
gesplittet, indem 0,5 ml der Kultur in eine neue Zellkulturflasche tberfuhrt wurde und,
wie oben beschrieben, mit Medium und Erythrozyten versehen wurde. Die restliche
Kultur konnte fir die Herstellung von Gametozyten verwendet werden. Zur
Konstanthaltung der Temperatur wurden die Kulturflaschen bei den Arbeiten unter der
Sterilbank auf eine 37 °C temperierte Warmeplatte gelegt. S&mtliche P.-falciparum-

Blutkulturen wurden im Brutschrank bei 37 °C verwahrt.

b) Kaultivierung sexueller P.-falciparum-Stadien

Gametozyten, Gameten und Zygoten sind diejenigen sexuellen Blutstadien von
P. falciparum, die in vitro kultiviert werden kdénnen. Zur Erzeugung von Gametozyten
wurden 2-3 ml asexuelle Parasiten einer NF54-WT-Kultur, bei einer Ausgangs-
parasitamie von 2%, in eine 75-cm®Zellkulturflasche Gberfiihrt und 20 ml
Zellkulturmedium sowie Erythrozyten (Blutgruppe A, Rhesusfaktor positiv, 5%
Hamatokrit) zugegeben. Taglich wurde das verbrauchte Medium durch 20 ml frisches,
vorgewarmtes Medium ersetzt. Die Gametozytenkulturen wurden nach dem
Medienwechsel fir 20 Sekunden mit 5% CO,/5% O, in N, begast. Die Gametozyten-
bildung wurde mittels Giemsagefarbten Blutausstrichen kontrolliert (siehe Kapitel
2.2.1.5). Innerhalb von ca. 20 Tagen bildeten sich in der Regel Gametozyten aus, die
sich Uberwiegend in Stadium V befanden. Mit Hilfe von Exflagellationstests konnte der
Reifegrad Uberprift werden (siehe Kapitel 2.2.1.6). Zum Erhalt von Gameten bzw.
Zygoten wurden reife Gametozyten mit A+-Serum unter Zugabe von 0,1 mM
Xanthurenséure in 1 x PBS (pH 7,4) aktiviert und fur 30 Minuten bzw. fir 20 Stunden
inkubiert. Die so gewonnenen Gameten bzw. Zygoten konnten entweder direkt fr
Immunfluoreszenzstudien und elektronenmikroskopische Analysen verwendet werden,
oder sie wurden fur Western-Blot-Analysen bzw. Interaktionsstudien aufgereinigt (siehe
Kapitel 2.2.1.7, 2.2.1.9, 2.2.1.10, 2.2.3.5 und 2.2.3.6).

c) Synchronisierung von asexuellen P.-falciparum-Stadien

P. falciparum ist der einzige humanpathogene Malariaerreger, dessen Entwicklung
asexueller Blutstadien asynchron verlauft. Sowohl fur stadienspezifische Expressions-
analysen an P.-falciparum-NF54-Parasiten als auch fur das Testen der im SFB 630

synthetisierten Inhibitoren an P.-falciparum-3D7-Parasiten war jedoch die Verwendung
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synchronisierter Kulturen unerlasslich. Durch osmotischen Schock mittels Sorbitol ist
es moglich, spate Schizonten abzutéten. Bei wiederholter Inkubation einer
asynchronen Kultur mit Sorbitol werden ebenfalls nachreifende Schizonten abgetotet
und die frisch synchronisierte Kultur enthalt anschlieBend fast nur noch Ring- bzw.
Trophozoitenstadien. Durch Kultivierung in AlouMax™Il-Medium, welches anstelle von
humanem A+-Serum bovines Serum enthalt, kann eine unerwinschte Bildung von
Gametozyten durch Dichtestress in der nun synchron wachsenden Kultur verhindert
werden.

Fur die Synchronisierug wurde eine kontinuierliche, asexuelle Kultur, welche sich zu
ca. 60% im Ring- bzw. Trophozoitenstadium befand, in ein 15-ml-Probenrdhrchen
uberfihrt, bei 1300 x g fur funf Minuten zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
Das Pellet wurde in dem funffachen Volumen einer 5%igen, 37 °C warmen, Sorbitol-
L6sung resuspendiert und fir zehn Minuten im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Danach
wurde die Kultur erneut abzentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Pellet in 5 ml
AlbuMax™!II-Medium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche Uberfuhrt. Die frisch
synchronisierte Kultur wurde fir zehn Sekunden mit 5% CO,/5% O, in N,, wie oben
beschrieben, begast und im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Die Synchronisierung
wurde nach vier Stunden wiederholt und anschlieend wurden 100 ul frische
Erythrozyten zugegeben. Am néachsten Tag erfolgte die Wiederholung dieses
Synchronisierungsvorganges. Die synchronisierte kontinuierliche Kultur diente dann
entweder als Stammkultur fir die Gewinnung von Trophozoiten und Schizonten fir
Expressionsanalysen (siehe Kapitel 2.2.1.9, 2.2.1.10 und 2.2.3.5), oder flr den
Viabilitatstest der Inhibitoren im Mikrodilutionsverfahren mittels Malstat-Assay (siehe
Kapitel 2.2.3.8).

d) Kultivierung mickenspezifischer Stadien von P. falciparum

Zur Gewinnung von P.-falciparum-Ookineten sowie der anderen miickenspezifischen
Stadien (Oozysten und Sporozoiten) mussen reife Gametozyten mittels Membran-
flutterungen weiblichen Anopheles-stephensi-Micken bei der Blutmahlzeit angeboten
werden. Hierfir wurden NF45-Gametozyten - wie oben beschrieben — kultiviert, bis sie
Uberwiegend das Stadium V erreicht hatten, und auf Exflagellation getestet. Jeweils
20 ml einer reifen, exflagellierenden Kultur wurden dann finf Minuten bei 500 x g und
37 °C abzentrifugiert, der Uberstand wurde entfernt und die Zellen wurden im
Volumenverhéltnis von 1:1 in vorgewarmten Erythrozyten der Blutgruppe A+
resuspendiert. Die Erythrozyten waren vor Verwendung mit humanem Serum der
Blutgruppe A+ auf einen Hamatokritwert von 50% eingestellt worden.

Einen Tag vor der Blutmahlzeit wurden vier bis funf Tage alte Anopheles-stephensi-

Mucken (Stamm SDAS500; ca. 60 Stick) in einen 250-ml-Pappbecher, der mit einem
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feinen Gazenetz verschlossen wurde, Uberfihrt. Die resuspendierten Gametozyten
wurden sodann mit Hilfe einer auf das Gazenetz aufgesetzten Saugvorrichtung, die mit
37 °C warmen Wasser temperiert wurde, an die Micken verfittert (Abb. 2.7 A).

Den verwendeten Anopheles-stephensi-Micken wurde zuvor 24 Stunden lang die
Nahrung entzogen. Nach AbschluR der 20-minltigen Blutmahlzeit wurden die Miicken
fir 24 Stunden bei 26 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 80% inkubiert sowie taglich mit
einer 8%igen Fructose-Losung geflttert. AnschlieBend wurden die Micken mit CO,
betaubt, zum Abtbéten funf Minuten in 70%igem Ethanol eingelegt und in 1 x PBS
gewaschen. Die Mitteldarme wurden nachfolgend unter dem Binokular freiprapariert.
Fur die Isolation des Mitteldarms aus einer Micke wurde diese am Thorax mit einer
Uhrmacherpinzette fixiert und mit einer zweiten am funften Glied des Abdomen
vorsichtig gezogen, bis sich das Abdomen vom Thorax léste (Abb. 2.7 B). Jeweils ein
freigelegter Mitteldarm wurde der Lange nach auf einem Objekttrager ausgestrichen
und fir die Analyse mittels Immunfluoreszenz zehn Minuten in Methanol fixiert. Bis zu

ihrer weiteren Verwendung wurden die Praparate bei 4 °C gelagert.

Abdomen Thorax Caput

Abb. 2.7. A. Membranfiitterung von Anopheles stephensi Miicken mittels einer Saugglocke.
Quelle: Prof. Ph. D. T. J. Templeton. B. Nomenklatur der Kérperabschnitte einer Anopheles-

Mucke. Quelle: www.vectorbase.org, verandert.

e) Konservierung von P.-falciparum-Blutkulturen

Mit Hilfe der Kryokonservierung bei -80 °C konnen P.-falciparum-Blutkulturen fur
Monate bis Jahre haltbar gemacht werden. Voraussetzung fir ein erfolgreiches
Wiederauftauen und eine Neuanziichtung eingefrorener P.-falciparum-Blutkulturen ist
die ausschlie8liche Verwendung von infizierten Kulturen, welche sich zum Uber-
wiegenden Teil im Ringstadium befinden. Fir die Konservierung wurde eine 5-ml-
Kultur in ein 15-ml-Probenréhrchen tberflhrt, finf Minuten bei 1300 x g abzentrifugiert
und das Zellpellet anschlieRend mit dem finffachen Volumen der Einfrierlésung
(Glycerolyte 57) resuspendiert. Nach einer finfminitigen Inkubation bei RT in einem

Kryogefal3 erfolgte das langsame Einfrieren in einer Styropor-Box bei -80 °C.
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f) Auftauen von P.-falciparum-Blutkulturen

Beim Auftauen von gefrorenen P.-falciparum-Kulturen muss eine vorsichtige
Angleichung des Salzgehalts vom Hochsalzniveau der Glycerolyte-57-Lésung an die
blutphysiologischen Bedingungen mit einem niedrigen Salzgehalt stattfinden. Hierfur
wurde die eingefrorene Blutkultur auf Eis aufgetaut, in ein 15-ml-Probenréhrchen
dberfihrt und tropfenweise mit 200 pl einer 12%igen NaCl-Losung versetzt. Nach
zweimindtiger Inkubationszeit bei RT wurden 10 ml 1,6%ige NaCl-Lésung ebenfalls
tropfenweise zugegeben und die Suspension funf Minuten bei 1300 x g zentrifugiert.
Nach Abnahme des Uberstandes wurde das Pellet sanft in 10 ml 0,2% Dextrose/0,9%
NaCl resuspendiert und der Zentrifugationsschritt wiederholt. Der Uberstand wurde
abgenommen, die Zellen in 5 ml vorgewdrmten Zellkulturmedium resuspendiert und in
eine 25-cm®Zellkulturflasche mit 500 ul Erythrozyten (Blutgruppe A, Rhesusfaktor
positiv, 5% Hamatokrit) tberfihrt. Die nachfolgende Kultivierung wurde wie oben

beschrieben durchgefiihrt.

2.2.1.5 Bestimmung der Parasitamie mittels Giemsa-Féarbung

Zur Kontrolle der Parasitendichte in einer kontinuierlichen Blutkultur wurde alle drei bis
vier Tage ein dunner Blutausstrich angefertigt, mittels einer Giemsa-Lésung gefarbt
und mikroskopisch betrachtet (Abb. 2.8). Bei der nach Gustav Giemsa benannten
Farbemethode erscheinen die Zellkerne von Protozoen purpurrot und das Zytoplasma

der Parasiten erscheint blaulich.
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Abb. 2.8. Blutausstrich. A. Anfertigung eines dinnen Blutausstrichs B. Giemsa gefarbter

Ausstrich mit Ring- und Schizonten-Stadien von P.-falciparum.

Zur Anfertigung eines diinnen Blutausstriches wurden 500 ul einer Parasitenkultur eine
Minute lang bei 3400 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf das zweifache
Pelletvolumen entfernt, und die Zellen im verbleibenden Medium resuspendiert. Nach
Auftragung von 15 pl Zellsuspension auf einen Objekttrager wurde mit Hilfe eines
zweiten Objekttragers der Tropfen dinn ausgestrichen (Abb. 2.8), an der Luft
getrocknet und zur Fixierung mit Methanol abgespult. Nach erneuter Trocknung wurde

der Objektrager einer zehnmindtigen Farbung in Giemsa-Losung (1:25 mit H,Opigest
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verdiinnt) unterzogen. Uberschiissige Giemsa-Losung wurde nachfolgend mit HyOpigest
entfernt und der Ausstrich getrocknet. Die Zelldichte wurde lichtmikroskopisch bei
1000-facher Vergréf3erung bestimmt. Zur Bestimmung der Parasitamie der fur den
Viabilitatstest vorgesehenen Stammkultur wurden acht Gesichtsfelder des
entsprechenden Ausstriches ausgezahlt. Dazu wurde die Anzahl der befallenen
Erythrozyten pro 100 Erythrozyten bestimmt und der Mittelwert gebildet. Die
Gametozytenreifung wurde ab dem zehnten Tag nach Ansetzen einer Kultur alle zwei
Tage mittels Ausstrich Uberwacht. Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Aufnahmen
der funf Reifestadien von Gametozyten (siehe Kapitel 1.2.2.) wurden unter Benutzung

eines Axiophot-Mikroskops und einer AxioCam-Kamera angefertigt.

2.2.1.6 Exflagellationstests

Neben dem Blutausstrich wurden zur Uberprifung der Gametozytenreifung
Exflagellationstests zu Hilfe gezogen. Fur den Test auf Exflagellation wurden 300 pl
einer Gametozytenkultur des Stadiums V eine Minute bei 3400 x g abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Zellpellet in 20 pl humanem A+-Serum versetzt mit
0,1 mM Xanthurensaure in 1 x PBS (pH 7,4) resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit
von 15 Minuten wurden 10 pl der Suspension auf einen Objekttrager getropft, mit
einem Deckglaschen abgedeckt und bei 400-facher Vergrof3erung lichtmikroskopisch
betrachtet. Konnten mindestens drei Exflagellationskomplexe pro Gesichtstsfeld
beobachtet werden, hatten die Gametozyten einen zufriedenstellenden Reifegrad
erreicht und wurden fir weiterfihrende Western-Blot-Analysen (siehe Kapitel 2.2.3.5)
sowie Interaktionsstudien (siehe Kapitel 2.2.3.6) aufgereinigt (siehe Kapitel 2.2.1.7)
oder wurden unaktiviert bzw. aktiviert fir Immunfluoreszenzstudien (siehe Kapitel
2.2.1.9) verwendet.

2.2.1.7 Aufreinigung von P.-falciparum-Blutstadien

a) Aufreinigung asexueller Blutstadien

Die Aufreinigung von gemischten asexuellen Stadien erfolgte durch flnfminttiges
Zentrifugieren einer 5-ml-Parasitenkultur und einer mindestens 5%igen Parasitamie bei
1300 x g. Nach Resuspendierung des Pellets in 1 ml 1 x PBS, unter Zugabe von 20 pl
einer 10%igen Saponinldsung, wurde die Zellsuspension fir 30 Sekunden gemischt
und fanf Minuten bei RT inkubiert. Nach einer funfminitigen Zentrifugation bei
4.000 x g wurde der Uberstand entfernt und das Pellet in 1 x PBS gewaschen. Fur die

Gewinnung von genomischer DNA (siehe Kapitel 2.2.2.11) wurde das Pellet in 200 pl
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1 x PBS aufgenommen und mit dem QlAamp Blood Mini Kit; (Qiagen, Hilden) nach
Herstellerangaben isoliert.

Zur Herstellung von Lysaten von synchronisierten Trophozoiten bzw. Schizonten
wurden 20 ml Kultur analog zum oben beschriebenen Protokoll abzentrifugiert, im
zweifachen Pelletvolumen 1 x PBS und 100-150 pl einer 10%igen Saponinldsung
inkubiert und anschlieRend gewaschen. Das Pellet wurde fiir Western-Blot-Analysen in
100-200 pl 1 x PBS aufgenommen und mit dem gleichen Volumen 2 x Probenpuffer,
versetzt mit 1 M DTT im Verhéltnis 1:40, gemischt. Bis zu ihrer weiteren Verwendung
wurden die Proteinproben bei -20 °C gelagert. Fir die Isolation von mRNA erfolgte die
Resuspendierung des Pellets in 1 ml TRIZOL sowie die anschlielBende sofortige

weitere Verarbeitung.

b) Aufreinigung von Gametozyten

Die Isolierung von Gametozyten erfolgte mit Hilfe eines von Kariuki et al. (1998)
beschrieben PercolI®-Dichtegradienten. Dafur wurden 80-, 65-, 50- und 35%ige
Percoll®-Lésungen in RPMI-incomplete-Medium hergestellt. Beginnend mit der
héchsten Konzentration wurden 2ml von jedem Gradienten in einem 15-ml-
Probenréhrchen vorsichtig Uberschichtet. AnschlieBend wurden zwei Gametozyten-
kulturen bei 2000 x g fir funf Minuten und 37 °C abzentrifugiert und in 2 ml RPMI-
incomplete-Medium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde dann langsam auf den
Gradienten gegeben und zehn Minuten bei 1500 x g und 37 °C zentrifugiert. Die
Gametozyten, welche sich in der Interphase zwischen dem 35- und dem 50%igem
Percoll® angereichert haben (Abb. 2.9), wurden vorsichtig abgenommen und in ein
neues 15-ml-Probenréhrchen Uberfihrt. Es folgten zwei Waschschritte mit auf 37 °C

vorgewarmtem RPMI-incomplete-Medium bei 2000 x g fur funf Minuten und 37 °C.

9 } Medium
8

35% Percoll

Gametozyten —> .
50% Percoll

65% Percoll | App. 2.9. Percoll®-Dichtegradient nach Auftrennung

einer P.-falciparum-Blutkultur. Die  Gametozyten

80% Percoll | befinden sich in der Interphase zwischen der 35- und

der 50%igen Percoll®-Losung. Quelle: A. Kihn,

verandert.
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Fur die weitere Verwendung des Pellets in Ko-Immunprazipitationen erfolgte die
Aufnahme in 50-150 ul PBS-Mix. Fur Western-Blot-Analysen wurde das Pellet in 100-
200 ul 1 x PBS und im gleichen Volumen 2 x Probenpuffer, versetzt mit 1 M DTT im
Verhaltnis 1:40, aufgenommen. Die Dichte der aufgereinigten Gametozyten konnte
durch Giemsa-Farbung eines Ausstrichs des Lysats (ca. 2 ul) Uberprift werden. Bis zu
ihrer weiteren Verwendung wurden die Gametozytenlysate bei -20 °C gelagert. Zur
Isolation von mRNA wurde das Pellet anschlie3end sofort in 1 ml TRIZOL geldst und

weiter verarbeitet.

c) Aufreinigung von Gameten und Zygoten

Die Aufreinigung von Gameten und Zygoten erfolgte durch Dichtezentrifugation entlang
eines Accudenz™-Gradienten. Fir die Herstellung des Gradienten wurde eine 6%ige
und eine 11%ige Accudenz™-L6sung in vorgewarmtem RPMI-incomplete angefertigt
und die 6%ige Losung in ein 50-ml-Probenréhrchen tberfihrt. Die 11%ige Lésung
wurde nun sehr langsam und vorsichtig unter die 6%ige Accudenz™-Ldsung
unterschichtet (Abb. 2.10). Fir den Erhalt von Gameten und Zygoten wurde der Inhalt
von zwei 75-cm?-Kulturflaschen mit reifen Gametozyten fiinf Minuten bei 1300 x g und
37 °C abzentrifugiert und das Pellet in 3 ml A+-Serum mit 0,1 mM Xanthurensaure in
1xPBS (pH 7,4) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde dann, nach vorheriger
mikroskopischer Uberpriifung der Exflagellation, 30 Minuten (fir die Gewinnung von
Gametozyten) bzw. 20 Stunden (fur die Gewinnung von Zygoten) bei RT inkubiert. Die
Zellen wurden anschlielend auf den Gradienten geschichtet, zehn Minuten bei
3400 xg und 37 °C zentrifugiert. Die Gameten bzw. Zygoten, welche sich in der
Interphase der Gradienten angereichert haben (Abb. 2.10), wurden in ein neues

50-ml-Probenrdhrchen tberfihrt.

40 40
30 } 10 ml Parasitensuspension

} Lysierte Erythrozyten
} 15 ml 6% Accudenz™ 20 _ _ _ ]

} Aufgereinigte Gameten oder Zygoten

15 ml 11% Accudenz™
\/ \/ } Erythrozyten und asexuelle Stadien

Abb. 2.10. Schema eines Accudenz™-Gradienten zur Aufreinugug von Gameten und Zygoten

vor (links) und nach (rechts) Dichtezentrifugation.
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Im Anschluss folgte ein finfmindtiger Waschritt RPMI-incomplete bei 1300 x g. Nach
Abnahme des Uberstandes konnte die Reinheit und Anzahl der Gameten oder Zygoten
im Mikroskop bei 400-facher VergréRerung kontrolliert werden. Fir Western-Blot-
Analysen und die Isolation von mRNA wurde das Pellet, wie oben beschrieben,

weiterbehandelt.

2.2.1.8 Transfektion von P.-falciparum-Blutstadien

Eine wichtige Methode zur Funktionsanalyse von Proteinen in P.-falciparum-
Blutstadien ist die Ausschaltung des entsprechenden Gens mit Hilfe von homologer
single-crossover-Rekombination. Hierflr werden Erythrozyten mit einem zuvor in einen
bakteriellen Vektor klonierten KO-Konstrukt transfiziert. Im Anschluss wird eine
asexuelle P.-falciparum-Blutkultur, welche sich zu mindestens 70% im Ringstadium
befindet, zugegeben. Nach Aufnahme des Vektors in die Parasitenzelle findet durch
homologe Rekombination des WT-Locus mit dem KO-Konstrukt die Spaltung des Gens
in zwei Halften statt. Der so entstandene pseudo-diploide Locus sowie die zusatzliche
EinfUhrung eines Stopcodons (TAA) verhindert ein korrektes Ablesen des Gens und
somit die funktionelle Expression des daraus resultierenden Proteins. Der von den
Parasiten aufgenommene Vektor mit Resistenzkassette ermdglicht eine Selektion mit
dem entsprechenden Selektionsmarker. Fur die Herstellung von PfCCp5- bzw.
PfFNPA-KO-Mutanten durch Integration eines KO-Konstrukts mittels homologer single-
crossover-Rekombination wurde zunachst das pDT-Tg23-Plasmid verwendet (siehe
Kapitel 2.1.8.). Das Grundprinzip der Herstellung von pDT-Tg23-basierten
KO-Mutanten ist in Abb. 2.11 dargestellt.

Da eine Ausschaltung der PfCCp5- und PfFNPA-Loci mit Hilfe von pDT-Tg23-basierten
KO-Konstrukten nicht méglich war bzw. die Annahme bestand, dass PfCCp5 und
PfENPA essentiell fur die Vollendung des Lebenszyklus von P. falciparum sein
kénnten, wurde zu einem spéteren Zeitpunkt der hier vorliegenden Arbeit eine weitere
Strategie zur Herstellung von KO-Mutanten gewdahlt. Dazu wurden ca. 500 bp groRRe
Fragmente aus dem vorderen Abschnitt der translatierten 5’-Region des PfCCp5- und
PfFNPA-Gens in den pCAM-BSD-KO-Vektor kloniert (Abb. 2.12, PfCCp5-BSD-KO1
und PfFNPA-BSD-KO1) und anschlieBend in NF54-WT-Parasiten transfiziert. Dieser
Vektor besitzt eine Blasticidin-Resistenzkassette (BSD). Durch Integration dieser
Konstrukte mittels homologer Rekombination in die 5-Region des WT-Locus des
Zielgens wird eine funktionelle Expression des daraus resultierenden Proteins

vollstéandig unterbunden.
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PfCCp-Wildtyp-Lokus —:- o

X TAA  Pyrimethamin

pDT-Tg23

4uEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEnnnnn?

pPfCCp-KO

enmmmw
EmmmEm®

P1 l P6 P5 P2
- —> S

— TAA

pseudo-diploider Lokus

Abb. 2.11. Schema zur Herstellung von PfCCp-KO-Parasiten unter Verwendung des pDT-Tg23-
Vektors und der relativen Position der verwendeten Primer. Durch Rekombination des WT-
Locus mit dem KO-Konstrukt an der homologen Region (dunkelgrau) wird der PfCCp-Locus
(hellgrau) gespalten und eine pseudo-diploide Genanordnung entsteht, welche eine
Pyrimethamin-Resistenzkassette und ein eingeflihrtes Stopcodon (TAA) besitzt. Die
Oligonukleotide P1, P2, P5 und P6 dienten zur Uberpriifung der Integration mittels
diagnostischer PCR, P3 und P4 der Amplifikation des KO-Konstrukts. Quelle: Pradel et al.,
2004, veréndert.

PfCCp-Wildtyp-Lokus —|:- [rm—
Blasticidin-S-HCL X TAA

RELLLLD BSD KO %
pPfCCp-KO H .
. pCAM-BSD-KO .
"llllllllllllllllllllllllllllll:
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PfCCp_KO_LokUS ﬂlllllllllllllllllll BSD - —

pseudo-diploider Lokus

Abb. 2.12. Schema zur Herstellung von PfCCp-KO-Parasiten unter Verwendung des pCAM-
BSD-KO-Vektors und der relativen Position der verwendeten Primer. Dargestellt ist der durch
homologe Rekombination gespaltene WT-Locus (hellgrau) mit dem KO-Konstrukt (dunkelgrau),
der Blasticidin-Resistenzkassette und eingefiihrtem Stopcodon (TAA). Die Oligonukleotide P1,
P2, P5 und P6 dienten zur Uberpriifung der Integration mittels daignostischer PCR, P3 und P4
der Amplifikation des KO-Konstrukts. Quelle: Dorin-Semblat et al., 2007, verandert.
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Nach der Transfektion mit dem PfFNPA-BSD-KO1-Konstrukt, welches bei Integration
eine vollstandige Ausschaltung des WT-Locus von PfENPA zur Folge hat, und erfolgter
positiver Selektion, waren jedoch in der Kultur keine viablen Parasiten zu detektieren.
Um zu Uberprifen, ob eine verkirzte Form des PfFNPA-Proteins ebenfalls zu einem
Absterben der transfizierten Parasiten fuhrt, wurde zusatzlich ein weiteres, ca. 500 bp
grolBes, Fragment aus dem mittleren Abschnitt der translatierten 5-Region des
PfFNPA-Gens, wie oben beschieben, in den pCAM-BSD-KO-Vektor kloniert und
anschlieRend in NF54-WT-Parasiten transfiziert. Dieses PfFNPA-BSD-KO2-Konstrukt
integriert im Falle einer homologen Rekombination domé&neniberspannend in der
3’-Region der FN2- und der 5-Region der Anth-Domé&ne von PfFNPA, sodass noch
eine verkirzte 5'-Region der FN2-Doméne des Proteins exprimiert werden sollte.

Daruber hinaus wurde Uberprift, ob die PfCCp5- und PfFENPA-Loci prinzipiell far
genetische Manipulationen zuganglich sind. Hierzu wurden in einem Parallelansatz
Fragmente (GroRRe ca. 500 bp) aus dem 3’-Ende der translatierten Region beider Gene
in den pCAM-BSD-Comp-Vektor kloniert und in NF54-WT-Parasiten transfiziert
(Abb. 2.13). Der pCAM-BSD-Comp-Vektor besitzt ebenfalls eine Blasticidin-
Resistenzkassette. Im Falle einer Integration der Konstrukte wird allerdings die
Funktionsfahigkeit der Gene vollstandig erhalten und die korrekte Expression kann

mittels eines spezifisch gegen das HA-Tag gerichteten Antikorpers analysiert werden.

o P

pCAM-BSD-Comp

pPfCCp-Comp.

CLLEL LN

Yammnmn

4umsnnnny BSD EEEEEEES
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PfCCp-Comp.-Lokus e - HA [ 3 UTR [snun BSD .....—

komplementierter Lokus

Abb. 2.13. Schema zur Herstellung von PfCCp-Comp-Parasiten unter Verwendung des pCAM-
BSD-Comp-Vektors. Dargestellt ist der durch homologe Rekombination komplementierte WT-
Locus (hellgrau) mit dem Comp-Konstrukt (dunkelgrau), dem HA-Tag gefolgt von der 3' UTR
des P. berghei dhfr-ts-Gens und der Blasticidin-Resistenzkassette. Die Oligonukleotide P1, P2,
P5 und P6 dienten zur Uberprifung der Integration mittels diagnostischer PCR, P3 und P4 der

Amplifikation des Comp-Konstrukts. Quelle: Dorin-Semblat et al., 2007, veréndert.
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Samtliche in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Transfektionen zur Herstellung
rekombinanter P.-falciparum-Stamme wurden nach der von Deitsch et al. (2001)
beschreibenen Methode durchgefiihrt. Die Transfektion der in den pDT-Tg23-Vektor
Klonierten PfCCp5- bzw. PfFNPA-KO-Konstrukte (PfCCp5-KO-1 sowie PfFNPA-KO-1
bis PfFNPA-KO-3) wurden in drei unabhangigen Ansatzen durchgefiihrt. Zu diesem
Zweck wurden zweimal 300 pl Erythrozyten (Blutgruppe A+, Rhesusfaktor positiv)
jeweils in einem 15-ml-Probenrdhrchen funf Minuten bei 1300 x g zentrifugiert, in 5 ml
Cytomix-Puffer resuspendiert und nochmals abzentrifugiert. Nachfolgend wurde jedes
Pellet mit 100 pg des jeweiligen KO-Konstrukts (gelost in 300 pl Cytomix-Puffer)
vermischt, in eine sterile 0,2-cm-Elektroporationskiivette tberfihrt und auf Eis gestellt.
Bei einer Spannung von 0,31 kV und einer Leistung von 975 yF wurden die Zellen
dann elektroporiert. Mittels zweimal 2,5 ml A+-Medium wurden die Zellen von der
Klvette gespult, finf Minuten bei 1300 x g abzentrifugiert und die Pellets wurden in
2,5 ml A+-Medium resuspendiert. Die beiden identischen Ansatze wurden danach in
eine 25-cm?Zellkulturflasche Gberfiihrt sowie mit 500 pl einer asexuellen,
kontinuierlichen P.-falciparum-NF54-WT-Kultur vermischt, mit 5% CO./5% O, in N, flr
zehn Sekunden begast und bei 37 °C im Brutschrank bis zur nachsten Passagierung
inkubiert. Sobald die elektroporierte Blutkultur eine Parasitamie von mindestens 2%
erreicht hatte, erfolgte die Wiederholung des oben beschriebenen Vorgangs und 500 pl
Parasiten dieser Passage wurden zu frisch elektroporierten Erythrozyten zugegeben.
Nach erneutem Erreichen einer Parasitimie von 2% (ca. 3-4 Tage) erfolgte die
Umstellung auf A+-Medium mit 0,16 uyM Pyrimethamin zur positiven Selektion der
TgDHFR-Expression. Die anschlieBende Isolation genomischer DNA unter
Verwendung des QIAmp Blood Mini Kits (Qiagen, Hilden) erfolgte 90 Tage nach
Beginn der Selektion. Anhand von diagnostischer PCR (siehe Kapitel 2.2.2.2) unter
Verwendung der Oligonukleotide T3 bzw. M13 (Abb. 2.11, P5 und P6) und PfCCp5-
wtl-Antisense bzw. PfFENPA-wtl-Antisense (P2) wurde auf Integration untersucht.
Parallel dazu wurde die Prasenz des PfCCp5- und des PfFNPA-WT-Locus anhand der
Oligonukleotide PfCCp5-wtl-Sense bzw. PfFNPA-wtl-Sense oder PfENPA-wt3-Sense
(P1) und PfCCp5-wtl-Antisense bzw. PfFNPA-wtl-Antisense (P2) Uberprift. Nicht
integrierter episomaler Vektor wurde mit den Oligonukleotiden T3 bzw. M13 (P5) und
PfCCp5-KO1-Antisense sowie fur die drei unterschiedlichen PfFNPA-KO-Konstrukte
mit den Oligonukleotiden PfFNPA-KO1-Antisense, PfFNPA-KO3-Antisense, PfFNPA-
KO4-Antisense (P4) nachgewiesen.

Die Transfektionen der in den pCAM-BSD-KO-Vektor klonierten PfCCp5- bzw.
PfFNPA-KO-Konstrukte sowie der pCAM-BSD-Comp-Vektor klonierten PfCCp5- bzw.

PfFNPA-Comp-Konstrukte wurden jeweils in einem Ansatz wie oben beschrieben
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durchgefuhrt. Jedoch wurden fur die Elektroporation frische, aus humanem Vollblut der
Blutgruppe A+ (siehe Kapitel 2.1.6), isolierte Erythrozyten verwendet. Des Weiteren
wurden 500 ul synchronisierte asexuelle Parasiten einer kontinuierlichen P.-falciparum-
NF54-WT-Kultur, welche sich Uberwiegend im Ringstadium befand und eine
Parasitamie von 5-10% hatte, zu den elektroporierten Erythrozyten zugegeben. Sobald
die transfizierten Kulturen sich erneut im Ringstadium befanden, wurde die
Elektroporation mit frischen, aus Vollblut gewonnenen Erythrozyten wiederholt und
anschlieRend wurden 500 pl Parasiten aus der entsprechenden ersten Transfektion
zugegeben. Aufgrund der hohen Parasitimie wurde das A+-Medium zweimal taglich
gewechselt. Nach vier Tagen erfolgte die Umstellung auf A+-Medium mit 2,7 mM
Blasticidin S HCL zur positiven Selektion. Eine Woche nach Beginn der positiven
Selektion mit Blasticidin S HCL war in den transfizierten Kulturen anhand eines Giemsa
geféarbten Blutausstriches kein Parasitenwachstum mehr detektierbar. Weitere 30 Tage
spater konnte dann jedoch ein erneut reges Parasitenwachstum in den mit dem
PfENPA-KO2-Konstrukt und den Comp-Konstrukten transifizierten Kulturen beobachtet
werden. Etwa 45 Tage nach Beginn der Selektion erfolgte nach Isolierung genomischer
DNA (siehe oben) der Test auf Integration anhand einer diagnostischen PCR. In den
mit dem PfCCp5-KO1-Konstrukt und dem PfFNPA-KO1-Konstrukt (unter Verwendung
des pCAM-BSD-KO-Vektors) transfizierten NF54-WT-Kulturen konnte hingegen, wie
bereits zuvor erwahnt, nach erfolgter positiver Selektion, auch nach 90 Tagen noch
kein erneutes Parasitenwachstum beobachtet werden. Sie wurden daher verworfen.
Fur den Integrationsnachweis des mittels des pCAM-BSD-KO-Vektor klonierten sowie
transfizierten PIFNPA-KO2-Konstrukts (PfFNPA-BSD-KO2) wurden die Oligonukleotide
pCAM-Sense (Abb. 2.12, P5) und PfFNPA-wt2-Antisense (P2) sowie die
Oligonukleotide pCAM-Antisense2 (P6) und PfFNPA-wt4-Sense (P1) verwendet.
Parallel dazu wurde die Prasenz des PfFNPA-wt-Locus anhand der Oligonukleotide
PfFNPA-wt4-Sense (P1) und PfFNPA-wt2-Antisense (P2) tberpruft. Nicht integrierter
episomaler Vektor wurde mit den fir den pCAM-BSD-KO-Vektor spezifischen
Oligonukleotiden pCAM-Sense2 und pCAM-Antisense nachgewiesen.

Fur den Integrationsnachweis am 3’-Ende der beiden mittels des pCAM-BSD-Comp-
Vektor klonierten sowie transfizierten PICCp5-Comp-Konstrukte (PfCCp5-Compl und
-Comp2) sowie des PfFNPA-Comp-Konstrukts (PfFNPA-Comp) wurden die Oligo-
nukleotide pCAMcomp-HA-Antisense bzw. pCAMcomp-Antisense (Abb. 2.13; P5 und
P6) und PfCCp5-wt2-Sense bzw. PfFNPA-wt5-Sense (P2) verwendet. Die Prasenz des
PfCCp5 und des PfFNPA-WT-Locus wurde anhand der Oligonukleotide PfCCp5-wt2-
Sense bzw. PfFNPA-wt5-Sense (P1) und PfCCp5-3'UTR-wt2-Antisense bzw. PfFNPA-
3'UTR-wt3-Antisense (P2) Uberprift. Nicht integrierter episomaler Vektor wurde mit
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den fur den pCAM-BSD-Comp-Vektor spezifischen Oligonukleotiden pCAMcomp-seq2-

Sense und pCAMcomp-Antisense nachgewiesen.

2.2.1.9 Immunfluoreszenzstudien

Der Nachweis von Proteinen und Ihre zellulare Lokalisation kann mit Hilfe von
Fluorochrom gekoppelten Antikérpern andhand einer Immunfluoreszenzanalyse (IFA)
erbracht werden. In der direkten Immunfluoreszenz ist dabei der gegen das Antigen
gerichtete Primarantikérper selbst an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, wahrend in
der indirekten Immunfluoreszenz ein mit einem Fluorochrom gekoppelter
Sekundarantikérper mit dem spezifisch an das Antigen bindenden ersten Antikdrper
interagiert (Abb. 2.14). Das Fluorochrom emmitiert bei Anregung einer bestimmten
Wellenlange Licht, das mikroskopisch detektiert werden kann. Im Rahmen dieser
Arbeit durchgefuhrte Lokalisations- und Expressionsstudien der PfCCp5- sowie
PfFNPA-Proteine in WT- und PfCCpl-4 KO-Parasiten wurden ausschlief3lich mit Hilfe

der indirekten Immunfluoreszenzanalyse erstellt.

teflonbeschichteter Objekttrager
IOLOLOLO.
'‘RO0'0

_Sekundérantikorper gekoppelt
an Alexa Huor 483

——— Primérantikérper

—— Antigen des Préparats
——————— Préparat
— Objekitréger

Abb. 2.14. Schematische Darstellung einer Immunfloureszenz. Das Antigen wird von einem
spezifischen Primarantikdrper erkannt und an diesen bindet der Sekundarantikérper, welcher
mit einem Fluorochrom gekoppelt ist. Das Fluorochrom emittiert, bei Anregung mit einer

bestimmten Wellenlange Licht. Quelle: Dr. rer. nat. S. M. Scholz, verandert.

Hierfir wurden etwa 300 pl einer Plasmodium-falciparum-WT- oder KO-Blutkultur, die
die gewlnschten Stadien enthielt, abgenommen und eine Minute bei 3000 x g
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf 50 pl entfernt, das Pellet darin
resuspendiert und eine sehr diinne Schicht der Zellsuspension in die Vertiefungen
eines teflonbeschichteten Objekttragers pipettiert. Der Objekttrager wurde nach

Lufttrocknung zehn Minuten in -80 °C kaltem Methanol fixiert und erneut getrocknet.
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Der so praparierte Objekttrager wurde entweder bis zu seiner Weiterverwendung fir
maximal zwei Wochen bei 4 °C gelagert oder sofort zur Abséattigung unspezifischer
Bindestellen zunachst fur 30 Minuten in Blockierldsung (0,5% BSA/0,01% Saponin in
PBS) auf dem Wippschuttler inkubiert. Es folgte ein weiterer Blockierungsschritt von
30 Minuten bei dem in jede Vertiefung jeweils ein Tropfen Blockierldsung mit
1% neutralem Ziegenserum (NGS) gegeben wurde. Zur Abdeckung von unspezi-
fischen Bindungsstellen dienen hier neben BSA auch das NGS. Das Saponin
verursacht hingegen die Bildung von Poren in der Erythrozytenmembran und der
Membran der parasitophoren Vakuole (PVM), wodurch die intrazellularen Parasiten fir
Antikorper zugangig werden.

Um ein Trockenfallen der Proben zu verhindern, erfolgten sowohl dieser
Blockierungsschritt als auch die Inkubation mit den nachfolgenden Erst- und
Zweitantikdrpern in einer feuchten Kammer unter Lichtabschluss. Es schloss sich eine
Inkubation von eineinhalb Stunden bei 37 °C mit dem gewinschten Primarantikorper
an. Zu diesem Zweck wurde der Antikorper in Blockierungsldsung verdinnt (siehe
Kapitel 2.1.11) und 25 ul der Antikérperlésung wurden auf die Probe gegeben. Durch
zwei anschlieRende zehnminitige Waschschritte mit Blockierungslosung auf dem
Wippschuttler erfolgte die Entfernung von ungebundenem Antikérper. Anschliel3end
wurde in jede Vertiefung 25 ul des ebenfalls in Blockierlésung verdinnten
Sekundarantikorpers gegeben und fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Die
eingesetzten Sekundarantikdrper waren entweder an Alexa-Fluor-488 (grine
Fluoreszenz) oder an Alexa-Fluor-594 (rote Fluoreszenz) gekoppelt. Nach zwei
weiteren Waschschritten in 1 x PBS fir je funf Minuten erfolgte die Gegenfarbung der
Erythrozyten mit einer 0,01%igen Evans-Blue-Lésung in 1 x PBS fur eine Minute. Bei
Verwendung eines mit Alexa-Fluor-594 gekoppelten Sekundéarantikdrpers wurde dieser
Schritt ausgelassen. Das Praparat wurde erneut zweimal zehn Minuten in 1 x PBS
gewaschen und nachfolgend schloss sich, zur Farbung des Kernmaterials, eine
Inkubation von einer Minute mit Hoechst Nuclear Stain an. Das Hoechst Nuclear Stain
war zuvor in einem Verhdltnis von 1:5000 in 1 x PBS verdinnt worden. Nach einem
letzten Waschritt auf dem Wippschittler fur funf Minuten in 1 x PBS wurde in die
Vertiefung ein Tropfen Einbettungsmedium gegeben und das Praparat mit
Deckglaschen und Nagellack luftdicht verschlossen. Fir Doppelmarkierungen erfoltge
die Inkubation der beiden Primarantikorper nacheinander. Die beiden Sekundéaranti-
korper wurden nachfolgend gemeinsam (1:1000 in Blockierldsung verdinnt) auf die
Probe appliziert.

Neben der Fixierung von Proben in Methanol wurden alternativ auch verschiedene

Stadien von P.-falciparum-WT-Blutkulturen in Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Diese
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Methode ermdglicht einen Erhalt der dreidimensionalen Struktur der Zellen und ist
daher besonders gut fir Protein-Lokalisationsstudien geeignet. Hierfir wurde 1,5 ml
der entsprechenden Parasitenblutkultur eine Minute bei 3000 x g abzentrifugiert, der
Uberstand entfernt und das Zellpellet in frisch hergestellter 4%iger PFA-LOsung
(verdiinnt in 1 x PBS) resuspendiert. Zur Fixierung wurde die Zellsuspension Uber
Nacht bei 4 °C und unter sanfter Rotation inkubiert. Die Antikérperinkubation erfolgte
danach in 1,5-ml-Reaktionsgefal3en, analog zum verwendeten Protokoll fir die
Methanolfixierung. Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten wurde die Probe
jeweils fur eine Minute bei 3000 x g abzentrifugiert. Fir die Kernfarbung wurde hier
30 Minuten mit Toto-3 (1:400 in 1 x PBS verdunnt) inkubiert und anschlieRend zweimal
zehn Minuten mit 1 x PBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das
Zellpellet in 150-250 pl einer 1%igen Agar-Suspension in 1 x PBS resuspendiert,
welche zuvor erhitzt und anschlieend auf etwa 50 °C abgekuhlt wurde. Eine sehr
dinne Schicht der Agar-Zell-Suspension wurde sofort auf die Vertiefungen eines
teflonbeschichteten Objekttragers pipettiert und bei 37 °C getrocknet. Falls kein Alexa-
Fluor-594-Sekundarantikérper verwendet wurde, erfolgte ebenfalls eine Gegenfarbung
mit Evans Blue. Schliel3lich wurden die Praparate, wie oben beschrieben, eingebettet
und konnten bis zur Auswertung lichtgeschitzt bei 4 °C gelagert werden. Die
Aufnahmen wurden entweder mit dem Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axiolab HBO
50/AC mit einer MP 5000 Kamera oder am konfokalen Laserrastermikroskop Zeiss
LSM 510 erstellt. Die Nachbearbeitungen der angefertigten Aufnahmen wurde mit dem

Adobe® Photoshop CS Programm vorgenommen.

2.2.1.10 Transmissionselektronenmikroskopische Studien

Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ermdéglicht die Analyse der
Ultrastruktur von Zellen. Bei dieser Methode durchstrahlen Elektronen das Innere einer
Probe, welches zu diesem Zweck sehr diinn sein muss, und dienen der Bilderzeugung.
Im Gegensatz zu Lichtmikroskopen, deren Aufldsungsvermégen auf etwa 200 nm
beschrénkt ist, haben Elektronenmikroskope eine deutlich héhere Aufldsungsgrenze
von ca. 1 nm. Die ultrastrukturelle Lokalisation von PfCCp5 und PfFNPA in Gameto-
zyten wurde durch Immunmarkierung mit einem Sekundéarantikérper, der entweder an
alkalische Phosphatase (ALP) oder an Goldpartikel (@ 12 nm) gekoppelt war,
untersucht. Nach erfolgter Immunmarkierung wird das Préparat in Epon-Harz
eingebettet, um es mit Hilfe eines Ultramikrotoms schneiden zu kdnnen. Die not-
wendigen Arbeitsschritte zur Probenbehandlung teilten sich im Wesentlichen in die drei

nachfolgend beschriebenen Abschnitte:
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a) Immunmarkierung der PfCCp5- und PfFNPA-Proteine

Vorbereitend fur die Immunmarkierung und anschlieende Einbettung in Epon-Harz
wurde 1 ml einer reifen WT-Gametozytenkultur in einem 1,5-ml-Reaktionsgefal? eine
Minute bei 3000 x g abzentrifugiert, in 4%iger PFA-LOsung resuspendiert und Uber
Nacht bei 4 °C unter Rotation fixiert. Zwischen den nachfolgenden Schritten wurde die
Probe immer bei 3000 x g abzentrifugiert und im Anschluss der Uberstand entfernt.
Alle Wasch-, Inkubations- und Entwéasserungsschritte erfolgten unter Rotation. Durch
30-minutiges Waschen in 1 x PBS bei RT wurden Reste der Fixierlosung entfernt. Zur
Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Probe 30 Minuten bei 37 °C mit
einer Blockierungslésung (0,5% BSA/0,05% Saponin in 1 x PBS) behandelt, gefolgt
von einer weiteren Inkubation bei 37 °C fur 30 Minuten in Blockierldsung unter Zugabe
von 1% NGS. Fur die Immunmarkierung wurde polyklonales PfCCp5rpl-Antiserum
bzw. PfFNPArp2-Antiserum 1:50 in Blockierldsung verdinnt und die Probe flr vier
Stunden mit der jeweiligen Antiserum-Verdinnung bei 37 °C inkubiert. Ungebundener
Antikérper wurde durch zwei zehnminitige Waschschritte in Blockierlésung entfernt,
bevor die Probe in dem ALP-gekoppelten Sekundéarantikdrper (1:1000 in
Blockierungslosung verdiinnt) resuspendiert und fur zwei Stunden ebenfalls bei 37 °C
inkubiert wurde. Nachfolgend wurde einmal zehn Minuten in 1 x PBS und einmal zehn
Minuten in 1 x TBS gewaschen. Durch Zugabe der ALP-Substratiésung NBT/BCIP
erfolgte die Farbung der Probe. Diese Farbereaktion war nach ca. 30 Minuten
abgeschlossen und wurde mikroskopisch kontrolliert. Hierfir wurden 10 pl der
Zellsuspension auf einen Objekttrager gegeben, mit einem Deckglaschen bedeckt und
bei 400-facher VergréRerung betrachtet. Zum Abstoppen der Reaktion wurde die
Probe zweimal zehn Minuten in 1 x TBS, unter Zugabe einer 1%igen 0,5 M EDTA-
L6sung, gewaschen. Es folgte eine weitere Fixierung in 4% PFA-L6sung unter Zusatz
von 1% Glutaraldehyd tiber Nacht bei 4 °C.

Nach zwei weiteren 30-minitigen Waschschritten in 1 x PBS wurden die Zellen in
1%igem Osmiumtetroxid (verdunnt in 1 x PBS) nachfixiert. Nach zweimaliger Spulung
in HoOpigest fUr jeweils eine Minute folgte eine schrittweise Entwasserung der Probe von
jeweils zweimal 15 Minuten in einer aufsteigenden Ethanolreihe (p. a.) aus 70%igem,
80%igem, 95%igem sowie 100%igem Ethanol. Sodann wurde die Probe in ein
Einbettungsgefal? tberfuhrt und zweimal 30 Minuten in 1,2-Epoxypropan bei RT
inkubiert, gefolgt von einer einstiindigen Equilibrierung in einem 1:1-Gemisch aus
Epon-Harz und Epoxypropan. Nach Entfernung des Gemisches wurden die Proben in
reinem Epon-Harz Uber Nacht bei RT inkubiert und schlie3lich fir 48 Stunden bei

60 °C in frischem Epon-Harz auspolymerisiert.
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Das Protokoll fir die Immunmarkierung mit Goldpartikeln entsprach im Wesentlichen
dem der ALP-Immunfarbung, jedoch enthielt die Blockierungslésung im zweiten
Absattigungsschritt zur Verbesserung der Permeabilisierung 0,2% Triton-X-100.
Weiterhin wurde 5%iges NGS zur Blockierungslésung gegeben. Die Primarantikorper
PfCCp5rpl sowie PfFNPArp2 wurden in einem Verhaltnis von 1:10 verdinnt und die
Probeninkubation erfolgte hier sechs Stunden bei 37 °C. Der an 12-nm-Goldpartikel
gekoppelte Sekundarantikérper wurde in einer Verdiinnung von 1:10 fir zwdlf Stunden
bei 4 °C auf die Probe gegeben. Nachfolgend wurde zweimal zehn Minuten in 1 x PBS
gewaschen und anschlieRend in 4%PFA-L6sung mit 1% Glutaraldehyd tber Nacht bei
4 °C fixiert.

b) Trimmen und Schneiden der Praparate

Bevor die auspolymerisierte Probe am Ultramikrotom geschnitten werden konnte,
musste sie zundchst zurgetrimmt werden. Hierfir wurde die Probe aus dem
Einbettungsgefald entfernt und in einem Probenhalter fixiert. Mit einer Rasierklinge
wurde am Binokular zunéchst horizontal soviel Epon abgetragen, dass sich die
Schnittflache im Gewebe befand. Danach wurde an den Seiten soviel Material entfernt,
dass eine ca. 1-mm®groRe pyramidenférmige Schnittfliche entstand. Am
Ultramikrotom erfolgte unter Verwendung eines Glasmessers die Glattung der so
erhaltenen Schnittflache sowie die anschlieRende Anfertigung von Semidinnschnitten

(grun-violette Lichtbrechung, mit einer Schnittdicke von ca. 0,2 ym; Abb. 2.15).

Abb. 2.15. Schema eines Zuschnitts einer in Epon eingebetteten Probe.

Diese wurden mit Hilfe einer an der Spitze zu einer Kugel umgeformten Pasteurpipette
auf einen mit einem Wassertropfen versehenen Objekttrager transferiert. Durch
Verdampfen des Uberschiissigen H,Opigest bei 60 °C auf eine Heizplatte erfolgte die
Fixierung der Schnitte. Nach Farbung mit einem 1:1-Gemisch einer Methylenblau-
Azurll-Lésung, erneuter Trocknung auf der Heizplatte und nachfolgendem Spilen mit
destilliertem Wasser wurde das Préaparat am Lichtmikroskop (400-fache Vergrol3erung)
untersucht. Waren in dem geféarbten Semidinnschnitt bereits lichtmikroskopisch Zellen
erkennbar, wurde das entsprechende Préparat fur die Anfertigung von

Ultradiinnschnitten (silber-goldene Lichtbrechung, mit einer Dicke von ca. 0,05 um)
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verwendet. Nach Streckung der Ultradinnschnitte durch Bedampfung mit Chloroform
wurden diese auf Kupfernetzchen (75 mesh @ 3 mm, beschichtet mit Parlodionfolie)

Ubertragen, luftgetrocknet und in einer Kupfernetzchenbox bei RT gelagert.

¢) Nachkontrastierung der Ultradiinnschnitte

Da biologische Praparate ein geringes Vermdgen besitzen, Elektronen zu streuen,
mussten die Dunnschnitte vor dem Betrachten im Transmissionselektronenmikroskop
durch Anlagerung von Schwermetallatomen auf der Schnittoberflache nachkontrastiert
werden. Dazu wurden die Netzchen mit den Proben zunachst insgesamt dreimal eine
Minute mit der nach unten gerichteten Schnittflache in jeweils einem Tropfen
sterilfiltriertem H,Opigest auf einem Streifen Parafilm gewaschen. Die Kontrastierung
erfolgte anschlieend durch 30-minttige Inkubation in einem Tropfen einer 1%igen
Uranylacetat-Losung in H,Opigest. Durch dreimaliges Waschen in jeweils einem Tropfen
sterilfiltriertem H,Opigest Wurde ungebundenes Uranylacetat entfernt. Nach Luft-
trocknung der Préaparate wurden die Schnitte an einem Zeiss TEM 10 betrachtet und
fotografisch dokumentiert. Die erhaltenen Negative wurden mit dem Scanner
Perfection 4990 Photo eingescannt und anschlieRend mit dem Adobe® Photoshop CS

Programm bearbeitet.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Durch Messung der Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm und 280 nm kann
die Konzentration von Nukleinsduren spektrophotometrisch bestimmt werden.
Anfanglich stand hierfir ein Ultraspec Photometer (Amersham Bioscience, Miinchen)
zur Verfugung. Die zu messenden Nukleinsdure-Lésungen mussten zur
Konzentrationsbestimmung in diesem Photometer verdiinnt werden. Mini-Praparation
(bspwe. von genomischer DNA) wurden in der Regel 1:40 und Maxi-Praparationen
(bspwe. von Plasmiden) 1:80 in H,Opgest verdiinnt. Die Verdinnung von RNA-
Praparationen erfolgte hingegen in 10 mM Tris-HClI (pH 7; 1:80). Eine
Absorptionseinheit (Azso) entspricht hierbei entweder 40 pg/ml bei RNA oder 50 pg/ml
bei dsDNA. Die Konzentration von Nukleinsduren kann unter Bericksichtigung des
Verdunnungsfaktors mit diesen Angaben bestimmt werden. Die Ratio aus Axeo/Azgo gibt
zudem Aufschluss tber Verunreinigungen durch unerwinschte Proteine. DNA ist bei
einem Wert von 1,8 und RNA bei einem Wert von 2,0 besonders rein. Zu einem

spateren Zeitpunkt der hier vorliegenden Arbeit stand ein Nanodrop™ Photometer
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(Peqglab, Erlangen) zur Verfligung, bei dem 1 pl der unverdinnten Nukleinsaure-
Lésung direkt auf einen Stempel aufgetragen und gemessen wurde. Die Methode zur
Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration dieses Gerates basiert auf dem oben

beschriebenen Prinzip.

2.2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der von Mullis 1984 entwickelten Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist es
moglich, eine DNA-Sequenz kunstlich in grof3er Kopienzahl zu vervielfaltigen. Das
Enzym DNA-Polymerase, welches in allen lebenden Organismen nattrlich vorkommt,
repliziert dabei in der PCR die angebotene doppelstrangige template-DNA.
Voraussetzung ist die Kenntnis der Basenabfolge flankierender Sequenzen, um
entsprechende - zu den flankierenden Regionen komplementére - Oligonukleotide
entwerfen zu kdnnen. Weitere grundlegende Komponenten fir eine erfolgreiche DNA-
Amplifikation sind: Die vier Desoxyribonukleosidtriphosphate dATP (A), dGTP (G),
dCTP (C) und dTTP (T), eine Pufferldsung und Mg®*-lonen fiir die DNA-Polymerase
sowie ein PCR-Thermocycler. Durch geschicktes Oligonukleotiddesign kénnen dartber
hinaus Mutationen verursacht oder Restriktionsschnittstellen in die amplifizierte DNA

eingeflgt werden.

Ein PCR-Zyklus besteht aus folgenden drei Schritten:

Denaturierung (Melting) der doppelstrangigen DNA mittels Erhitzen auf 95 °C

2. Hybridisierung (Annealing) der Oligonukleotide an die einzelstrangige DNA
durch rasches Abkthlen auf 48 °C bis 60 °C

3. Amplifikation (Elongation) der DNA bei etwa 68 °C bis 72 °C, abhangig vom

Arbeitsoptimum der verwendeten DNA-Polymerase

Die Annealing-Temperatur kann mit der folgenden Formel berechnet werden:

Ta=Twu- 5 bis 10 °C wobei Ta: Annealing-Temperatur

Twm: Schmelztemperatur
Fur die Schmelztemperatur gilt:

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

Ausgangspunkt fir die Klonierung von rekombinanten Proteinen oder Konstrukten fir
homologe Rekombination war die Vervielfaltigung von ausgewahlten Zielsequenzen
mittels PCR unter Anfigung von Restriktionsschnittstellen. In der vorliegenden Arbeit
wurden die klonierten rekombinanten Proteine (rp) PfCCp5rpl, PICCp5rp2, PIFNPArpl
und PfFNPArp2 (Abb. 2.16) unter Beriicksichtigung der Domanenstruktur der nativen
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Proteine flr Interaktionsstudien bzw. zur Antikdrperproduktion verwendet. Zur
gerichteten Klonierung der rekombinanten Proteine in die Vektoren pSUMO/pSMT3
(6xHis/SUMO-Fusionsprotein) bzw. pGEX-4T-1 (GST-Fusionsprotein, siehe Kapitel
2.1.8) wurde am 5'-Terminus der entsprechenden Oligonukleotide eine BamH I-
Restriktionsschnittstelle und am 3’-Terminus eine Not I-Schnittstelle mit nachfolgenden
Stopkodon (TAA) eingeflgt. Die Konstrukte unter Verwendung des pSUMO/pSMT3-
Vektors zur Expression der rekombinanten Proteine PfCCp5rp2, PfFNPArpl und
PfENPArp2 wurden bereits von Frau Dr. Gabriele Pradel am WMC New York

hergestellt.

PfCCp5rpl: 1033 bp
5rpl 5rp2
< » < . PfCCp5rp2: 1185 bp
— PFENPArpZL: 1144 bp
G——  FNPArp2 PfENPArp2: 1345 bp
——l

Abb. 2.16. Relative Position und Lange der Genabschnitte zur Klonierung doménen-
spezifischer, rekombinanter PfCCp5- und PfFNPA-Proteine. Quelle: Dr. phil. nat. G. Pradel,

verandert.

Die Konstrukte zur Herstellung von PfCCp5- und PfFNPA-KO-Mutanten unter
Verwendung des pDT-Tg23 Vektors (Abb. 2.3) tragen am 5’-Terminus eine eingefligte
Sac II-Schnittstelle und am 3’-Terminus eine Not I-Schnittstelle mit nachfolgendem
Stopkodon (TAA). Die Konstrukte zur Herstellung von PfCCp5- sowie von PfFNPA-KO-
Mutanten unter Verwendung des pCAM-BSD-KO Vektors (Abb. 2.4) tragen am
5-Terminus eine eingefligte BamH I-Schnittstelle und am 3’-Terminus ebenfalls eine
Not I-Schnittstelle gefolgt von einem Stopkodon. Die Konstrukte der PfCCp5- und
PfEFNPA-Komplementations-Mutanten auf Basis pCAM-BSD-Comp Vektors (Abb. 2.5)
tragen hingegen am 5-Terminus eine eingefigte Pst I-Schnittstelle und am
3-Terminus eine BamH I-Schnittstelle ohne Stopkodon. Fir Klonierungen zu
vervielfaltigende DNA wurde mit Hilfe der Pfx-Polymerase amplifizert. Dieses Enzym
besitzt eine proof-reading-Funktion und verhindert so den Einbau von falschen Basen
durch fehlerhaftes Ablesen der template-DNA. Um ausreichend DNA-Material fur die
Klonierung von rekombinantem Protein zu erhalten, wurden jeweils funf identische

PCR-Reaktionen angesetzt und anschlieend vereinigt.
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Der Mix fir eine PCR-Reaktion enthielt:

10 x Polymerasepuffer 5ul
MgSO, (50 mM) 1 ul
template-DNA 100 ng
dNTPs (10 mM) 1,5 ul
Pfx-Polymerase 0,5 ul
Oligonukleotid sense (100 pmol/ul) 1ul
Oligonukleotid antisense (100 pmol/ul) 1 ul
H20bidest ad 50 pl

Die Bedingungen der PCR-Zyklen waren wie folgt:

95 °C Denaturieren 4 Min.

95 °C Denaturieren 30 Sek.

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

72 °C Finale Elongation 3 Min.

8 °C Lagerung 0

Neben der herkbmmlichen PCR zur Amplifikation von Fragmenten fur die Herstellung
rekombinanter Proteine und fir die homologe Rekombination wurden noch zwei

weitere PCR-Varianten verwendet:

a) Semi-quantitative PCR

Zur Expressionsanalyse des PfCCp5- und des PfFNPA-Transkripts wurde eine semi-
guantitative PCR angewendet. Bei dieser Variante der PCR wird cDNA als
template-DNA eingesetzt, welche zuvor mit Hilfe des Reverse-Transkriptase-(RT)-
Enzyms aus RNA hergestellt wurde (siehe Kapitel 2.2.2.10). Da die semi-quantitative
PCR der Expressionsanalyse von Genen auf mRNA-Ebene dient, sollten die
Oligonukleotide spezifisch an das gewiinschte Gen binden und ein Produkt von ca.
200 bp liefern.

Hierfir wurden 250 ng cDNA (siehe Kapitel 2.2.2.1) der verschiedenen P.-falciparum-
NF54-WT-Parasitenstadien (Trophozoiten, Schizonten, Gametozyten, Gameten und
Zygoten) sowie von P.-falciparum-F12-Schizonten in einer PCR-Reaktion mit 35 Zyklen
und einer Annealing-Temperatur von 60 °C eingesetzt. Der Mix fur eine PCR-Reaktion
war wie oben angegeben. Allerdings enthielt er anstatt 0,5 pl Pfx-Polymerase 0,25 pl
GoTaq®-DNA-Polymerase (Promega, Mannheim), 4 ul MgCl, (50 mM) anstelle von
MgSO, sowie nur 1pul dNTPs (10 mM). Die GoTag®-DNA-Polymerase ist eine

Weiterentwicklung der herkdmmlichen Tag-Polymerase, welche eine groRRere
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Sensitivitdt und Spezifitdt besitzt. Als Kontrollen wurden Oligonukleotidpaare gegen
PfAMA-1, das in asexuellen Stadien exprimiert wird (Peterson et al., 1989; Narum und
Thomas, 1994; Hodder et al., 1996; Marshall et al., 1996), gegen PfCCpl (Expression
in Gametozyten und Makrogameten; Pradel et al., 2004, 2006; Pradel, 2007; Scholz et
al.,, 2008), gegen Pfs25 (Expression in Makrogameten, Zygoten und Ookineten;
Vermeulen et al., 1986; Fries et al., 1990) sowie gegen Pfs28, welches in Zygoten und
Ookineten exprimiert wird (Duffy und Kaslow, 1997), verwendet. Zusatzlich wurde
genomische DNA als Positivkontrolle (+) und Reaktionen ohne DNA wurden als

Negativkontrollen (-) eingesetzt.

b) Diagnostische PCR

Fur die Analyse der PICCp5- und PfFNPA-KO-Integration auf Basis des pDT-Tg23
Vektors wurden diagnostische PCRs unter Verwendung einer Tag-Polymerase
(Invitrogen, Karlsruhe) durchgefuhrt. Der verwendete Mix fur eine PCR-Reaktion
enthielt dabei 1,5 yl MgCl, (50 mM) statt 1 pl MgSO, und 1 pl anstatt 1,5 pl dNTPs
(10 mM). Die eingesetzten diagnostischen Oligonukleotide sind in  Abb. 2.11
dargestellt.

Die Analyse der PfCCp5- und der PfFNPA-KO-Integration auf Basis des pCAM-BSD-
KO-Vektors sowie der PfCCp5- und PfFNPA-Comp-Integration unter Verwendung des
pCAM-BSD-Comp-Vektors wurde mit Hilfe der GoTaq®-DNA-Polymerase durchgefiihrt.
Der Mix fiir eine PCR-Reaktion enthielt hierbei 0,25 yl GoTaq®-DNA-Polymerase und
4 ul MgCl, (50 mM) sowie nur 1 pl dNTPs (10 mM). Alle anderen Komponenten wurden
wie oben angegeben eingesetzt. Die verwendeten diagnostischen Oligonukleotide sind
in Abb. 2.12 und Abb. 2.13 dargestellt.

2.2.2.3 Aufreinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte fur Klonierungen wurden mittels des QIAquick PCR Purification Kit nach
Herstellerangaben aufgereinigt. Hierzu wurden finf identische PCR-Reaktionen auf
eine Saule gegeben. Die Silikatmembran der S&ule bindet die PCR-Fragmente in
Anwesenheit von Hochsalzpuffern, wahrend Oligonukleotide, Enzyme und genomische
DNA die Saule passieren. Die von Verunreinigungen befreiten Fragmente wurden

anschlielend mit 50 pl H,0pigest VON der Saule eluiert.

2.2.2.4 DNA-Verdau mittels Restriktionsendonukleasen

Fur eine nachfolgende Ligation der PCR-Fragmente in den gewlnschten Vektor

missen sowohl diese als auch das zu verwendende Plasmid mit Hilfe wvon
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Restriktionsendonukleasen verdaut werden. Diese Enzyme erkennen spezifische meist
palindromische DNA-Bereiche und spalten doppelstrangige DNA (dsDNA) an diesen
Stellen. Die in der vorliegenden Arbeit fur die gerichtete Klonierung von PCR-
Produkten in Vektoren eingesetzten Restriktionsenzyme stammten von NEB, die
verwendeten Puffer stammten hingegen von Inivtrogen. Die Schnittstellen fiir die
Klonierung in die Expressionsvektoren pSUMO/pSMT3 und pGEX-4T-1 lauteten BamH
I und Not I. Fir die Klonierung in den KO-Vektor pDT-Tg23 wurden die Schnittstellen
Sac Il sowie Not | und fir den pCAM-BSD-KO Vektor wurden BamH | sowie Not |
benutzt. Zur Klonierung von PCR-Fragmenten in den pCAM-BSD-Comp Vektor wurden
die Schnittstellen BamH | und Pst | verwendet (Abb. 2.17). Durch den Verdau (drei bis
vier Stunden; 37 °C) mit den entsprechenden Enzymen entstehen (berhd&ngende

Enden, welche anschlie3end leichter ligierbar sind.

BanH| Not | Pstl Sl
5...GAATTC...3 5...60&CCC..3 5..CINCCAG..3 5...00CCG&G...3
3’...C'ITA46...5 3...G0G GG..58  3...GAG3TC..5 3...66G03CC...5

Abb. 2.17. Erkennungssequenzen der verwendeten Restriktionsendonukleasen.

Ein Ansatz zum Verdau der DNA-Fragmente sowie der Vektoren pSUMO/pSMT3 bzw.

pGEX-4T-1 zur Klonierung rekombinanter Proteine enthielt:

Vektor-DNA 1-2 yl bzw. aufgereinigte PCR 43 pl
10 x React 3 5ul 10 x React 3 5ul
10 x BSA 5l 10 x BSA 5 ul
BamH | 0,5 ul BamH | 0,5 ul
Not | 0,5 ul Not | 0,5 ul
H20pigest ad 50 pl H-0pigest ad 50 pl

Fur die Klonierung der PfCCp5- sowie PfFNPA-KO-Konstrukte in den pDT-Tg23-Vektor

wurde folgender Verdau angesetzt:

DNA 1-2 ug bzw.aufgereinigte PCR 43 ul
10 x React 4 5l 10 x React 4 5l
10 x BSA 5ul 10 x BSA 5ul
Sac Il 0,5 pl Sac Il 0,5 pl
Not | 0,5 pl Not | 0,5 pl

H20bigest ad 50 UI H0pidest ad 50 |J|
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Die Ansatze zum Verdau der Vektoren pCAM-BSD-KO bzw. pCAM-BSD-Comp sowie
der zugehdrigen DNA-Fragmente waren wie oben beschrieben. Jedoch wurden im
Falle der Klonierung in den pCAM-BSD-KO Vektor die Enzyme BamH | und Not | sowie
der Puffer React 3 verwendet bzw. flr die Klonierung in den pCAM-BSD-Comp Vektor
wurden BamH | und Pst | mit dem Puffer React 4 benutzt.

Eine darauf folgende Zugabe von 1 ul CIP-Alkalischer Phosphatase zu den verdauten
Vektoren und erneute Inkubation bei 37 °C fir eine Stunde spaltete freie Phosphat-
gruppen an den DNA-Enden ab und verhinderte somit eine unerwinschte
Selbstligation. Nach Zufigen von 1/6 Volumen sechsfachem DNA-Probenpuffer
erfolgte die Auftrennung sowie die anschlieende Aufreinigung der Spaltprodukte des
DNA-Verdaus.

2.2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode, um
Nukleinsaure-Strange (RNA oder DNA) anhand ihrer GroRe zu trennen sowie ihre
GroRRe durch Vergleich mit Strangen bekannter GroRe zu bestimmen. Infolge der
negativen Ladung der Phosphatreste an den Nukleinsduren bewegen sich diese
entsprechend ihrer GroRe gerichtet in einem elektrischen Feld. Dabei ist die
Geschwindigkeit, mit welcher sich ein Nukleinsaurefragment in der Agarose-Matrix
bewegt, umgekehrt proportional zum Logarithmus der Anzahl seiner Basenpaare. Die
Konzentration der Agarose-Gel-Matrix kann hierbei je nach GroRe der
aufzutrennenden Fragmente zwischen 0,3% (Fragmente von 1 bis 30 kb) und 2,0%
(Fragmente von 0,1 bis 2 kb) variieren. Durch Anfarben der DNA nach einem Gellauf in
einem Ethidiumbromidbad kann diese wunter UV-Licht betrachtet werden.
Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basen der DNA und fluoresziert unter UV-
Licht. In dieser Arbeit wurde fur die Agarose-Gelelektrophorese meist 1,4%ige Agarose
verwendet. FiUr die Auftrennung der cDNA-Fragmente zur Expressionsanalyse nach
semi-quantitativer PCR wurde jedoch eine 2%ige Agarose eingesetzt. Hierfur wurde
die bendtigte Menge Agarose eingewogen und mit 1 x TAE-Puffer in einer Mikrowelle
aufgekocht, bis sie vollstédndig gelost war. Nach dem Abkihlen auf etwa 50 °C wurde
das Agarose-Gemisch luftblasenfrei in einen abgedichteten Gelschlitten gegossen und
durch Einsetzen eines Kammes Taschen geformt. Das auspolymerisierte Gel wurde in
einer Laufkammer mit 1 x TAE-Puffer tberschichtet. AnschlieRend wurde der Kamm
entfernt und die in 1/6 Volumen 6 x Probenpuffer verdinnten Proben wurden in die
Taschen gefillt. Abhéngig von der GroRe der verwendeten Laufkammer betrug die
angelegte Spannung entweder 100 V (MIDI-1-Kammer) oder 200 V (MAXI-Kammer).
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Nach Abschluss des Gellaufs erfolgte die Farbung das Gel fur 15 Minuten in der
Ethidiumbromidlésung (1:10.000 in H,0piges)) Und die Analyse unter UV-Licht sowie die
photographische Dokumentation. Durch Vergleich mit einem ebenfalls auf das Gel
aufgetragenen DNA-Molekularlangenstandard konnte die GroRRe der aufgetrennten
Nukleinséduren identifiziert werden. Die erhaltenen Bilder wurden mit dem Scanner
Perfection 4990 Photo eingescannt und mit dem Adobe® Photoshop CS Programm

bearbeitet.

2.2.2.6 Aufreinigung von PCR-Produkten aus Agarose-Gelen

Zur Aufreinigung der restriktionsverdauten PCR-Produkte und Vektoren wurde eine
praparative Agarose-Gelelektrophorese angewendet. Hierfir wurden die DNA-
Fragmente, wie oben beschrieben, appliziert und aufgetrennt. Nach dem Lauf wurde
dann allerdings nur der Molekulargewichtstandard sowie die erste Probentasche
gefarbt und unter UV-Licht lokalisiert. Anhand des Gréf3envergleichs mit der gefarbten
Probe wurde der gewilnschte Bereich der angrenzenden Proben ,blind"
ausgeschnitten. Diese Methode sollte eine mdégliche Schadigung der DNA durch das
interkalierende Ethidiumbromid und UV-Licht-Exposition verhindern, um die
nachfolgende Ligation nicht zu stéren. Die Reinigung und anschlieRende Elution der
DNA in 50 pl HyOuigest wurde mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit nach

Herstellerangaben durchgefihrt.

2.2.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation der PCR-Produkte in den jeweiligen geschnittenen Vektor wurde die
T4-DNA-Ligase verwendet. Dieses Enzym katalysiert die Phosphodiesterbindungen
zwischen 3°-Hydroxyl-Gruppen und 5°-Phosphat-Gruppen in doppelstrangiger DNA

und verbindet so zwei fremde Nukleinsaurestrange miteinander (Abb. 2.18).

Insert

Abb. 2.18. Schematische Darstellung einer Ligation. Die
Vektor T4-DNA-Ligase verbindet den Vektor mit dem Insert durch
Katalyse von Phosphodiesterbindungen zwischen den

3" -Hydroxyl-Gruppen und den 5-Phosphat-Gruppen

doppelstrangiger DNA.
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Der Vektor und das PCR-Fragment (Insert) wurden hierfiir in einem molaren Verhaltnis
von 1:5 ligiert. Die zu verwenden Mengen wurden dazu mit der folgenden Formel

berechnet:

Masse PCR-Fragment [ng] = (Vektor [ng] x FragmentgroRRe [bp] x 5)
VektorgroRRe [bp]

Ein Ligationsansatz enthielt die folgenden Komponenten:

PCR-Fragment X Ml
Vektor y Ml
H20bidest z yl
10 x Ligasepuffer 2 ul
T4 Ligase 1l
H20pigest ad 20 pl

Die Inkubation erfolgte jeweils (ber Nacht bei 16 °C. Fiur die nachfolgende
Transformation wurden jeweils 2 pl eines Ligationsansatzes (siehe Kapitel 2.2.1.2)

verwendet.

2.2.2.8 Replikation und Isolation von Plasmid-DNA

Transformierte E.-coli-OneShot®-Top10-Bakterien (siehe Kapitel 2.2.1.2) wurden in LB-
Medium unter Zugabe des entsprechenden Antibiotikums bei 37 °C schuttelnd
kultiviert. Nach Erreichen der spaten logarithmischen Wachstumsphase wurden die
Bakterienzellen aufgeschlossen und die Plasmid-DNA isoliert. Abhangig vom
Verwendungszweck wurden zwei unterschiedliche Isolationsmethoden gewahlt: Zur
Analyse von Bakterienklonen nach Transformation von Ligationsansatzen wurde eine
so genannte Dirty Mini zur Plasmidpréparation durchgeftihrt. Fiir Sequenzierungen und
Transfektion wurde jedoch besonders reine DNA bendtigt, weshalb die Plasmide
mittels eines Qiagen Mini- oder Maxi-Praparations-Kits Uber eine Silikatmembran
gemal Herstellerangaben gereinigt und isoliert wurden. Beide Verfahren machen sich
die alkalische Lyse (Birnboim und Doley, 1979) mit einer nachfolgenden
Isopropanolfédllung der DNA zu Nutze. Die Durchfihrung einer Mini- oder Maxi-
Praparation war abhéngig von der bendétigten Menge des Plasmids. Mit einer Mini-
Praparation kénnen aus 3 ml Ubernachtkultur (UNK) bis zu 20 pg Plasmid-DNA
gewonnen werden, mit einer Maxi-Praparation hingegen aus 1000 ml UNK bis zu

500 ug Plasmid-DNA. Die Plasmide wurden in H,0y4es; €luiert und bei -20 °C gelagert.
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Fur eine Dirty Mini wurde jeweils ein gewlnschter Bakterienklon von einer
LB-Agarplatte gepickt und in 3 ml LB-Medium Uber Nacht bei 37 °C schuttelnd
inkubiert. Nach Uberfiihrung der Bakteriensuspension in ein 1,5-ml-Reaktionsgefal
wurde eine Minute bei 16.000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pl Lésung 1
resuspendiert, bevor 200 pl Lésung 2 zugegeben und durch mehrmaliges Invertieren
gemischt wurde. Zur Lyse der Bakterienzellen wurde zehn Minuten auf Eis inkubiert
und mit 150 pl Losung 3 erfolgte die anschlieRende Neutralisation. Dafir wurde die
Probe erneut invertiert und nochmals zehn Minuten auf Eis gestellt. Um unerwiinschte
RNA zu prazipitieren, wurden sodann 450 pl LiCl-Lésung (5 M) hinzugefugt und zehn
Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation bei 16.000 x g fur 15 Minuten wurde der
Uberstand in ein sauberes 1,5-ml-ReaktionsgefaR uberfihrt und die DNA mit Hilfe von
Isopropanol gefallt. Hierzu wurde der Uberstand mit 0.6 Volumenanteilen Isopropanol
gemischt und zehn Minuten bei RT inkubiert. Mittels Zentrifugation fir zehn Minuten
bei 16.000 x g wurde die DNA pelletiert. Durch nachfolgendes zweimaliges Waschen
mit 200 pl 70%igem Ethanol fiir zehn Minuten bei 16.000 x g wurde das Pellet von
Verunreinigungen befreit. Nach Trocknung bei RT erfolgte die Aufnahme des DNA-
Pellets in 30 pl HyOpigest.

Fur einen Kontrollverdau wurden in einem Endvolumen von 10 ul insgesamt 3 pl DNA
aus einer Dirty Mini mit 1 pl 10 x Puffer und jeweils 0,5 ul der entsprechenden
Restriktionsenzyme mit H,0pigest VErsetzt und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach
gelelektrophoretischer Auftrennung und Ethidiumbromidfarbung konnten die erhaltenen

Spaltprodukte unter UV-Licht sichtbar gemacht und beurteilt werden.

2.2.2.9 DNA-Sequenzierung

Samtliche in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Sequenzierungen wurden in der
Arbeitsgruppe von Dr. Weissbrich am Institut fir Virologie der Universitat Wirzburg mit
Hilfe eines ABI Prism® 3100 Gerétes erstellt. Sequenzierungen dienten der
Uberprifung der korrekten Orientierung und Nukleotidabfolge neu klonierter Konstrukte
(siehe Kapitel 2.2.2.7). Vorbereitend wurde eine PCR-Reaktion unter Verwendung des
BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit durchgefiihrt. Ein Reaktionsansatz

enthielt dabei die folgenden Komponenten:

5 x Premix 2 ul
5 x Puffer 2 ul
template-DNA 500 ng
Oligonukleotid (100 pmol/pl) 0,5 pl

H20bidest ad 10 pl



Material und Methoden 83

Fur die PCR-Reaktion wurden die unten angefihrten Bedingungen verwendet:

Denaturieren 95 °C 4 Min.

Denaturieren 95 °C 30 Sek.

Hybridisieren 50 °C 30 Sek. 30 Zyklen
Elongation 62 °C 4 Min.

Finale Elongation 72 °C 3 Min.

Lagerung 8°C 0

Bevor das PCR-Produkt an die Arbeitsgruppe Weissbrich zum Zwecke der
Sequenzierung ubergeben wurde, erfolgte eine Aufreinigung mittels Ethanol-Fallung.
Hierzu wurden zu den 10 yl PCR-Reaktion 90 pl HyOpigest, 10 pl NaAc (3 M; pH 4,6)
sowie 250 pl 100% Ethanol (p.a.) gegeben und der Ansatz wurde bei 16.000 x g fur
15 Minuten zentrifugiert. Nach vorsichtiger Entfernung des Uberstandes wurde mit
70%igem Ethanol durch 15-minitige Zentrifugation bei 16.000 x g bei RT gewaschen.
Das Pellet wurde nachfolgend getrocknet und in 25 pyl Formamid resuspendiert. Die
erhaltenen Sequenzen wurden unter Verwendung der BioEdit Software sowie des

NCBI Blast Programms analysiert.

2.2.2.10 RNA-Isolation und cDNA-Synthese

Zur Gewinnung von mRNA aus Zellen missen diese lytisch aufgeschlossen werden
und die Gesamt-RNA mit Hilfe von Guanidin-Thiocyanat-Phenol-Chloroform extrahiert
werden. Der Anteil der mRNA einer Zelle betragt nur ca. 2%, diese Menge ist jedoch
fur eine Transkriptanalyse mittels RT-PCR ausreichend. Um eine Degradation der RNA
zu verhindern, ist sauberes Arbeiten sowie die Inaktivierung von zelleigenen und
fremden RNAsen unabdingbar. Aus diesem Grunde wurden alle fiir die Préparation
verwendeten Gefal3e doppelt autoklaviert und es wurden nur RNAase-freie
Filterspitzen verwendet. Alle Lésungen wurden mit autoklaviertem 0,1% DEPC-H,O
angesetzt. Im Wesentlichen waren die Arbeitsgange bis zur Synthese von cDNA in drei

Abschnitte unterteilt:

a) Isolation von RNA

Fur eine Transkriptionsanalyse von PfCCp5 und PfFNPA wurden die in Kapitel 2.1.7
beschrieben P.-falciparum-NF54-WT- und -F12-Blutstadien kultiviert (siehe Kapitel
2.2.1.4), aufgereinigt (siehe Kapitel 2.2.1.7) und jeweils in 1 ml TRIZOL resuspendiert.
Nach einer Inkubationszeit von funf Minuten bei RT wurden 0,2 ml Chloroform
hinzugefiigt. Die Suspension wurde gemischt, zehn Minuten schittelnd bei RT

inkubiert und 15 Minuten bei 16.000 x g sowie 4 °C zentrifugiert. Die oberste, wassrige
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RNA-Phase wurde abgenommen, in ein neues 1,5-ml-Reaktionsgefal’ dberfuhrt und
zur Fallung der RNA mit 0,5 ml Isopropanol versetzt. Der Ansatz wurde erneut fir zehn
Minuten bei RT schiittelnd inkubiert und darauf 15 Minuten bei 16.000 x g und 4 °C
zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurde das Pellet mit 1 ml eiskaltem
75%igem Ethanol (p. a.; verdiinnt mit 0,1% DEPC-H,0) durch funfminitige Zentrifu-
gation bei 16.000 x g und 4 °C gewaschen. Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt,
die RNA bei RT an der Luft getrocknet und schlie3lich bei 60 °C zehn Minuten in 20 pl
0,1% DEPC-H,O geltst. Nach der Konzentrationsbestimmung erfolgte die Lagerung
bei -80 °C.

b) DNAse-Verdau der RNA-Proben

Mdogliche Verunreinigungen der RNA mit genomischer DNA, wurden durch einen
40-mindtigen DNA-Verdau bei RT und einer anschlieRenden Aufreinigung der RNA

beseitigt. Fir den Verdau wurde folgender Ansatz gewahlt:

RNA 2 ug
10 x DNAse-Puffer 10 ul
DNAse | 2,5 ul
H20bigest (RNAsE frei) ad 100 pl

Fur die nachfolgende RNA-Aufreinigung wurden 100 pl Ansatz mit 0,25 ml 0,1%
DEPC-H,0 und 0,15 ml Chloroform gemischt, finf Minuten schittelnd bei RT inkubiert
sowie zehn Minuten bei 16.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase
wurde abgenommen, in ein neues 1,5-ml-Reaktionsgefal dberfuhrt und 0,3 ml
Chloroform wurden zugegeben. Die funf Minuten Inkubation auf dem Schiittler bei RT
sowie die 10mindtige Zentrifugation bei 16.000 x g und 4 °C wurden wiederholt und die
obere Phase wurde erneut in ein frisches 1,5-ml-Reaktionsgefal tberfihrt. Nach
Zugabe von 30 yl NaOAC (3 M) sowie 100% EtOH (eiskalt) erfolgte eine 30-minutige
Fallung der RNA auf Eis mit anschlieBender Zentrifugation fir 20 Minuten bei
16.000 x g und 4 °C. Nach einmaligem Waschen mit 75%igem EtOH bei 16.000 x g
und 4 °C fur zehn Minuten, wurde das Pellet an der Luft getrocknet und in 20 pl 0,1%
DEPC-H,0 gelost.
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c) cDNA-Synthese

™M

Unter Verwendung des SuperScript First Strand Synthesis System for RT-PCR wurde

im Anschluss die reverse Transkription mit folgenden Komponenten im Doppelansatz

durchgefihrt:
RNA 10 ul
random hexamers (50 ng/ul) 0,5 ul
10 mM dNTP-Mix 1l
H20bigest (RNAse-frei) ad 12 pl

Die Ansatze wurden funf Minuten bei 65 °C und danach eine Minute auf Eis inkubiert,

bevor folgende Reagenzien zugefligt wurden:

10 x RT-Puffer 2 ul
50 mM MgCl, 2 ul
0,1 MDTT 2 ul
RNAse OUT Inhibitor 1l

Nach zwei Minuten Inkubation bei 25 °C wurde jeweils zu einer Probe des Doppel-
ansatzes (+) 1 pl SuperScript™-ll-Reverse-Transkriptase zugegeben. Die zweite
Probe, welche als Negativkontrolle (-) diente, wurde hingegen nicht mit Reverser
Transkriptase versetzt. Die Ansatze wurden nun zunachst zehn Minuten bei 25 °C und
dann 50 Minuten bei 42 °C sowie nachfolgend zur Termination der Reaktion 15
Minuten bei 70 °C im Thermocylcer inkubiert. Um untranskribierte RNA abzubauen,
wurden die Anséatze, nach kurzer Abkiihlung auf Eis, mit 1 yl RNAase H versetzt und
20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die cDNA wurde bis zur Durchfihrung einer semi-
guantitativen PCR (siehe Kapitel 2.2.2.2) bei -20 °C gelagert.

2.2.2.11 Isolation genomischer DNA aus P. falciparum

Genomische DNA aus asexuellen P.-falciparum-Stadien diente zum einen der
Verifizierung der PICCp5- und PfFNPA-KO- bzw. Komplementations-Parasiten mittels
diagnostischer PCR und zum anderen als template-DNA fir die Klonierung
rekombinanter Proteine (siehe Kapitel 2.2.2.7). Sowohl in der diagnostischen PCR als
auch in der RT-PCR diente genomische DNA aus asexuellen NF54-WT-Parasiten als
Positivkontrolle fir die Amplifikation eines Genabschnittes aus dem WT-Locus. Hierzu
wurde die genomische DNA der gewtlnschten Parasitenlinie unter Verwendung des
QlAamp Blood Mini Kit gemald Herstellerangaben aufgereinigt und in 50 pl HyOpigest
eluiert. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.



Material und Methoden 86

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Expression rekombinanter Proteine

Proteinexpressionen erfolgten mit Hilfe des sowohl in den pSUMO/pSMT3- als auch in
den pGEX-4T-1-Vektor eingefihrten T7-Promotor unter Verwendung des bakteriellen
BL21-CodonPlus®-(DE3)-RIL-Expressionsstammes. Der T7-Promotor steht unter der
Kontrolle eines lac-Operons und wird durch Substratinduktion aktiviert. Durch Zugabe
von IPTG wird das lac-Operon aktiviert und die Expression induziert, indem das IPTG
an den Repressor LacR bindet. Abhangig vom Verwendungszweck wurden

Proteinexpressionen in zwei unterschiedlichen Grol3enmalstaben durchgefihrt.

a) Proteinexpression im kleinen Maf3stab (Mini-Expression)

Fur die Uberpriifung der Expression bereits klonierter und sequenzierter rekombinanter
PfCCp-Proteine wurden 3 bis 5 Klone von einer LB-Agarplatte mit frisch transfor-
mierten BL21-CodonPlus®-(DE3)-RIL-Zellen (siehe Kapitel 2.2.1.2) gepickt und in 3 ml
LB-Medium unter Zugabe von Antibiotikum Uberfihrt. Nach Schuttelinkubation Uber
Nacht bei 37 °C wurde die Kultur in einem Doppelansatz 1:5 in frischem LB-Medium
mit Antibiotikum verdinnt und eine weitere Stunde bei 37 °C schittelnd inkubiert. In
einen der beiden Doppelansatze (+) wurde durch Zugabe von 0,75 mM IPTG die
Expression induziert. Der zweite Ansatz (-), dem kein IPTG zugegeben wurde, diente
als Negativkontrolle. Von jeder Kultur wurde nach drei Stunden 30 pl Probe
entnommen, die 1:1 mit 2 x SDS-Probenpuffer und 25 mM DTT versetzt und zehn
Minuten bei 95 °C denaturiert wurde. Die Proben konnten anschlie3end direkt via SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt und nach dem Gellauf angefarbt werden (siehe Kapitel

2.2.3.4) oder sie wurden bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

b) Proteinexpression im grol3en MalRstab (Maxi-Expression)

Die zuvor im kleinen Mal3stab auf ihr Expressionsniveau Uberpriften rekombinanten
Proteine wurden nachfolgend zur Herstellung polyklonaler Antikdrper bzw. fir
Interaktionsstudien im grof3en Mal3stab exprimiert. Hierzu wurden identische Klone von
frisch transformierten BL21-CodonPlus®(DE3)-RIL-Zellen gepickt und in 100 ml LB-
Medium mit Antibiotikum Gberfihrt. Nach Schittelinkubation Uber Nacht bei 37 °C
wurde zu dem Ansatz 1000 ml frisches, mit Antibiotikum versetztes, LB-Medium
gegeben und dieser wurde eineinhalb Stunden bei 37 °C schittelnd inkubiert. Die
Kultur wurde dann, nachdem sie die logarithmische Wachstumsphase erreicht hatte,
fur 30 Minuten bei RT geschiittelt, anschlieBend mit 0,75 mM IPTG induziert und fir

weitere funf Stunden bei RT schittelnd inkubiert. Mit Absenkung der Temperatur sollte
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eine langsame, prazise Expression erreicht werden, wobei die zusatzliche
Chaperonfunktion des vom pSUMO/pSMT3-Vektor kodierten SUMO-Fusionspeptids
eine korrekte Faltung der rekombinanten Proteine unterstiitzt. Nach erfolgter
Expression wurden die Bakterienzellen zehn Minuten bei 5000 x g pelletiert und bis zur

Isolation der Proteine (siehe Kapitel 2.2.3.2) bei -20 °C gelagert.

2.2.3.2 Aufreinigung rekombinanter Proteine

Die Proteinisolation erfolgte bei den unter Verwendung des pSUMO/pSMT3-Vektors
exprimierten rekombinanten Proteinen mittels Bindung des 6His-Fusionsproteins an
Nickel-NTA-Agarose und bei den unter Verwendung des pGEX-4T-1-Vektors
exprimierten rekombinanten Proteinen durch Adh&sion des GST-Fusionsproteins an
Glutathion-Sepharose. Zur Herstellung von Antikorpern war die Aufreinigung der
rekombinanten Proteine Grundvoraussetzung. Infolge eines geringen Expressions-
niveaus einiger rekombinanter Proteine wurde als weitere Alternative fur die
Antikdrperherstellung eine Aufreinigung in Form von Inclusion Bodies gewahlt. Fir die
Interaktionsstudien wurde hingegen, nach erfolgter Zelllyse, das unaufgereinigte
Proteingemisch eingesetzt. Um eine Degradierung der Proteine zu vermeiden, wurden
alle Arbeitsschritte bei 4 °C bzw. auf Eis durchgefiihrt. AuRerdem wurden verwendete

Puffer und Lésungen bei 4 °C vorgekdhilt.

a) Aufreinigung von 6His/SUMO-fusionierten rekombinanten Proteinen

Im Anschluf’ an die Maxi-Expression (siehe Kapitel 2.2.3.1) wurde das abzentrifugierte
Zellpellet in 20 ml einer Lésung aus 50 mM Tris (pH 8,0) und 10% Glyzerin
resuspendiert, mit Lysepuffer (siehe Kapitel 2.1.5) versetzt und eine Stunde rotierend
inkubiert. Zum ZellaufschluR wurde die Suspension mittels einer French® Press dreimal
mit einem Druck von 1200 psi behandelt und durch zwei Minuten
Ultraschallbehandlung (50% Intensitat und 50 Zyklen) wurde die DNA zerstért. Durch
einstindige Zentrifugation bei 30.000 x g erfolgte die Trennung des proteinhaltigen
Uberstandes von den Zelltrimmern. Die Proteinlosung wurde, nach Sterilfiltration mit
500 pl gewaschener Nickel-NTA-Agarose versetzt und Uber Nacht bei 4 °C unter
Rotation inkubiert. Die Nickel-NTA-Agarose war zuvor dreimal vorsichtig mit 500 pl
Waschpuffer 3 bei 3000 x g gewaschen worden. Das Protein-Agarose-Gemisch wurde
auf eine PolyPrep®-Séaule gegeben und der DurchfluR wurde verworfen. Danach wurde
die Saule zweimal mit Waschpuffer 3, einmal mit Waschpuffer 4, nochmals zweimal mit
Waschpuffer 3 und einmal mit Waschpuffer 5 (jeweils 10 ml) gespult. AbschlieRend
wurde die S&ule dreimal mit Waschpuffer 3 gespult, um unspezifisch an die Nickel-

NTA-Agarose gebundene Proteine mit Hilfe der unterschiedlichen Imidazol-
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konzentrationen der Puffer zu entfernen. Die Proteinelution erfolgte in Elutionspuffer,
welcher in viermal 0,5-ml-Fraktionen aufgeteilt wurde. Zur Bestimmung der Protein-
konzentration und des Reinheitsgrades erfolgt die Analyse mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE; siehe Kapitel 2.2.3.4). Durch Waschen mit PBS unter
Verwendung einer Amicon® Ultra-15-Zentrifugenfiltereinheit wurde der Elutionspuffer
entfernt und die Proteinkonzentration wurde erneut bestimmt. Die Lagerung der

aufgereinigten rekombianten Proteine erfolgte bei -20 °C.

b) Aufreinigung von GST-fusionierten rekombinanten Proteinen

Die Maxi-Expression, Zellpelletierung sowie Zelllyse und -aufschluf? fir GST-fusionierte
Proteine entsprach der im 6His/SUMO-Protokoll beschriebenen Prozedur. Der Protein-
uberstand wurde im Anschluf3 mit 500 yl gewaschener Glutathion-Sepharose-
4FastFlow gemischt und tber Nacht rotierend inkubiert. Nachdem das Gemisch auf
eine PolyPrep®-Saule gegeben wurde, erfolgten zwei Waschgange mit Waschpuffer 3.
Danach wurde einmal mit Waschpuffer 4 und dreimal mit Waschpuffer 3 gewaschen.
Die Proteine wurden in viermal 0,5 ml Elutionspuffer eluiert und die Ausbeute sowie der
Reinheitsgrad wurden mittels SDS-PAGE bestimmt. Die Lagerung der Proben erfolgte
ebenfalls bei -20 °C.

¢) Aufreinigung als Inclusion Bodies

Da sowohl die Aufreinigung der 6His/SUMO- als auch der GST-Fusionsproteine keine
ausreichende Proteinmenge fir die Herstellung von Antikérpern lieferte, wurde noch
ein drittes Verfahren zur Gewinnung Uberexpremierter rekombinanter Proteine
angewendet. Bei dieser Methode werden wahrend der Uberexpression von Fremd-
proteinen in bakteriellen Zellen Einschlukérperchen, sogenannte Inclusion Bodies,
gebildet. Die aus vollstandig synthetisierten, denaturierten Proteinen bestehenden
Préazipitate sind nicht membrangebunden und wurden in der vorliegenden Arbeit nach
einem Protokoll der Firma ImmunoGlobe (Himmelstadt) isoliert.

Die Maxi-Expression und Zellpelettierung entsprach auch hier der im 6His/SUMO-
Protokoll beschriebenen Vorgehensweise. Zur Lyse wurde das Pellet in 80 ml
Lysepuffer resuspendiert und mit 200 mg Lysozym in 20 ml Lysepuffer versetzt. Nach
30-mindtiger Inkubtion auf Eis wurden 200 ml Detergenzpuffer zugegeben und es
erfolgte der Zellaufschluss mittels zehnminuatiger Ultraschallbehandlung (50% Intensitét
und 50 Zyklen). Nach anschlieBender Zentrifugation bei 5000 x g fur zehn Minuten
wurde der Uberstand verworfen, das amorphe Pellet in 200 ml Waschpuffer
resuspendiert und erneut zehn Minuten bei 5000 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde entfernt und es folgten weitere 4 bis 6 Waschschritte, bis sich ein festes, weil3es

Pellet gebildet hatte. Das Pellet wurde mit 200 ml 70%igem Ethanol (p. a.) gewaschen,
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in 5 ml 1 x PBS aufgenommen und zehn bis 30 Minuten mit Ultraschall behandelt, bis
die aufgebrochenen Proteinaggregate klein genug waren, eine 23-G-Nadel zu
passieren. Reinheit und Konzentration wurde mit Hilfe der SDS-PAGE (siehe 2.2.3.4)

ermittelt, die aufgereinigten Inclusion Bodies wurden bei -20 °C gelagert.

2.2.3.3 Herstellung von Antikorpern

Die Herstellung spezifischer PfCCp5 und PfFNPA-Antikérper war Vorraussetzung fir
eine Vielzahl der in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Untersuchungen. Dazu
wurden rekombinante PfCCp5- und PfFNPA-Proteine exprimiert und als Inclusion
Bodies aufgereinigt und anschlieRend die Konzentration bestimmt (siehe Kapitel
2.2.3.2 und 2.2.3.4). Daruber hinaus wurde ebenfalls rekombinantes, 6His/SUMO-
fusioniertes PfCCp5rp2 unter Verwendung von Nickel-NTA-Agarose aufgereinigt. Fir
die Herstellung von Antikdrpern wurden sechs Wochen alte NMRI-Mause mit den so
gewonnen rekombinanten Proteinen immunisiert. Die Immunisierungen wurden
freundlicherweise von Frau Dr. rer. nat. Carina Wagner, Frau Dipl. Biol. Nina Simon
Frau Ludmilla Solugub und von Frau Stefanie Weiss durchgefihrt.

Hierfir wurde in einem Dreifachansatz 100 ug des jeweiligen rekombinanten Proteins
in sterilfiltriertem 1 x PBS aufgenommen, anschlieBend 1:1 mit Freund’'s-incomplete-
Adjuvans (300 ul Endvolumen) vermischt und den Mausen subdermal in drei Depots
injiziert. Diese Immunisierung wurde nach vier Wochen wiederholt. Zehn Tage nach
der zweiten Immunisierung wurden die Tiere durch Punktur des Herzmuskels
ausgeblutet. Dazu wurden die Mause mit Ketamin/Xylazin nach Herstellerangaben
anasthesiert. Die so gewonnenen ca. 1,5 bis 2 ml Vollblut mussten zur Gerinnung eine
Stunde bei RT ruhen und anschlieRend zehn Minuten bei 1300 x g abzentrifugiert
werden. Nach Abnahme des Serums wurde dieses mittels Western Blot an dem
jeweiligen rekombinanten Protein bzw. an Parasitenlysat und in Immunfluoreszenz-
studien getestet. Antiseren, welche eine ausreichend spezifische Bindung an das
entsprechende rekombinante und native Protein zeigten, konnten fir weiter gehende
Studien verwendet werden und wurden bei -20 °C gelagert. Des Weiteren wurde der
Firma Biogenes (Berlin) tUberexprimiertes und aufgereinigtes 6His/SUMO-fusioniertes

PfCCp5rp2, zur Herstellung von polyklonalem Antiserum in zwei Mausen, zugesandt.
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2.2.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, SDS-Gelfarbung sowie

-Konservierung und Bestimmung der Proteinkonzentration

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) kénnen einzelne
Proteine eines Proteingemisches anhand ihrere Grof3e aufgetrennt werden. Die
Trennung erfolgt im elektrischen Feld, wobei kleine Proteine die Siebstruktur der
Polyacrylamidmatrix leichter passieren kdonnen als groRe. Bevor die Proteine im
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt werden kénnen, missen sie mit einer negativen Ladung
versehen und ihre Sekundéar- bzw. Tertiarstruktur durch Denaturieung muss zum
Zwecke der Linearisierung zerstort werden. Zur Denaturierung wird das Proben-
gemisch bei 95°C unter Verwendung des anionischen Detergenz Sodium-
dodecylsulfat (SDS) und dem Reduktionsmittel p-Mercaptoethanol erhitzt.
Reduzierende Thiolverbindungen, wie z.B. Dithiothreitol (DTT), kénnen zusatzlich
Disulfidbriickenbindungen spalten. In der vorliegenden Arbeit wurde eine
diskontinuierliche Elektrophorese mit einem Lammli-Puffersystem (Lammli, 1970)
verwendet. Die Polyacrylamidmatrix bestand hierbei aus einem einem hochprozentigen
Trenngel (12%), welches mit einem niederprozentigen Sammelgel (5%) Uberschichtet
wurde. In dem weitmaschigen Sammelgel werden die Proteine, aufgrund seines zum
Trenngel abweichenden pH-Wertes, zunachst konzentriert. Im Trenngel werden die
Porteine dann, entsprechend ihres Molkulargewichts separiert und sind als scharfe
Banden sichtbar.

Zur Herstellung des Gels wurde zunadchst das 12%ige Trenngel zwischen zwei
Glasplatten (1,0 mm Zwischenraum), welche in eine Mini-Protean-3-Station
eingespannt wurden, gegossen und mit destilliertem Wasser Uberschichtet. Die
Konzentration des Trenngels wurde dabei anhand der Gr6RRe der aufzutrennenden
Proteine (180 kDa bis 30 kDa) gewahlt. Das Gel wurde 20 Minuten bei RT
auspolymerisiert, das Wasser anschliel3end entfernt und das Trenngel wurde mit dem
5%igen Sammelgel Gberschichtet. Zur Formung von Taschen wurde in das Sammelgel
ein Kamm eingesetzt. Das als Polymerisationsstarter dienende 10%ige APS und der
Radikalstabilisator TEMED wurden jeweils erst kurz vor dem GieRen zu beiden
Gellésungen (siehe Kapitel 2.1.5) gegeben. Nach weiteren 15 Minuten Inkubation bei
RT wurde das auspolymerisierte Gel in eine Mini-Protean-3-Apparatur eingespannt und
in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Die Kammer wurde mit 1 x PAGE-Laufpuffer
befillt und der Kamm wurde gezogen.

Die Proben wurden vor dem Auftragen 1:1 mit 2 x SDS-Probenpuffer mit 25 mM DTT
gemischt und zehn Minuten bei 95 °C denaturiert. Nach Abkihlung auf Eis wurden
diese sodann in die Taschen gefillt. Ein Molekulargewichtsstandard mit Proteinen

bekannter GrolRe diente als Kontrolle (siehe Kapitel 2.1.10). Um die Proteine im
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Sammelgel zu konzentrieren, wurde zunachst fir 20 Minuten eine Spannung von 85 V
angelegt. Hatten die Proben die Trenngelgrenze erreicht, wurde die Spannung auf
125V erhoht und die Elektrophorese wurde fir eineinhalb Stunden fortgefiihrt. Zur
Analyse des Reinheitsgrades sowie zur Bestimmung der Konzentration nach erfolgter
Uberexpression von Proteinen wurde das Gel anschlieRend mit GelCode®-Blue-Stain
gefarbt. Vorbereitend zur Farbung eines SDS-Gels mit GelCode®-Blue-Stain wurde
dieses dreimal funf Minuten in H,Opigest gewaschen. AnschlieBend wurde das Gel eine
Stunde bei RT in der Farbeldsung schittelnd inkubiert. Durch erneutes, mindestens
einstindiges Waschen in H,Opigest Wurde Uberschissige Féarbeldsung entfernt bis die
einzelnen Proteinbanden deutlich zu erkennen waren.

Zur Konservierung wurden die geféarbten Gele eine halbe Stunde in einer Lésung aus
20%igem Ethanol mit 10% Glyzerin schittelnd aquilibriert und anschlielend zwischen
zwei Zellophanfolien, welche zuvor zwei Minuten in HyOpigest VOrgequollen wurden,
gelegt. Die so praparierten Gele wurden in einen Rahmen gespannt und 24 Stunden
bei RT getrocknet.

Durch visuellen Vergleich der Bandendicke der aufgereinigten Proteine mit denjenigen
des Molekulargewichtsstandards konnte im Anschluf3 ihre Konzentration abgeschatzt
werden. Bei 5 uyl Gelauftrag entsprach laut Herstellerangaben jede Proteinbande des
GroRenstandards einer Konzentration von 1 ug. Fur die Immundetektionen im Western
Blot wurden die aufgetrennten Proteine bzw. Zellysate hingegen auf eine Nitro-

zellulosemembran transferiert (siehe. Kapitel 2.2.3.5).

2.2.3.5 Western-Blot-Analyse

Fur die Immundetektion kdnnen mittels SDS-PAGE aufgetrennte Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen werden. Durch Anlegen einer elektrischen
Spannung binden diese infolge hydrophoper Wechselwirkungen an die Membran und
kénnen im Anschlu@ mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern gefolgt von einer
enzymatischen Reaktion detektiert werden. Hierflir wurde zuerst das SDS-Gel aus den
zwei Glasplatten herausgel6st, das Sammelgel vorsichtig entfernt und kurz in H;Opigest
geschwenkt. Zum Aufbau des Blots wurde auf das schwarze Gitter der
Transferkassette zunachst ein in Transferpuffer getranktes Vlies gelegt, auf welches
zwei in Transferpuffer getrankte Whatman-Filterpapiere platziert wurden (Abb. 2.19).
Auf diese wurde das Gel gelegt und die Membran wurde luftblasenfrei dariber
gedeckt. Es folgten zwei weitere Lagen Whatman-Filterpapier und ein weitereres Vlies.
Die Transferkassette wurde vorsichtig verschlossen und in einer Halterung in den

Puffertank eingesetzt, sodafd die Membran in Richtung Anode orientiert war.
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Abb. 2.19. Komponenten der Mini-Trans-Blot-Apparatur und Aufbau eines Western Blots.

Nach Einsetzen eines Kuhlelementes in den Tank wurde dieser mit Transferpuffer
gefillt. Der Proteintransfer erfolgte fir zwei Stunden bei 25 V bzw. lGber Nacht bei
15 V. Nach Abschluld des Transfers wurde die Membran kurz in TBS geschwenkt. Zur
Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran mit einer Lésung aus
1%gen BSA in 5% TBSM eine Stunde bei RT oder tber Nacht bei 4 °C unter
Schwenken inkubiert. Nach zwei zehnminitigen Waschschritten in TBS erfolgte die
Inkubation mit dem in 3% TBSM verdinnten Primarantikorper fir zwei Stunden bei RT
oder Uber Nacht bei 4 °C auf der Wippe. Ungebundener Antikérper wurde durch
funfmindtiges Waschen in 3% TBSM, zweimal zehnminitiges Waschen in 3% TBSM
mit 0,1% Tween und erneutes finfmindtiges Waschen in 3% TBSM entfernt. Der an
alkalische Phosphatase gekoppelte Sekundarantikorper wurde im Anschluss ebenfalls
in 3% TBSM verdinnt und die Inkubation erfolgte entweder eine Stunde bei RT oder
tber Nacht bei 4 °C. Es schlossen sich ein zehnminutiger Waschgang in TBS, zwei
zehnminltige Waschgange in einer Lésung aus 0,1%igem Tween in TBS und ein
weiterer zehnminitiger Waschschritt in TBS an. Zur Erhéhung des pH-Wertes wurde
die Membran danach fur drei Minuten in Equilibrierungspuffer inkubiert, bevor die
Immundetektion erfolgte. Dazu wurde eine Tablette des Substrats der alkalischen

Phosphatase (NBT/BCIP) in 10 ml H,Opigest gelost und auf die Membran gegeben.
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Nach funf bis 20 Minuten wurde die enzymatische Farbreaktion mittels 20-mindtiges
Schwenkens in Stopp-Puffer beendet. An der Stelle, an dem Antikdrper gebunden
wurde, war nun eine viollett gefarbte Bande sichtbar. Zum Trocknen wurde die
Membran zwischen zwei Zellulosepapiere gelegt und anschlieend wurde diese mit

dem Scanner Perfection 4990 Photo eingescannt.

2.2.3.6 Interaktionsstudien mittels Ko-Immunprazipitationen

Um die Funktion und mdgliche Wechselwirkungen der PfCCp-Proteine genauer zu
analysieren, wurden sowohl Interaktionsstudien mittels Ko-Immunprazipitationen als
auch mittels Affinitdtschromatographiestudien durchgefiihrt (siehe Kapitel 2.2.3.7). Eine
Ko-Immunprazipitation (IP) dient dem Nachweis moglicher Wechselwirkungen nativer
Proteine untereinander. Hierfir werden spezifisch an das zu untersuchende Protein
bindende Antikérper (Kdder) einem Proteingemisch beigefligt. Durch anschlielRende
Zugabe von ProteinG-beads kann dann das zu untersuchende Protein samt seiner
mdglichen Interaktionspartner (Beute) aus dem Probengemisch prazipitiert werden.
Protein G ist ein Oberflachenprotein von Streptococcus spec., das an die Fc-Domane
von lgG-Immunglobulinen binden kann (Bjorck und Kronwall, 1984). Das Prinzip der
Ko-Immunprazipitation ist in Abb. 2.20 dargestellt. In der vorliegenden Arbeit wurden
Proteine aus dem Lysat reifer NF54-WT-Gametozyten prazipitiert und mittels Western
Blot analysiert. Zur Verhinderung von Protein-Degradationen wurden alle Arbeits-

schritte bei 4 °C bzw. auf Eis durchgeftihrt.

Anti-PfCCp5

Abb. 2.20. Prinzip einer Ko-Immun-

prazipitation am Beispiel von PfCCpb5.

Fur die Ko-Immunpréazipittion wurden aufgereinigte Gametozyten (pro Ansatz je
2 Kulturflaschen) jeweils in 200 pyl PBS-Mix aufgenommen (siehe Kapitel 2.2.1.7 und
2.1.5) und mit einem Zellhomogenisator zunachst in einem 1,5-ml-Reaktionsgefal’
mechanisch zerkleinert sowie durch einminttige Ultraschallbehandlung (50% Intensitat
und 50 Zyklen) aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden eine Minute bei 16.000 x g
abzentrifugiert, der proteinhaltige Uberstand wurde in ein frisches 1,5-ml-Reaktions-
gefall Gberfuhrt und zur Entfernung unspezifisch bindender Proteine 30 Minuten mit

8 ul neutralem Mauseserum rotierend inkubiert. AnschlieRend wurden dem Gemisch
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20 ul ProteinG-beads zugeben und eine Stunde unter Rotation inkubiert. Nach
erneuter Zentrifugation fiir eine Minute bei 3000 x g wurde der vorgereinigte Uberstand
in ein neues 1,5-ml-Reaktionsgefal’ tberfihrt und mit dem entsprechenden Antikérper
(siehe Tab. 2.10) ein bis drei Stunden rotierend inkubiert. Im Anschluss wurden
20 ul ProteinG-beads zu dem Ansatz gegeben, welcher tber Nacht bei 4 °C unter
Rotation inkubiert und nachfolgend durch Zentrifugation bei 3000 x g fir finf Minuten
sedimentiert wurde. Das Pellet wurde 3 bis 5 mal in vorgekuhltem 1 x PBS gewaschen
und nachfolgend sofort in 25 pl PBS und 35 pl Probenpuffer mit 25 mM DTT
aufgenommen sowie bei 95 °C fur zehn Minuten erhitzt, kurz abgekihlt und in einem
SDS-Gel aufgetrennt. Dabei wurde pro Geltasche jeweils die Halfte der préazipitierten
Probe aufgetragen. Mittels spezifischer Antikérper erfolgt dann die Analyse mdglicher

Interaktionspartner im Western Blot (siehe Kapitel 2.2.3.5).

Tab. 2.10 Auflistung der in der IP verwendeten Antikérper und der eingesetzten Volumina

Antikérper Volumen
Anti-PfCCpl/1rpl 8 ul
Anti-PfCCp4/4rpl 20
Anti-PfCCp5/5rp2 32 ul
Anti-PfFNPA/FNPArp2 8 ul

Als Negativkontrolle wurden Ko-Immunprazipitationen unter Verwendung spezifisch
gegen das ER assoziierte Pf39-Protein gerichtete Antikdrper verwendet (Templeton
etal.,, 1997). Pf39 sollte aufgrund seiner Lokalisation nicht mit Proteinen der
parasitophoren Vakuole interagieren kénnen. Als weitere Negativkontrolle wurde eine
Immunprézipitation unter Verwendung von 1x PBS anstatt des PrimarantikGrpers
verwendet und nachfolgend im Western Blot mit Antiseren gegen PfCCpl detektiert.
Als Paositivkontrolle wurden Ko-Immunpréazipitationen und anschlieRend Western-Blot-
Analysen durchgefihrt, indem der an die ProteinG-beads bindende Antikérper und der
zur  Detektierung verwendete  Antikdrper  (Anti-PfCCp5/5rp2  bzw.  Anti-
PfFNPA/FNPArp2) identisch waren. Diese Positivkontrolle diente dem Nachweis der
Anweseinheit der PfCCp5- und PfFNPA-Proteine im jeweiligen Prazipitat.

2.2.3.7 Interaktionsstudien mittels Affinitatschromatographien

Anhand von Affinitdtschromatographien koénnen im Gegensatz zu Ko-

Immunprazipitationen direkte Wechselwirkungen zwischen den Doméanen einzelner
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rekombinanter Proteine untersucht werden. Die durchgeflhrten Affinitatschromato-
graphiestudien wurden an ausgewahlten rekombinanten PfCCp-Domanen, nach dem
Kdder-Beute-Prinzip, vorgenommen (Abb. 2.21). Hierfir wurde in der eigenen
Arbeitsgruppe ein Set rekombinanter PfCCp-Doménen sowohl als 6His/SUMO- als

auch als GST-Fusionsproteine kloniert.

Glutathion-Sepharose

Kdder: Rekombinantes GST-Fusionsprotein

Beute: Rekombinantes 6-His/SUMO-Fusionsprotein

ungebundene, bakterielle Proteine

SDS-PAGE und Western Blot

Abb. 2.21 Schemadarstellung einer Affinitdtschromatographie nach dem Kdder-Beute-Prinzip.

Quelle: N. Simon, veréandert.

Fur die in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Affinitatschromatographiestudien
wurden die rekombinanten PfCClrpl, PfCC3rpl, PfCC3rp3 und PfCC3rp4 als GST-
Fusionsproteine sowie die rekombinanten PfCCbrpl, PfCC5rp2, PfFNPArpl und
PfFNPArpl als 6His/SUMO-Fusionsproteine in einer Maxi-Expression mit einem
Endvolumen von 3000 ml Gberexprimiert (siehe Kapitel 2.2.3.1). Zur Verhinderung von
Protein-Degradationen wurden alle nach-folgenden Arbeitsschritte bei 4 °C bzw. auf
Eis durchgefiihrt. Das Bakterienpellet wurde zundchst unter Verwendung von
Lysepuffer (siehe Kapitel 2.1.5) sowie drei Zyklen French® Press (1200 psi Druck)
aufgeschlossen. Nach zweiminitiger Ultraschallbehandlung (50% Intensitdt und
50 Zyklen) erfolgte die Trennung des proteinhaltigen Uberstandes der GST-
Fusionsproteine mittels Zentrifugation (siehe Kapitel 2.2.3.2). Dieser wurde mit 500 pl
Glutathion-Sepharose versetzt und tber Nacht unter Rotation inkubiert. Sodann wurde
der mit Glutathion-Sepharose versetzte Uberstand jeweils eines GST-fusionierten
PfCCp-Proteins auf eine PolyPrep®-Saule gegeben, damit sich die an die Glutathion-
Sepharose gebundenen Proteine am Grund der Saule aufkonzentrierten.
Ungebundene Proteine wurden durch drei nachfolgende Waschungen mit gekihltem
1 x PBS entfernt. AnschlieRend wurde auf die Saule der Uberstand eines uber-

exprimerten 6His/SUMO-fusionierten PfCCp-Proteins gegeben und der Durchfluss
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wurde verworfen. Die Saule wurde danach finfmal mit 1 x PBS gewaschen und die
Elution erfolgte dreimal in jeweils 3 x 500 yl GST-Elutionspuffer.

Bei einer Ko-Elution, d. h. also bei einer Interaktion der beiden rekombinanten PfCCp-
Doméanen konnten mittels Western-Blot-Analyse unter Verwendung der an alkalische
Phosphatase gekoppelten Anti-His- und Anit-GST-Antikorper sowohl das GST-
Fusionsprotein (Koder) als auch das gebundene 6His/SUMO-Fusionsprotein (Beute)
nachgewiesen werden. Fand jedoch keine Interaktion statt, wurde das 6His/SUMO-
Fusionsproteine ausgewaschen und eine Ko-Elution war nicht méglich. In diesem Falle
war keine 6His-Bande im Western Blot detektierbar (siehe Kapitel 2.2.3.5). Alle
Affinitatschromatographien wurden mindestens dreimal wiederholt. Der Durchfluss des
letzten Waschschrittes vor der Elution wurde ebenfalls mittels Western Blot analysiert.
Er diente der Kontrolle, dass ungebundene Proteine vollstandig von der Saule gespult
wurden. Der Durchfluss der tGberexprimierten rekombinanten GST- und 6His/SUMO-
fusionierten Proteine diente als Positivkontrolle der Uberpriifung eines ausreichenden
Expressionsniveaus der rekombinanten Proteine und wurde stets im Western Blot
mitgefuhrt. Die Expression der rekombinanten Proteine wurde aufRerdem eingehend
jeweils mit Hilfe einer SDS-PAGE und nachfolgender Gelfarbung kontrolliert und diente
als zusatzliche Positivkontrolle. Darlber hinaus wurde eine Bindung des GST- und des

6His/SUMO-Fragments Uberprift und ausgeschlossen.

2.2.3.8 Viabilitatstest an asexuellen P.-falciparum-Blutstadien

Im Rahmen des SFB 630 synthetisierte Inhibitoren wurden auf ihre antiplasmodiale
Aktivitdt mit Hilfe des Malstat-Vialibitatsassays im Mikrodilutionsverfahren getestet. Der
Malstat-Assay beruht auf dem Nachweis von Plasmodium-spezifischer Laktatdehydro-
genase (pLDH), die im Gegensatz zur humanen Laktatdehydrogenase (hLDH)
3-Acetylpyridin-Adenin-Dinukleotid (APAD) als NAD-Analog verwenden kann. Der
pLDH wird APAD zusammen mit Laktat angeboten und die Laktatgarung anschlieRend
durch eine Farbemethode nachgewiesen (Goodyer et al., 1997; Makler et al., 1993,
1998). Die pLDH ist ein essentielles Enzym in der anaeroben Glykolyse von
P. falciparum. Sie katalysiert die Reduktion von Pyruvat unter Verbrauch von
NADH + H* zu Lactat und ist damit letztlich fiir die Bereitstellung von ATP wahrend der
asexuellen erythrozytaren Entwicklungsphase des Erregers verantwortlich. Das
gebildete NAD® steht anschlieRend fir den weiteren Ablauf der Glykolyse zur
Verfigung. P. falciparum nutzt hierbei den Glucoseabbauweg der Erythrozyten und
exprimiert die zur hLDH homologe pLDH, welche jedoch 200fach schneller APAD

umsetzen kann als NAD" (Gomez et al., 1997). Im Malstat-Assay findet eine Ruck-
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reaktion von Laktat zu Pyruvat unter Verwendung des NAD*-Analogs APAD statt und
entstandenes APAD + H” fiihrt, nach Zugabe des Substrates NBT, zu einem violetten
Farbumschlag des Mediums in Anwesenheit vitaler Parasiten. Der Test ist somit ein
sehr sensitives (Detektierung bis zu 0,1% Parasitamie), quantitatives Verfahren mit der
diejenige Hemmstoff-Konzentration, bei der das Laktat-dehydrogenase-Enzym
halbomaximal gehemmt (ICsp-Konzentration) wird, bestimmt werden kann. Zur
Durchfiihrung eines Viabilitatstests mit den erhaltenen Inhibitoren waren folgende

Arbeitsschritte notig.

a) Einstellung der Parasitdmie und Ausplattieren in 96-Loch-Mikrotiterplatten

Fur den Viabilitatstest wurden synchronisierte, asexuelle P.-falciparum-3D7-Parasiten
verwendet, welche sich im Ring- bzw. Trophozoitenstadium befanden (siehe Kapitel
2.2.1.5). Die Parasitamie der gewiinschten Stammkultur wurde hierfir mittels Giemsa-
Ausstrich bestimmt und durch entsprechende Verdiinnung mit AlbouMax™Il-Medium mit
humanen Erythrozyten (Blutgruppe A, Rhesusfaktor positiv, 5% Hamatokrit) auf
1% Parasitdmie eingestellt (siehe Kapitel 2.2.1.5). Pro Loch einer 96-Loch-Mikrotiter-

platte wurden dann 180 pl der verdinnten Kultur ausplattiert.

b) Herstellung einer Mikrodilutionsreihe der getesteten Inhibitoren

Der Messbereich der in der vorliegenden Arbeit getesteten Peptidomimetika lag
zwischen 100 uM und 10 pM (logarithmisch aquidistant, log10). Dazu wurden von
jedem Inhibitor Stammlésungen in einer Konzentration von 20 mM in 100% DMSO
hergestellt, die bis zur weiteren Verwendung unter Lichtabschluss bei 4°C gelagert
wurden. Zur Ermittlung der halbmximalen Hemmkonzentration wurden die Stamm-
[6sungen der einzelnen Substanzen dann zunéchst 1:20 in AlbuMax™II-Medium
verdiinnt (Dilution A1; 10° mM). Die Dilution A1 wurden anschlieRend 1:10 in 5%igem
DMSO-Medium verdiinnt (Dilution A2; 10" mM). Alle weiteren Dilutionen wurden
jeweils aus der vorherigen durch eine 1:10 Verdinnung in 5%igem DMSO-Medium
hergestellt (A3-A8; 102 mM-10" mM; Abb. 2.22 A). Durch Zugabe von 20 ul der
jeweiligen Verdinnungsstufe zu 180 pl Kultur wurde eine Endkonzentration von
10 * mM-10® mM Substanz und 0,5% DMSO pro Loch erreicht.

Der Messbereich der in den Viabilitdtstest eingesetzten Etacrynséurederivate lag
zwischen 1 mM und 10 pM. Dazu wurden Stammlésungen mit einer Konzentration von
200 mM in 100% DMSO hergestellt. AnschlieBend wurden die Stammlésungen der
Substanzen 1:20 in AlbuMax™ll-Medium verdiinnt (Dilution A1; 10* mM). Dilution Al
wurde nachfolgend 1:10 in 5%igem DMSO-Medium verdiinnt (Dilution A2; 10° mM).
Die folgenden Dilutionen wurden ebenfalls jeweils aus der vorherigen durch eine 1:10
Verdiinnung in 5%igem DMSO-Medium hergestellt (A3-A9; 10" mM-10" mM; Abb.
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2.22 B), sodass eine Endkonzentration von 10° mM-10®mM Substanz und
0,5% DMSO pro Loch erreicht wurde.

Da mit diesen Verdinnungsstufen eine exakte Bestimmung der ICs-Konzentration
jedoch nicht moglich war, wurden in einer weiteren Testreihe Dilutionen mit einem
MeRbereich von 10° mM-10*mM gewahlt, wobei zwischen 1 mM und 100 pM
zusatzliche, logarithmisch equidistante Dilutionsstufen eingefiihrt wurden. Hierzu
wurden, ausgehend von der Konzentrationsstufe A1 (10 mM), 4:5 Verdinnungen
(A2-A11; 10°° mM-10° mM; Abb. 2.22 C) in 5%igem DMSO-Medium angefertigt. Von

der entsprechenden Dilution wurden dann ebenfalls 20 pl zu 180 pl Kultur gegeben.

A 1:20 1:10 1:10 1:10
in in in in
AlbuMax™!I- 5%igem 5%igem 5%igem
Medium DMSO-Medium DMSO-Medium DMSO-Medium
Stammlésung  Verdunnung Al Verdunnung A2 Verdunnung A3 Verdinnung A8
20 mM 109 mMm 101 mMm 102 mM 107 mM
100 % DMSO 5 % DMSO 5 % DMSO 5 % DMSO 5 % DMSO
B . . ) )
1:20 1:10 1:10 1:10
in in in in
AlbuMax™1I- 5%igem 5%igem 5%igem
Medium DMSO-Medium DMSO-Medium DMSO-Medium
Stammlésung  Verdunnung Al Verdunnung A2 Verdunnung A3 Verdinnung A9
200 mM 101 mMm 100 mm 101 mMm 107 mM
100 % DMSO 5 % DMSO 5 % DMSO 5 % DMSO 5 % DMSO
c 1:20 4:5 4:5 4:5
in in in in
AlbuMax™!I- 5%igem 5%igem 5%igem
Medium DMSO-Medium DMSO-Medium DMSO-Medium
Stammldésung  Verdinnung Al Verdiinnung A2 Verdiinnung A3 Verdiinnung A1l
200 mM 101mM 1009 mM 1098 mM 100 mMm
100 % DMSO 5 % DMSO 5 % DMSO 5 % DMSO 5 % DMSO

Abb. 2.22. Schema zur Herstellung der Verdiinnungsreihen der getesteten Inhibitoren fur den
Vaibilitatstest an asexuellen P.-falciparum-Blutstadien. A. Verdinnungsschema fur die
Bestimmung der halbmaximalen Hemmkonzentration der Peptidomimetika B. und C.
Verdunnungsschema fur die Bestimmung der halbmaximalen Hemmkonzentration der
Etacrynsaurederivate vor (B) und nach Einfuhrung (C) zusétzlicher Dilutionsstufen zwischen
1 mM und 100 uM.
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Alle oben angefihrten Arbeitschritte wurden unter einer Sterilbank durchgefihrt. Zur
Validierung des Messergebnisses wurde jede Dilutionsstufe in einer Vierfach-
Bestimmung getestet und der Test wurde dreimal wiederholt. Als Referenz wurden
sowohl mit 0,5% DMSO-Medium (Negativkontrolle) behandelte 3D7-P.-falciparum-
Blutkulturen als auch mit Chloroquin-Medium (Positivkontrolle) behandelte
3D7-P.-falciparum-Blutkulturen mitgefiihrt. Des Weiteren wurde eine Chloroquin-
Verdiinnungsreihe mit einer Endkonzentration von 10" mM-10® mM hergestellt und an
synchronisierten, asexuellen P.-falciparum-3D7-Parasiten getestet und mit den
Literaturwerten verglichen.

Nach dem Ausséen der 1%igen P.-falciparum-3D7-Stammkultur in 96-Loch-Mikrotiter-
platten und der Zugabe der Inhibitoren wurden diese in einen befeuchteten, luftdichten
Exsikator Gberfuhrt und fir eine Minute mit 5% CO,/5% O, in N, begast. Der Exsikator
mit den Platten wurde im Anschluss fiir 72 Stunden Brutschrank bei 37°C inkubiert.

c) Durchfiihrung des Malstat-Viabilitatsassays

Nach Ablauf der Inkubationszeit von 72 Stunden wurden die Platten aus dem Exsikator
entnommen und die Kulturen in den Loch-Vertiefungen im eigenen Medium
resuspendiert. Von der Zellsuspension wurden 20 uyl mit Hilfe einer Multikanal-Pipette
in eine neue 96-Loch-Mikrotiterplatte Uberfihrt. Pro Loch wurden sodann 100 ul
Malstat-Losung sowie 20 pl eines 1:1 Gemisches aus NBT-Lésung und Diaphorase-
Ldsung zugeflgt und die Platten wurden fir 30 bis 50 Minuten schittelnd inkubiert, bis
die parasiten-positiven Vertiefungen eine violette Farbung aufwiesen (Abb. 2.23).

AnschlieBend wurde die Farbreaktion sofort bei einer Wellenlange von 630 nm im

ELISA-Reader gemessen.

Abb. 2.23. Beispiel einer mit Inhibtor inkubierten
P.-falciparum-3D7-Blutkultur nach Druchfiihrung des

o A

et
e e

O Malstat-Assays. Der violette Farbumschlag zeigt das
- VI VS R LR R R A

Vorhandensein von vitalen Parasiten an.

Die Messergebnisse wurden mit dem GraphPad Prism4 Programm ausgewertet und
die ICso-Konzentration wurde bestimmt. Dabei wurde von jeder Vierfach-Bestimmung
der Mittelwert aus den gemessenen Werten der Optischen Dichte (OD) gebildet und
die Standardabweichung bestimmt. Die mit Chloroquin-Medium sowie mit 5%igem
DMSO-Medium behandelten Kontrollen zeigten die korrekte Einhaltung der

Kulturbedingungen bzw. mdgliche Wachstumsstérungen der verwendeten Kultur an.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung von PfCCp5 und PfFNPA im

Lebenszyklus von P. falciparum

3.1.1 Klonierung, Expression und Aufreinigung rekombinanter PfCCp5-
und PfFNPA-Proteine

Zur Herstellung polyklonaler Antikorper in Mausen fur nachfolgende Analysen der
Proteinexpression von PfCCp5 sowie PfFNPA war die Klonierung, Expression und
Aufreinigung entsprechender rekombinanter Proteine notwendig. Zundchst mussten
dazu domaneniberspannende PfCCp5- und PfFNPA-Regionen unter Verwendung von
gDNA, welche aus asexuellen NF54-WT-Blutstadien isoliert wurde, amplifiziert werden.
Uber die Restriktionsschnittstellen BamHI sowie Notl wurden dann die erhaltenen
Fragmente entweder in den pSUMO/pSMTS3- oder den pGex-4T-1-Expressionsvektor
ligiert (siehe Kapitel 2.2.2.2 bis 2.2.2.9 und 2.2.2.11). Der pSUMO/pSMT3-Vektor
besitzt ein 6His/SUMO- und der pGex-4T-1-Vektor besitzt ein GST-Fusionsfragment
fur die Aufreinigung der jeweiligen Fusionsproteine mittels Nickel-NTA-Agarose bzw.
Glutathion-Sepharose nach erfolgter Uberexpression. Die relative Position der PfCCp5-
bzw. PfFNPA-Fragmente ist in Abb. 3.1 dargestellt. Die GréRen der amplifizierten
DNA-Fragmente und die daraus resultierende molekulare Masse der rekombinanten

Proteine sind in Tab. 3.1 angegeben.

PfCCp5 o/En2— Anth =] LCCL |

5rpl 5rp2

PFFNPA

FNPArp1

—
FNPArp2

——

y 3
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3
v

Abb. 3.1. Relative Position der amplifizierten DNA-Fragmente zur Herstellung rekombinanter
PfCCp5- und PfENPA-Proteine. Quelle: Dr. phil. nat. G. Pradel, verdndert.
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Tab. 3.1. GroRRe der DNA-Fragmente sowie die molekulare Masse der rekombinanten Proteine

Bezeichnung FragmentgroRRe molekulare Masse in molekulare Masse in
in bp kDa inkl. GST- kDa inkl. 6His/SUMO-
Fragment (26 kDa) Fragment (13 kDa)
PfCCp5rpl 1033 - 53
PfCCp5rp2 1185 - 60
PfFNPArpl 1144 - 56
PfFNPArp2 1345 77 64

Die Amplifikation der PfCCp5rp2-, PfFNPArpl- und PfFNPArp2-Konstrukte sowie
deren Klonierung in den pSUMO/pSMT3-Vektor waren bereits von Frau Dr. Gabriele
Pradel am Weill Medical College in New York durchgefuihrt worden. In der vorliegenden
Arbeit wurde zusatzlich PfCCp5rpl als 6His/SUMO-Fusionsprotein und PfFNPArp2 als
GST-Fusionsprotein hergestellt. Fir beide rekombinanten Konstrukte wurde die
korrekte Nukleinsdureabfolge jeweils eines Klons mittels Sequenzierung bestétigt und
das Expressionsvermégen aller korrekten Klone des jeweiligen rekombinanten Proteins

wurde getestet.

3.1.1.1 Expression rekombinanter PfCCp5- und PfFNPA-Proteine

Anhand von Mini-Expressionen wurde die Expression der rekombinanten Konstrukte
Uberprift. Nach Transformation in BL21-(DE3)-RIL-Bakterienzellen wurden dazu
jeweils vier Klone von jeder Platte gepickt, in 3 ml LB-Medium unter Zugabe des
entsprechenden Antibiotikums Uber Nacht schittelnd inkubiert. Am néchsten Tag,
wurde, nach 1:5 Verdinnung der Doppelansatze, je eine der beiden identischen
Kulturen mit 0,75 mM IPTG induziert (siehe Kapitel 2.2.1.2 und 2.2.3.1). Die Analyse
der Proteinexpression erfolgte durch SDS-Page und Gelfarbung (siehe Kapitel 2.2.3.4).
Die vier uberexprimierten Klone des PfCCp5rpl-6His/SUMO-Konstrukts wiesen eine
Proteinbande auf, welche etwas hoher migrierte als errechnet. Die vier induzierten
Klone des PfCCp5rp2-6His/SUMO-Konstrukts wiesen hingegen alle eine Proteinbande
entsprechend der errechneten Hohe auf (Abb. 3.2). Bei der Expressionskontrolle fir
das PfFNPArpl1-6His/SUMO-Konstrukt konnte in den vier Klonen ebenfalls ein
Uberexprimiertes Protein detektiert werden, welches auf der errechneten Hohe von 56
kDa migrierte. Bei der Analyse der Expressionskontrolle des PfFNPArp2-6His/SUMO-
Konstrukts konnte fir alle Klone eine schwach exprimierte Proteinbande auf der

erwarteten Hohe von 64 kDa nachgewiesen werden (Abb. 3.3).
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A Klon 1 Klon 2 Klon 3 Klon 4 B Klon 1 Klon 2 Klon 3 Klon 4

+ - + -+ - + - + - + - + - +

Abb. 3.2. Expressionskontrolle der PfCCp5rpl- und PfCCp5rp2-6His/SUMO-Konstrukte. A. alle
vier analysierten Klone des PfCCp5rpl-6His/SUMO-Konstrukts exprimierten ein Protein,
welches eine etwas gréRere molekulare Masse aufwies als errechnet (53 kDa). B. Die vier
untersuchten Klone des PfCCp5rp2-6His/SUMO-Konstrukts exprimierten ein Protein
entsprechend der errechneten Masse von 60 kDa. +, IPTG-Induktion; -, ohne Induktion; Pfeil,

Uberexprimiertes Protein.

A Klon 1 Klon 2 Klon 3 Klon 4 B Klon 1 Klon 2 Klon 3 Klon 4

+ - + -+ - + - + - + - + - +

kDa kDa

72—
55—

Abb. 3.3. Expressionskontrolle der PfFNPArp1l- und PfFNPArp2-6His/SUMO-Konstrukte. A. alle
vier analysierten Klone des PfFNPArpl-6His/SUMO-Konstrukts exprimierten ein Protein, der
errechneten molekularen Masse von 56 kDa. B. Die vier untersuchten Klone des PfFNPArp2-
6His/SUMO-Konstrukts exprimierten nur schwach ein Protein entsprechend der errechneten

Masse von 64 kDa. +, IPTG-Induktion; -, ohne Induktion; Pfeil, Gberexprimiertes Protein.

Aufgrund des geringen Expressionsniveaus des PfFNPArp2-6His/SUMO-Konstrukts
wurde zusatzlich ein PfEFNPArp2-GST-Fusionsprotein hergestellt (siehe Tab. 3.1). Von
dem klonierten PfENPArp2-GST/pGex-Konstrukt wurden ebenfalls vier Klone in Bezug
auf ihre Fahigkeit zu exprimieren Uberprift, diese zeigten jedoch keine Uberexprimierte
Proteinbande auf der erwarteten Hohe von 77 kDa. FiUr die Maxi-Expression und
anschlieRende Proteinaufreinigung wurden daher nur die 6His/SUMO-Fusionsproteine
verwendet. Dazu wurde jeweils derjenige Klon, welcher die beste Expression aufwies,

ausgewahlt.



Ergebnisse 103

Die Maxi-Expression und die Aufreinigung der Proteine wurde wie in den Kapiteln
2.2.3.1 und 2.2.3.2 beschrieben durchgefiihrt und die Proteinelution erfolgte in viermal
0,5 ml Fraktionen mit Hilfe des 6His-Elutionspuffers. Wie die Analyse der Protein-
expression nach SDS-Page und Gelfarbung zeigte, lieferte die Aufreinigung der
6His/SUMO-Fusionsproteine nach Bindung an Nickel-NTA-Agarose nur eine geringe
Proteinmenge, die fir eine, wie in Kapitel 2.2.3.3 beschriebene, Immunisierung der

Mause nicht gentugend Material lieferte (Abb. 3.4).

A B C D
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Abb. 3.4. Analyse der Proteinaufreinigungen der 6His/SUMO-Fusionsproteine nach Bindung an
Nickel-NTA-Agarose. A. Die Aufreinigung der Maxi-Expression des PfCCp5rpl-6His/SUMO-
Konstrukts (Klons 2) enthielt nur eine geringe Menge rekombinantes PfCCp5rp1-Protein. B. Die
Elution des PfCCp5rp2-6His/SUMO-Konstrukts (Klon 1) wies ebenfalls nur eine geringe Menge
rekombinantes PfCCp5rp2-Protein auf. C. Die Aufreinigung von des PfFNPArpl-6His/SUMO-
Konstrukts (Klon 3) nach Maxi-Expression wies eine nur sehr geringe Menge an
rekombinantem PfFNPArpl-Protein auf. D. Nach Aufreinigung des PfFNPArp2-6His/SUMO-
Konstrukts (Klon 2) enthielt lediglich die erste Fraktion rekombinantes PfFNPArp2-Protein. E1;
Fraktion 1 der Protein-Elutionen; W, Kontrolle des letzten Waschschrittes mit Waschpuffer 3; D,
Kontrolle des Durchflusses nach Bindung an Ni-NTA-Agarose; Pfeil, Hohe des Uiberexprimierten

rekombinanten Proteins.

Da die Aufreinigungen der 6His/SUMO-Fusionsproteine mittels Nickel-NTA-Agarose
nur sehr begrenzte Proteinmengen lieferten, wurden flir die Immunisierung
rekombinante PfCCp5- und PfFNPA-Proteine nach erfolgter Maxi-Expression als
Inclusion Bodies aufgereinigt (siehe Kapitel 2.2.3.2). Wie die Analyse der
Proteinexpression nach SDS-Page und Gelfarbung zeigte, wies die Inclusion-Body-
Aufreinigung des rekombinanten PfCCp5rpl-6His/SUMO-Fusionsproteins eine
Konzentration von ca. 0,3 pg/pl und die Aufreiniung des PfCCp5rp2-6His/SUMO-
Fusionsproteins eine Konzentration von ca. 0,5 pg/ul auf (Abb. 3.5). Die
Aufreinigungen der PfFNPArpl-6His/SUMO- und der PfFNPArp2-6His/SUMO-
Fusionsproteine enthielten jeweils eine Konzentration von 0,3 ug/ul bzw. 1 pg/ul

Protein.
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s Abb. 3.5. Analyse der Proteinmenge nach
55 — W T- IT Inclusion-Body-Aufreinigung der rekombinanten
1 PfCCp5- und PfFNPA-Proteine. Die Ausbeute
betrug etwa 0,3 ug/ul fur PfCCp5rpl-6His/SUMO,
- ; etwa 0,5 pg/ul fur PfCCp5rp2-6His/SUMO, etwa
0,3 pg/ul fur PfENPArpl-6His/SUMO und etwa
1 pg/pl fir PIFNPArp2-6His/SUMO.

3.1.1.2 Test der Immunseren an rekombinanten Proteinen und an

P.-falciparum-NF54-Gametozytenlysat

Im Anschluss an die Aufreinigung als Inclusion Bodies wurden die rekombinanten
PfCCp5rpl-, PfCCp5rp2-, PfFNPArpl- und PfFNPArp2-6His/SUMO-Proteine zur
Immunisierung von je drei Mausen verwendet (siehe Kapitel 2.2.3.3). Der Test der
Antiseren erfolgte zundchst mittels Western-Blot-Analysen an 1.0 yg des entsprechen-
den rekombinanten Proteins. Fir alle Seren konnte eine spezifische Bindung an ihre
rekombinanten Proteine nachgewiesen werden (Abb. 3.6). Vor der Immunisierung
wurde den Mausen Schwanzblut abgenommen. Das daraus gewonnene neutrale
Mausserum diente als Negativkontrolle. Es wurde ebenfalls mittels Western-Blot-
Analyse an 1.0 ug rekombinantem PfCCp5rpl getestet und detektierte erwartungs-

geman keine Proteinbande.

> & & @@ Abb. 3.6. Western-Blot-Analyse der polyklonalen
\;?Q' Mausseren an ihren rekombinanten Proteinen. Die
m@ polyklonalen Seren gegen PfCCp5rpl und
PfCCp5p2  detektierten  Proteinbanden  der

kDa
= erwarteten molekularen Massen von 53 und 60
55 — kDa. Die Seren gegen PfFNPArpl sowie
43— PfFNPArp2  markierten  ebenfalls  Banden
34 — entsprechend der errechneten molekularen

Massen der rekombinanten Proteine (56 bzw. 64
kDa). An PfCCp5rpl getestetes neutrales

Mausserum (Pra-Mausserum) diente als Negativ-

kontrolle und detektierte keine Bande.
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AnschlieBend wurden diese Antiseren an aufgereinigten NF54-WT-Gametozyten auf
ihre Fahigkeit, ihr entsprechendes natives Protein zu erkennen, getestet. Des Weiteren
wurden die im Labor von Prof. T. J. Templeton (New York, USA) ebenfalls in Mausen
generierten Antiseren (anti-PfCCp5rp2TT und anti-PfFNPArp2TT) gegen die
rekombinanten PfCCp5rp2- und PfFNPArp2-6His/SUMO-Proteine an Lysaten von
aufgereinigten NF54-WT-Gametozyten getestet (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7. Western-Blot-Analysen der generierten PfCCp5- und PfENPA-Antiseren an NF54-WT-
Lysat aufgereinigter Gametozyten. Die polyklonalen Mausseren gegen PfCCp5rpl und
PfCCp5rp2 detektierten endogenes PfCCp5 (125 kDa) in NF54-WT-Gametozytenlysat. Das
polyklonale Mausserum anti-PfEFNPArpl und das Antiserum anti-PfFNPArp2TT erkannten
ebenfalls endogenes PfFNPA-Protein (100 kDa). Eine spezifische Bindung des Antiserums anti-
PfEFNPArp2 an PfFNPA-Protein unter Verwendung von NF54-WT-Gametozytenlysat konnte
nicht gezeigt werden. Als Positivkontrolle diente NF54-WT-Gametozytenlysat unter
Verwendung von polyklonalem Mausserum, welches endogenes PfCCplrpl (180 kDa)
erkannte. Als Negativkontrolle diente NF54-WT-Gametozytenlysat unter Verwendung von
neutralem Mausserum (Préa-Mausserum) bzw. Antiserum gerichtet gegen das 6His/SUMO-
Fragment. Polyklonale Mausseren: anti-PfCCp5brpl, anti-PfCCp5rp2, PfCCp5rp2TT, anti-
PfENPArp1, anti-PfENPArp2, anti-PfENPArp2TT, anti-PfCCplrpl und anti-6His/SUMO

Sowohl die Antiseren gegen PfCCp5rpl als auch gegen PfCCp5rp2 detektierten eine
Proteinbande, welche der errechneten molekularen Masse des endogenen PfCCp5-
Proteins entsprach (125 kDa). Mit dem in unserem Labor hergestellten und gegen
PfFNPArpl gerichteten Antiserum konnte ebenfalls ein Protein der erwarteten
molekularen Masse von 100 kDa fiur endogenes PfFNPA nachgewiesen werden. Von

den beiden Antiseren gegen PfFNPArp2 konnte nur fur anti-PfFNPArp2TT eine
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spezifische Bindung an endogenes PfFNPA gezeigt werden. Zusatzlich detektierte
sowohl das anti-PfFNPArpl als auch das anti-PfFNPArp2TT Antiserum jeweils eine
schwéchere Bande bei 150 kDa und bei etwa 64 kDa. Bei letzterem Produkt konnte es
sich um ein Prozessierungsprodukt von PfFNPA handeln. Jedoch kénnten die beiden
Proteinbanden auch auf eine unspezifische Kreuzreaktion zurlckzufuhren sein. Als
Positivkontrolle wurde polyklonales Mausserum gegen PfCCplrpl (180 kDa)
eingesetzt. Als Negativkontrollen dienten neutrales Mausserum und Antiserum
gerichtet gegen das 6His/SUMO-Fragment der rekombinanten Proteine. Beide

Negativkontollen detektierten hierbei wie erwartet keine Banden.

3.1.2 Expressionsanalysen der PfCCp5- und PfFNPA-Proteine

3.1.2.1 Analyse der Expression von PfCCp5 und PfFNPA auf RNA-Ebene

Fur die Transkriptanalyse von PfCCp5 und PfFNPA erfolgte die Isolation von RNA, wie
in Kapitel 2.2.2.10 beschrieben, aus Trophozoiten, Schizonten, Gametozyten,
Gameten und Zygoten der P.-falciparum-NF54-WT-Parasitenzelllinie sowie aus
Schizonten der P.-falciparum-F12-Parasitenzelllinie, welche keine Gametozyten bilden
kénnen. Die isolierte RNA wurde anschlieRend zur Transkriptanalyse mit Hilfe der
reversen Transkriptase (RT) in cDNA umgeschrieben und in eine diagnostische semi-
guantitative PCR mit 35 Zyklen eingesetzt (siehe Kapitel 2.2.2.2).

Die Analyse der semi-quantitativen PCR mittels Agarose-Gelelektrophorese zeigte ein
hohes Expressionsniveau von PfCCp5 in Schizonten, Gametozyten sowie Gameten
und ein geringeres Expressionsniveau in Zygoten von NF54-WT-Parasiten. Eine
Expression in Trophozoiten der NF54-WT-Parasiten und in Schizonten der
F12-Parasiten konnte nicht nachgewiesen werden. Die Expressionsanalyse von
PfFNPA auf mRNA-Ebene zeigte ein hohes Expressionsniveau in Gametozyten und
Gameten sowie ein geringeres Expressionsniveau in Zygoten von NF54-WT-Parasiten.
In Trophozoiten und Schizonten von NF54-WT-Parasiten und in Schizonten von
F12-Parasiten konnte kein Transkript nachgewiesen werden (Abb. 3.8). Zur Kontrolle
wurden Oligonukleotidpaare gegen PfAMA-1, welches in Trophozoiten und Schizonten
exprimiert wird (Peterson et al., 1989; Narum und Thomas, 1994; Hodder et al., 1996;
Marshall et al., 1996), gegen PfCCpl (Expression in Gametozyten und Makrogameten;
Pradel et al., 2004; Scholz et al., 2007), gegen Pfs25 (Expression in Makrogameten,
Zygoten und Ookineten; Vermeulen et al., 1986; Fries et al., 1990) und gegen Pfs28,
welches in Zygoten und Ookineten exprimiert wird (Duffy und Kaslow, 1997),

mitgefuhrt. Des Weiteren wurde genomische DNA fur die Positivkontrollen (+)
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verwendet und Reaktionen ohne DNA dienten als Negativkontrollen (-). AuRerdem
wurden als zusatzliche Kontrolle einer méglichen Verunreinigugn mit genomischer
DNA sowohl Anséatze mit (+) als auch ohne (-) Zufiigung von reverser Transkriptase

verwendet.
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Abb. 3.8. Stadienspezifische Transkriptanalyse von PfCCp5 und PfFNPA. Die Semi-quantitative
RT-PCR zeigte nach 35 Zyklen ein hohes Expressionsniveau von PfCCp5-mRNA in
aufgereinigten Schizonten, Gametozyten, Gameten und ein schwécheres in Zygoten von NF54-
WT-Parasiten. Eine Expression in Trophozoiten der NF54-WT-Parasitenzellinie sowie in
Schizonten der F12-Parasitenzellinie konnte nicht nachgewiesen werden. Die Transkriptanalyse
zeigte nach 35 Zyklen ein hohes Expressionsniveau von PfFNPA-mRNA in Gametozyten,
Gameten und ebenso ein schwacheres in Zygoten von NF54-WT-Parasiten. Keine Expression
von PfENPA konnte in Trophozoiten und Schizonten der NF54-WT-Parasitenzellinie sowie in
Schizonten der F12-Parasitenzellinie detektiert werden. Kontrollen: PFAMA-1, Trophozoiten und
Schizonten; PfCCpl, Gametozyten und Gameten; Pfs25, Gameten und Zygoten; Pfs28,
Zygoten; Positivkontrolle, gDNA (-); Negativkontrolle, ohne gDNA (-); +/-, Ansétze mit bzw. ohne
Zufuigung von reverser Transkriptase.

3.1.2.2 Stadienspezifische Expressionsstudien von PfCCp5 und PfFNPA
auf Proteinebene mittels Western-Blot-Analysen

Die stadienspezifischen Expressionsanalysen wurden mit den jeweiligen spezifisch
bindenden Antiseren (anti-PfCCp5rpl, anti-PfCCp5rp2, PfCCp5rp2 TT, anti-
PfFNPArpl und anti-PfENPArp2TT; siehe Kapitel 3.1.1.2) zun&chst mittels Western-
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Blot-Analysen durchgefuhrt. Hierfir wurden aufgereinigte NF54-WT-Trophozoiten,
Schizonten, Gametozyten, Gameten, sowie Zygoten verwendet. Die Expressions-
studien anhand von Western-Blot-Analysen zeigten, wie die oben beschriebenen RT-
PCR-Studien (siehe Kapitel 3.1.2.1), ein hohes Expressionshiveau in Gametozyten,
Gameten sowie ein schwacheres Expressionsniveau in Zygoten von PfCCp5. Das
aufgereinigte NF54-WT-Schizontenlysat wies ebenfalls eine, wenn auch schwache,
Proteinbande der erwarteten molekularen Masse vonl125 kDa fur PfCCp5 auf. In
NF54-WT-Schizontenlysat waren jedoch zusatzlich zwei Banden bei etwa 90 kDa und
bei etwa 80 kDa detektierbar. Bei diesen Produkten kénnte es sich ebenfalls um
Prozessierungsprodukte von PfCCp5 handeln. Jedoch kdnnten diese beiden
Proteinbanden ebenso auf eine unspezifische Kreuzreaktion zuriickzufiihren sein. Eine
Expression in Trophozoiten konnte nicht nachgewiesen werden. In Gametozyten und
Gameten konnte ebenso ein hohes Expressionsniveau fiir PfFNPA gezeigt werden,
wahrend in Zygoten eine schwachere Expression detektiert wurde. In Trophozoiten und
Schizonten war hingegen keine Proteinbande mit der fir PfFNPA erwarteten
molekularen Masse von 100 kDa detektierbar (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9. Stadienspezifische Western-Blot-Analysen polyklonaler Mausseren gerichtet gegen
PfCCp5- und PfFNPA. Die Western-Blot-Analysen an NF54-WT-Lysat aufgereinigter
Trophozoiten (T), Schizonten (S), Gametozyten (G), Gameten (GT) und Zygoten (Z) zeigten ein
hohes Expressionsniveau von PfCCp5 (125 kDa) in NF54-WT-Gametozyten- und
Gametenlysat, sowie eine schwache Expression in Zygoten- und Schizontenlysat. Die NF54-
WT-Gametozyten- und -Gametenlysate wiesen ebenfalls ein hohes Expressionsniveau des
PfENPA-Proteins (100 kDa) auf. Das Expressionsniveau von PfFNPA in NF54-WT-Zygotenlysat
war dagegen schwacher und in Trophozoiten- bzw. Schizontenlysat konnte keine Expression
nachgewiesen werden. Kontrollen (siehe Text): Pf39 (39 kDa), Trophozoiten, Schizonten und
Gametozyten; PfCCpl (180 kDa), Gametozyten und Gameten; Pfs25 (25 kDa), Zygoten.
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Polyklonale Mausseren gegen Pf39 und PfCCpl sowie polyklonales Kaninchenserum
gegen Pfs25 dienten als Kontrollen. Pf39 ist ein mit dem ER assoziiertes Protein und
wird in Trophozoiten, Schizonten und in Gametozyten exprimiert (Templeton et al.,
1997). Mittels des Pf39- und des PfCCpl-Antiserums konnte eine gleichmaRige
Proteinbeladung der Gelspuren in den entsprechenden Lysaten Uberpruft werden. Das
Pfs25-Antiserum, gerichtet gegen in Zygoten exprimiertes Pfs25-Protein, detektierte
neben der erwarteten Proteinbande von 25 kDa weitere Banden in NF54-Zygotenlysat,

bei denen es sich um Spaltprodukte des Pfs25-Proteins handelt.

3.1.2.3 Stadienspezifische Expressionsstudien von PfCCp5 und PfFNPA

auf Proteinebene mittels Immunfluoreszenzstudien

Weitere stadienspezifische Expressionsstudien von PfCCp5 und PfFNPA auf
Proteinebene  wurden anhand indirekter Immunfluoreszenz-Untersuchungen
durchgefuhrt (siehe Kapitel 2.2.1.9). Hierfir wurden die oben beschriebenen
polyklonalen Mausseren, (anti-PfCCp5rpl, anti-PfCCp5rp2, anti-PfCCp5rp2TT, anti-
PfENPArpl, anti-PfFNPArp2 und anti-PfFNPArp2TT) verwendet. Sowohl fir PfCCp5
als auch fur PfFNPA, konnte eine Expression in den Gametozytenstadien Il bis V
gezeigt werden (Abb. 3.10).

Beide Proteine weisen hierbei, ahnlich wie PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3, eine
oberflachenassoziierte Expression in Gametozyten auf (siehe Kapitel 1.4.2). Dabei war
eine punktierte Proteinverteilung von PfCCp5 und PfFNPA in den Gametozytenstadien
[I-V zu beobachten sowie, mit fortschreitendem Reifegrad der Gametozyten, eine
zunehmende Konzentrierung beider Proteine an den Polen der Parasiten. Eine
Freisetzung von PfCCp5 und PfFNPA nach Aktivierung der Gametozyten, wie es fur
PfCCp1l bis PICCp3 beschrieben wurde, konnte nicht nachgewiesen werden. Hingegen
zeigte sich auch auf der Oberflache von Makrogameten ein hohes Expressionsniveau
sowohl von PfCCp5 als auch von PfFNPA (Abb. 3.10). Eine Expression von PfCCp5
und PfFENPA in Gametozyten des Stadium | konnte nicht zweifelsfrei nachgewiesen
werden, da dieses Stadium morphologisch nicht von spaten Trophozoiten
unterscheidbar ist. Als Negativkontrollen wurden neutrales Mausserum und Mausseren
gegen das 6His/SUMO-Fragment verwendet, welche keine Markierung aufwiesen.
Immunfluoreszenzuntersuchungen zur Expressionsanalyse von PfCCp5 und PfFNPA
in asexuellen Stadien zeigten keine Expression der zwei Proteine in jungen Tropho-
zoiten (Abb. 3.11 A und B). Fur PfCCp5 konnte eine Expression in einem Tell
sequestrierter Schizonten detektiert werden (Abb. 3.12 A). Eine Expression von
PfFNPA war hingegen in Schizonten nicht detektierbar (Abb. 3.12 B).
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Abb. 3.10. Expressionsanalysen von PfCCp5 und PfFNPA auf Proteinebene.
Immunfluoreszenzstudien unter Verwendung polyklonaler Mausseren gegen PfCCp5 und
PfFNPA sowie eines Alexa-488-gekoppelten Sekundérantikbrpers (in Grin) zeigten eine
oberflachenassoziierte Expression. Dabei war eine punktierte Proteinverteilung von PfCCp5
und PfFNPA in den Gametozytenstadien 1I-V zu beobachten (mittlere und untere Reihe), sowie
eine zunehmende Konzentrierung beider Proteine an den Polen der Gametozyten in den
Stadien IV und V. In Makrogameten wiesen PfCCp5 und PfFNPA eine deutliche, ebenfalls
oberflachenassoziierte Expression auf. Giemsageféarbte Blutausstriche veranschaulichen die
morphologischen Unterschiede der Gametozytenstadien 1I-V und von Gameten (obere Reihe);
GrolRenangabe, 2 um.

PfCCp5 Evans Blue
PfENPA Evans Blue

Abb. 3.11. Expressionsanalyse von PfCCp5 und PfFNPA in Trophozoiten anhand von
Immunfluoreszenzuntersuchungen. A. Polyklonale Mausseren gegen PfCCp5 und
grunfluoreszierender Alexa-Fluor-488-gekoppelter Sekundarantikbrper detektierten in Immun-
fluoreszenzuntersuchungen keine Expression von PfCCp5 in Trophozoiten. B. Auch die
polyklonalen Mausseren gegen PfFNPA und des grinfluoreszierenden Alexa-488-Fluor-
gekoppelten Sekundarantikérpers detektierten keine Expression von PfFNPA in Trophozoiten.
Blau, Kernmaterialfarbung mit Hoechst Nuclear Stain; Rot, Gegenférbung der Erythrozyten mit

Evans Blue; ¥, Uberlagerung der Einzelbilder; GroRenangabe, 4 pm.
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A PfCCp5 DNA Evans Blue z

B PfENPA DNA Evans Blue z

Abb. 3.12. Expressionsanalyse von PfCCp5 und PfFNPA in Schizonten. A. Detektierung unter
Verwendung von polyklonalem Mausserum gegen PfCCp5 und dem grinfluoreszierenden
Alexa-Fluor-488-gekoppelten Sekundéarantikérper zeigte eine Expression von PfCCp5 in einem
Teil sequestrierter Schizonten. B. Immunfluoreszenzuntersuchungen mittels polyklonalem
Mausserum gegen PfFNPA und des Alexa-488-gekoppelten Sekundarantikdrpers (in Griin)
detektierten keine Expression in Schizonten. Blau, Kernmaterialfarbung mit Hoechst Nuclear
Stain; Rot, Gegenfarbung der Erythrozyten mit Evans Blue; ¥, Uberlagerung der Einzelbilder;

GrolRenangabe, 4 um.

Zur weiterfihrenden Expressionsanalyse von PfCCp5 bzw. PfFNPA in NF54-WT-
Gameten wurden Doppelmarkierungsstudien mit Pfalpha-Tubulin-II durchgefiihrt. Bei
Pfalpha-Tubulin-1l handelt es sich um ein Protein, welches spezifisch in mannlichen
Gametozyten und Mikrogameten exprimiert wird (Rawlings et al., 1992). Hierbei konnte
gezeigt werden, dass sowohl PfCCp5 als auch PfFNPA zwar in Mikrogametozyten
exprimiert werden, jedoch eine Expression in Mikrogameten nicht mehr feststellbar ist
(Abb. 3.13 A und B). Eine ausgepragte geschlechtsspezifische Expression beider
Proteine in rein weiblichen bzw. rein mannlichen Gametozyten war nicht feststellbar.
Doppelmarkierungsstudien mit Pfs25 (Vermeulen et al., 1986; Fries et al., 1990)
dienten der Untersuchung der Expression von PfCCp5 und PfFNPA in Zygoten und
Ookineten. Hierfir wurden Mitteldarme aus Anopheles-stephensi-Miicken 24 Stunden
nach Membranfitterung mit reifen NF54-WT-Gametozyten isoliert, auf einem
Objekttrager ausgestrichen und fir nachfolgende Immunfluoreszenzanalysen
10 Minuten in Methanol fixiert (siehe Kapitel 2.2.1.4).
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A PfCCp5 Pfatub II z

B PfFNPA Pfatub II

Abb. 3.13. Expressionsanalyse von PfCCp5 und PfFNPA in Gameten. A. Immunfluoreszenz-
untersuchungen mit Hilfe von polyklonalen Mausseren gegen PfCCp5 und dem Alexa-Fluor-
594-gekoppelten Sekundarantikorper (in Rot) sowie Antiseren gegen Pfalpha-Tubulin-1l und
dem Alexa-Fluor-488-gekoppelten Sekundarantikdrper (in Griin) zeigten eine Expression von
PfCCp5 in Makrogameten und Mikrogametozyten, jedoch nicht in Mikrogameten.
B. Immunfluoreszenz-Analysen mit Hilfe von polyklonalem Mausserum gegen PfFNPA und dem
Alexa-Fluor-594-gekoppelten Sekundéarantikdrper (in Rot) sowie Antiseren gegen Pfalpha-
Tubulin-1l und dem Alexa-Fluor-488-gekoppelten Sekundarantikdrper (in Griin) detektierten eine
Expression von PfFNPA in Makrogameten und Mikrogametozyten, allerdings nicht in
Mikrogameten. Der Pfeil markiert die Position eines Mikrogameten. %, Uberlagerung der

Einzelbilder; Gro3enangabe, 5 ym.

Die Expressionsanalyse von PfCCp5 zeigte eine schwache Expression in Zygoten und
im Verlauf der Ookinetenreifung konnte ein vélliger Rickgang der PfCCp5-Expression
beobachtet werden (Abb. 3.14). Analoge Beobachtungen konnten fur die Expression
von PfFNPA gemacht werden. Wahrend fur das PfFNPA-Protein anhand von
Immunfluoreszenzuntersuchungen in Zygoten noch ein schwaches Signal detektiert
werden konnte, war dieses Signal in Ookineten nicht mehr nachweisbar (Abb. 3.15).
Zur Unterscheidung der tetraploiden Ookineten mit den in ihrer Morphologie &hnlichen,
allerdings haploiden Gametozyten wurde das Kernmaterial mit Hoechst Nuclear Stain

angefarbt.
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Abb. 3.14. PfCCp5-Expressionsanalyse in Zygoten und Ookineten. Doppelmarkierungsstudien

PfCCp5

an Muckenmitteldarmen unter Verwendung von polyklonalem Mausserum gegen PfCCp5 und
dem Alexa-Fluor-488-gekoppelten Sekundarantikérper (in Griin) sowie Antiseren gegen Pfs25
und dem Alexa-Fluor-594-gekoppelten Sekundérantikérper (in Rot) zeigten eine schwache
Expression von PfCCp5 in Zygoten sowie einen vollstdndigen Rickgang der PfCCp5-
Expression wahrend der Ookinetenreifung. Blau, Kernmaterial gefarbt mit Hoechst Nuclear
Stain; %, Uberlagerung der Einzelbilder; GréRenangabe, 4 um.
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Abb. 3.15. PfFNPA-Expressionsanalyse in Zygoten und Ookineten. Doppelmarkierungsstudien

Pfs25

DNA

PfENPA

an Mickenmitteldarmen unter Verwendung von polyklonalem Mausserum gegen PfFNPA und
dem Alexa-Fluor-488-gekoppelten Sekundarantikérper (in Griin) sowie Antiseren gegen Pfs25
und dem Alexa-Fluor-594-gekoppelten Sekundarantikérper (in Rot) zeigten ebenfalls eine
schwache Expression von PfFNPA in Zygoten sowie einen Riickgang der PfFNPA-Expression
wahrend der Ookinetenreifung. Blau, Kernmaterial gefarbt mit Hoechst Nuclear Stain;

%, Uberlagerung der Einzelbilder; GroRenangabe, 4 um.

Fir die Untersuchung der zellularen Lokalistion von PfCCp5 und PfFNPA wurden
Immunfluoreszenz-Analysen unter Verwendung von PFA-fixierten NF54-WT-
Gamteozyten duchgefiihrt. Die Detektion erfolgte mittels polyklonaler Mausseren
gerichtet gegen PfCCp5 und PfFNPA und dem Alexa-Fluor-488-gekoppelten
Sekundarantikorper (siehe Kapitel 2.2.1.9) und es wurden anschlieBend Schicht-
aufnahmen anhand eines konfokalen Laserscanning-Mikroskops angefertigt. Die
Analyse der Stapelprojektionen (SP) sowie der jeweiligen medialen Schnitte (MS)

dieser Laserscanning-Aufnahmen lie3en sowohl auf eine intrazellulare Lokalisation als
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auch auf eine oberflachenassoziation von PfCCp5 und PfFNPA innerhalb der

parasitophoren Vakuole reiferer Gametozyten schlieRen (Abb. 3.16).

PfCCp5 PfENPA

MS

SP

Abb. 3.16. Immunfluoreszenz-Analysen anhand von konfokaler Laserscanning-Mikroskopie zur
Untersuchung der Expression von PfCCp5 und PfFNPA. Konfokale Laserscanning-Mikroskopie
unter Verwendung polyklonaler Mausseren gegen PfCCp5 und PfFNPA lie3 auf eine
Lokalisierung von PfCCp5 und PfFNPA (in Grin) innerhalb der parasitophoren Vakuole von
NF54-WT-Gametozyten schlieBen. MS, medialer Schnitt; SP, Stapelprojektion; Gré3enangabe,
2 um.

3.1.2.4 Ultrastrukturelle Lokalisation von PfCCp5 und PfFNPA

Zur Verifizierung der mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie beobachteten
oberflachenassoziierten Lokalistion von PfCCp5 und PfFNPA innerhalb der
parasitophoren Vakuole reiferer Gametozyten wurden weiterfihrende, detaillierte
Untersuchungen am Transmissionselektronenmikroskop durchgefuihrt. Fur die ultra-
strukturelle Lokalisierung der PfCCp5- und PfFNPA-Proteine in reifen Gametozyten
wurden zundchst Immunmarkierungen mittels ALP bzw. 12-nm-Goldpartikeln
angefertigt (siehe Kapitel 2.2.1.10). Es war jedoch praparativ nicht mdglich,
Goldpartikel in Gametozyten einzuschleusen. Mit Hilfe der ALP-Immunmarkierung
konnten hingegen Erkenntnisse tber die ultrastrukturelle Lokalisation von PfCCp5 und
PfENPA gewonnen werden. Die Prazipitate des ALP-Substrats am Lokalisationspunkt
von PfCCp5 und PfFNPA bestatigten hierbei neben einer intrazellularen Expression
beider Proteine ebenso eine oberflachenassoziierte Expression innerhalb der
parasitophoren Vakuole reifer Gametozyten (Abb. 3.17). Als Negativkontrolle wurde
eine ALP-Immunmarkierung unter Verwendung von neutralem Mausserum durch-

gefihrt, die keine Markierung zeigte.
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Abb. 3.17. Ultrastrukturelle Lokalisation von PfCCp5 und PfFENPA in reifen Gametozyten.
Immunoelektronenmikroskopische Analysen bestéatigten durch Prazipitate des ALP-Substrats
am Antigen (Pfeile) sowohl eine intrazellulare als auch eine oberflaichenassoziierte Lokalisation
von PfCCp5 (A) bzw. PfFNPA (B) innerhalb der parasitophoren Vakuole reifer NF54-WT-
Gametozyten. Zur Negativkontrolle wurde eine ALP-Immunmarkierung mit neutralem
Mausserum (C) durchgefiihrt, die keine Prazipitate des ALP-Substrats aufwies. HZ, Hamozoin;
M, Mitochondrium; N, Nukleus, OK, osmiophile Kérperchen; Grélienangabe, 2 um.

3.1.3 Herstellung von PfCCp5- bzw. PTEFNPA-KO- sowie von Komplemen-
tations-Parasiten

3.1.3.1 Verifizierung von PfCCp5- und PfFNPA-KO-Parasiten

Zur Funktionsanalyse des PfCCp5- sowie des PfFNPA-Proteins mittels Genaus-
schaltung in P.-falciparum-Blutstadien wurden zunachst asexuelle NF54-WT-Parasiten
mit dem pDT-Tg23-Plasmid transfiziert, in welches zuvor PfCCp5- bzw. PfFNPA-DNA-
Fragmente kloniert worden waren (siehe Kapitel 2.2.1.8). Trotz dreimaligen
Wiederholens der Transfektion war eine stabile homologe single-crossover-
Rekombination anhand von spezifischen Oligonukleotidpaaren in einer diagnostischen
PCR und somit eine Ausschaltung der PfCCp5- und PfFNPA-Loci nicht nachweisbar.

In einem weiteren Ansatz zur funktionellen Zerstérung von PfCCp5 und PfFNPA
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wurden daher Fragmente des PfCCp5- und PfFNPA-Gens in den pCAM-BSD-KO-
Vektor kloniert (PfCCp5-BSD-KO1 und PfFNPA-BSD-KO1) und in asexuelle NF54-WT-
Parasiten transfiziert. Diese Vektoren sollten ebenfalls mittels homologer single-
crossover-Rekombination in den WT-Locus der beiden Proteine integrieren, wodurch
ein pseudo-diploider Genlocus entsteht.

Wie bereits in Kapitel 2.2.1.8 erwadhnt, konnte jedoch in den mit dem PfCCp5-KO1-
Konstrukt und dem PfFNPA-KO1-Konstrukt transfizierten NF54-WT-Kulturen, nach
erfolgter positiver Selektion, auch nach 90 Tagen noch kein erneutes Parasiten-
wachstum beobachtet werden. Diese Kulturen wurden daher verworfen. Durch
Integration dieser Konstrukte mittels homologer Rekombination in die 5’-Region des
WT-Locus des Zielgens sollte versucht werden, eine funktionelle Expression des
daraus resultierenden Proteins vollstandig zu unterbinden.

Um zu Uberpriifen, ob eine verkirzte Form des PfFNPA-Proteins ebenfalls zu einem
Absterben der transfizierten Parasiten fuhrt, wurde zusatzlich ein weiteres Fragment
aus dem mittleren Abschnitt der translatierten 5-Region des PfFNPA-Gens in den
pCAM-BSD-KO-Vektor kloniert und anschlieBend in NF54-WT-Parasiten transfiziert.
Dieses Konstrukt (PfFNPA-BSD-KO2) integriert im Falle einer homologen
Rekombination doméneniuberspannend in der 3'-Region der FN2- und der 5-Region
der Anth-Domane von PfFNPA, sodass die verkirzte 5’-Region der FN2-Domane noch
exprimiert wird.

In der mit dem PfFNPA-BSD-KO2-Konstrukt transfizierten NF54-WT-Kultur konnten
bereits ca. 30 Tage nach erfolgter positiver Selektion erneut viable Parasiten
beobachtet werden. Die Verifizierung der Integration des transfizierten PfFNPA-BSD-
KO2-Konstrukts wurde anhand von spezifischen Oligonukleotiden in einer
diagnostischen PCR Uberprift. Zum Integrationsnachweis wurden die Oligonukleotide
pCAM-Sense und PfFNPA-wt2-Antisense (ProduktgréRe: 847 bp) verwendet.
Zuséatzlich konnte mit einem anderen Oligonukleotidpaar pCAM-Antisense-2 und
PfFNPA-wt4-Sense (Produktgrofie: 699 bp), ein weiterer Integrationsnachweis erbracht
werden. Die diagnostische PCR unter Verwendung dieser beiden Oligonukleotide ist
von Frau Dipl. Biol. Andrea Kiihn durchgefiihrt worden und wurde der Vollstandigkeit
halber hier mit aufgefiihrt. Parallel dazu wurde die Zerstérung des PfFNPA-WT-Locus
anhand der Oligonukleotide PfFNPA-wt4-Sense und PfFNPA-wt2-Antisense
(Produktgrof3e: 794 bp) uberprift. Episomaler Vektor wurde mit den fiir den pCAM-
BSD-KO-Vektor spezifischen Oligonukleotiden pCAM-Sense2 und pCAM-Antisense
(ProduktgréRe: 710 bp) nachgewiesen. Die diagnostische PCR zeigte eine stabile,
reproduzierbare Integration und damit eine erfolgreiche PfFNPA-Genspaltung im
Bereich der homologen Region des PIFNPA-BSD-KO2-Konstrukts (Abb. 3.18).
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Abb. 3.18. Diagnostische PCR zur Uberpriifung der
Integration des PfFNPA-BSD-KO2-Konstrukts. Ein 847-bp-
WT Ep Int groRes PCR-Produkt in Spur 5 sowie eine 699-bp-grof3es

PCR-Produkt in Spur 6 bestatigte die Integration des PfFNPA-
BSD-KO2-Konstrukts in den PfFNPA-WT-Locus. Das 794-bp-
grofRe Produkt in Spur 1 (Positivkontrolle; gDNA von WT-
900 —
800 —
700 —
600 —
Zur Uberpriifung der Expression des PfFNPA-Proteins in PIFNPA-BSD-KO2-Parasiten
wurden nachfolgend Western-Blot- und indirekte Immunfluoreszenz-Analysen (siehe
Kapitel 2.2.1.9 und 2.2.3.5) durchgefiihrt. Die von Frau Dipl. Biol. Andrea Kihn

angefertigten Expressionsstudien unter Verwendung der polyklonalen Mausseren

Parasiten) sowie das Fehlen des Produkts in Spur 2 (gDNA
der PfFNPA-BSD-KO2-Parasitenkultur) diente dem Nachweis
der Abwesenheit des WT-Locus. Das 710-bp-groRe Produkt
in Spur 3 (Positivkontrolle; pCAM-Plasmid mit kloniertem
PfFNPA-BSD-KO2-Fragment) und Spur 4 (gDNA der
PfFNPA-BSD-KO2-Parasitenkultur) diente dem Nachweis von
nicht integriertem, episomalem Vektor. WT, Wildtyp-PCR; Ep,

Episomale-PCR; Int, Integrations-PCR.

anti-PfFNPArpl, gerichtet gegen das noch zu exprimierende PfFNPA-Fragment, und
anti-PfFNPArp2 zeigten hierbei eine fehlende PfFNPA-Expression in Gametozyten des
PfFNPA-BSD-KO2-Klons 1H4 (Abb. 3.19 A und B; Simon et al., 2009).

PfFNPA
A

WT FKO
kDa
130 — PfFNPA
100 —— ["——
72 —
55 —
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Abb. 3.19. Expressionsstudien von PfENPA in Gametozyten des PfFNPA-BSD-KO2-Klons 1H4.

A. Western-Blot-Analysen unter Verwendung von polyklonalem Mausserum, gerichtet gegen

das noch zu exprimierende PfFNPA-Fragment, zeigten eine mangelnde PfFNPA-Expression in
PfFNPA-BSD-KO2-Gametozyten. WT, NF54-Wildtyp-Kontrolle; FKO, PfFNPA-BSD-KO2-Klon
1H4; PfENPA, 100 kDa. B. Immunfluoreszenzstudien detektierten keine Expression von
PfENPA (in Griun) in PfFNPA-BSD-KO2-Gametozyten. Der Pfeil markiert die Lage des KO-
Gametozyten. WT, NF54-Wildtyp-Kontrolle; FKO, PfFNPA-BSD-KO2-Klon 1H4; Phase,

Phasenkontrast; GréRenangabe, 4 um. Quelle: Simon et al., 2009, verandert.
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3.1.3.2 Verifizierung von PfCCp5- und PfFNPA-Komplementations-

Parasiten

Mit Hilfe der Transfektion der PfCCp5-Compl- und -Comp2-Konstrukte sowie des
PfFNPA-Comp2-Konstrukts (siehe Kapitel 2.2.1.8) sollte zusatzlich getestet werden, ob
die PfCCp5- und PfFNPA-Loci fur genetische Manipulationen zugéanglich sind. Hierfur
wurden ca. 500-bp-groRe Fragmente (PfCCp5-Compl, -Comp2 und PfFNPA-Comp)
aus dem 3’-Ende der translatierten Region beider Gene in den pCAM-BSD-Comp-
Vektor kloniert und in NF54-WT-Parasiten transfiziert. Unter Verwendung dieses
Vektors bleibt bei erfolgter Integration der Konstrukte die Funktionsfahigkeit der Gene
vollstandig erhalten und die korrekte Expression kann mittels eines spezifisch gegen
das HA-Tag gerichteten Antikorpers analysiert werden.

Nach Isolation von genomischer DNA aus den transfizierten und anschliel3end positiv
selektierten Kulturen wurde mittels diagnostischer PCR auf Integration getestet. Fir
den Integrationsnachweis am 3'-Ende der PfCCp5-Compl- und -Comp2-Konstrukte
wurden die Oligonukleotide pCAMcomp-HA-Antisense und PfCCp5-wt2-Sense
(ProduktgréiRe: 802 bzw. 758 bp) sowie die Oligonukleotide pCAMcomp-Antisense und
PfCCp5-wt2-Sense (ProduktgroRe: 1824 bzw. 1780 bp) verwendet. Die Prasenz des
PfCCp5-WT-Locus wurde anhand der Oligonukleotide PfCCp5-wt2-Sense und
PfCCp5-3'UTR-wt2-Antisense (ProduktgrofRe: 796 bp) Uberprift. Episomaler Vektor
wurde mit den Oligonukleotiden pCAMcomp-seq2-Sense und pCAMcomp-Antisense
(ProduktgréRe: 1754 bzw. 1710 bp) nachgewiesen. Der Integrationsnachweis des
PfFNPA-Comp-Konstrukts wurde anhand der Oligonukleotide pCAMcomp-HA-
Antisense und PfFNPA-wt5-Sense (Produktgrof3e: 642 bp) sowie der Oligonukleotide
pCAMcomp-Antisense und PfFENPA-wt5-Sense (ProduktgroRe: 1664 bp) erbracht. Der
Test auf das Vorhandensein des PfFNPA-WT-Locus wurde unter Verwendung der
Oligonukleotide PfFNPA-wt5-Sense und PfFNPA-3'UTR-wt3-Antisense (Produktgréiie:
652 bp) dudberpruft. Anhand der Oligonukleotide pCAMcomp-seqg2-Sense und
pCAMcomp-Antisense (Produktgréf3e:1715 bp) konnte episomaler Vektor amplifiziert
werden. Sowohl fir die beiden PfCCp5-Comp-Konstrukte als auch fir das PfFNPA-
Comp-Konstrukt konnte erfolgreich eine stabile, homologe single-crossover-

Rekombination in den WT-Locus der beiden Proteine gezeigt werden (Abb. 3.20).
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Abb. 3.20. Diagnostische PCR zur Uberpriifung der Integration der PfCCp5- und PfFNPA-
Comp-Konstrukte. (A) Ein 802-bp-groles PCR-Produkt in Spur 5 sowie eine 1780-bp-grofes
PCR-Produkt bestatigte die Integration des PfCCp5-Compl-Konstrukts in den PfCCp5-WT-
Locus. Das 796-bp-grof3e Produkt in Spur 1 (Positivkontrolle; gDNA von WT-Parasiten) sowie in
Spur 2 (gDNA der PfCCp5-Compl-Parasitenkultur) diente dem Nachweis der Prasenz des WT-
Locus. Das 1754-bp-grofe Produkt in Spur 3 (Positivkontrolle; pCAM-Comp-Plasmid mit
kloniertem PfCCp5-Compl-Fragment) und Spur 4 (gDNA der PfCCp5-Comp1l-Parasitenkultur)
diente dem Nachweis von episomalem Vektor. (B) PfCCp5-Comp2-Integrationsnachweis in den
PfCCp5-WT-Locus in Spur 5 (758 bp) und in Spur 6 (1824 bp). Das 796-bp-groRe Produkt in
Spur 1 (gDNA von WT-Parasiten) bzw. in Spur 2 (gDNA der PfCCp5-Comp2-Parasitenkultur)
diente dem Nachweis der WT-Locus-Prasenz. Das 1710-bp-groRe Produkt in Spur 3 (pCAM-
Comp-Plasmid mit kloniertem PfCCp5-Comp2-Fragment) und Spur 4 (gDNA der PfCCp5-
Comp2-Parasitenkultur) diente dem Nachweis von episomalem Vektor. (C) Nachweis der
PfFNPA-Comp-Integration in den PfEFNPA-WT-Locus in Spur 5 mittels eines 642-bp-grof3en und
in Spur 6 mittels eines 1664-bp-grollen Produktes. Nachweis der PIFNPA-WT-Locus-Prasenz
in Spur 1 (gDNA von WT-Parasiten) sowie in Spur 2 (JDNA der PfFNPA-Comp-Parasitenkultur)
anhand eines 652-bp-grofRen Produktes. Kontrolle der Anwesenheit des episomalen Vektors in
Spur 3 (pCAM-Comp-Plasmid mit kloniertem PfFNPA-Comp-Fragment) und Spur 4 (gDNA der
PfENPA-Comp-Parasitenkultur) durch ein 1715-bp-grof3es Produkt.

3.2 Funktionelle Charakterisierung von PfCCp5 und PfENPA

mittels Interaktionsstudien

3.2.1 Ko-abhéngige Expression der PfCCp5- und PfFNPA-Proteine

Im Zuge der funktionellen Charakterisierung des PfCCp5- und PfFNPA-Proteins
wurden ko-abhéngige Expressionsstudien in PfCCpl- bis PfCCp4-KO-Klonen
durchgefuhrt. Anlass hierftr war eine Veroffentlichung von Pradel et al. im Jahre 2006,
in der eine fehlende Expression von PfCCpl und PfCCp2 in den PfCCp3-KO-Klonen

H3D und 19C, trotz unverandertem Transkriptlevels, gezeigt werden konnte. Des
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Weiteren schien auch die Proteinexpression von PfCCpl und PfCCp3 in den beiden
PfCCp2-KO-Klonen D11H und F1D reduziert zu sein. Die ko-abhangige Expression
und die Ko-Lokalisation von PfCCpl bis PfCCp3 sowie deren teilweise Freisetzung
wahrend der Gamogonie von NF45-WT-Parasiten verbunden mit einer matrixahnlichen
Anordnung um entstehende Exflagellationszentren gaben erste Anhaltspunkte fiir eine
mdgliche weit reichende Interaktion der PfCCp-Proteine in den Sexualstadien von
P. falciparum. Eine mdogliche ko-abhangige Expression von PfCCp5 und PfFNPA
wurde unter Verwendung von Gametozytenlysaten des PfCCpl-KO-Klons 5YE2
(Simon et al.,, 2009), des PfCCp2-KO-Klons F1D sowie des PfCCp3-KO-Klons 19C
(Pradel et al., 2004) und des erst kirzlich in unserer Arbeitsgruppe charakterisierten
PfCCp4-KO-Klons LAC (Scholz et al., 2008) mittels Western-Blot-Analysen untersucht.
In Gametozytenlysat der PfCCpl-, PfCCp2- und PfCCp3-KO-Klone konnten keine
PfCCp5- und PfFNPA-Proteineexpressiom beobachtet und somit eine mdgliche ko-
abhangige Expression dargestellt werden (Abb. 3.21). Ein Vergleich der Proteinbanden
von PfCCp5 und PfFNPA in WT- und in PfCCp4-KO-Gametozytenlysat zeigte eine
verminderte Expression beider Proteine in PfCCp4-KO-Gametozyten. Immundetektion
unter Verwendung von Antiseren gegen das ER-assoziierte Pf39-Protein (39 kDa)
diente hierbei der Kontrolle einer gleichméaRigen Proteinbeladung aller Gelspuren.

Dartber hinaus wurden - zur Verifizierung der mittels Western Blot gezeigten
mutmalfilichen ko-abhangigen Expression - von PfCCp5 sowie von PfFNPA in den
PfCCpl- bis PfCCp4-KO-Klonen indirekte Immunfluoreszenz-Analysen an Gameto-
zyten der entsprechenden KO-Parasitenstamme durchgefihrt. Die Immunfluoreszenz-
Analysen unter Verwendung von Gametozyten des PfCCpl-KO-Klons 5YE2 sowie des
NF-WT-Stammes als Kontrolle bestatigten die im Western Blot erhaltenen Resultate.
Eine Doppelmarkierung mit polyklonalen Mausseren gegen PfCCp5 und PfFNPA sowie
mit Kaninchenseren gegen Pfs25 (ATCC; Vermeulen et al., 1986; Fries et al., 1990)
lie ein vollstandiges Fehlen von PfCCp5 sowie PfFNPA im PfCCp1-KO-Klon 5YE2
erkennen (Abb. 3.22 und 3.23). Eine ko-abhangige Expression des im Zytoplasma
unaktivierter Gametozyten vesikuldr lokalisierenden Pfs25-Proteins (Scholz et al.,

2008) von PfCCpl war hingegen nicht feststellbar.
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Abb. 3.21. Untersuchung der ko-abhangigen PfCCp5- und PfFNPA-Expression anhand von
Western-Blot-Analysen. Polyklonale Mausseren gegen PfCCp5 und PfFNPA zeigten eine ko-
abhangige Expression der beiden Proteine in Gametozytenlysat der Klone 5YE2 (PfCCp1-KO),
F1D (PfCCp2-KO) und I9C (PfCCp3-KO). Eine verringerte Expression von PfCCp5 bzw. von
PfENPA war auch in Gametozytenlysat des L4C-Klons (PfCCp4-KO) detektierbar. Polyklonales
Mausserum gegen Pf39 (39 kDa) diente der Kontrolle einer gleichméRigen Proteinbeladung.
WT, NF54-Wildtyp-Kontrolle; KO, knockout-Stamm; PfCCp5, 125 kDa; PfFNPA, 100 kDa.

DNA 3
-
wT A
- - . . .

Abb. 3.22. PfCCpl-abhéngige Expression von PfCCp5. Immunfluoreszenzstudien deckten fur
PfCCp5 (in Griun) in Gametozyten des PfCCpl-KO-Klons 5YE2 ein vollstandiges Fehlen der

Expression von PfCCp5 auf, wahrend fir intrazellulares Pfs25 (in Rot) eine von PfCCpl-

PfCCp5 Pfs25

unabhéangige Expression gezeigt werden konnte. Blau, Kernmaterial angeféarbt mit Hoechst
Nuclear Stain; £, Uberlagerung der Einzelbilder; GréRenangabe, 2 um.
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Abb. 3.23. PfCCpl-abhangige Expression von PfENPA. Immunfluoreszenzstudien wiesen fir
PfENPA (in Grin) in Gametozyten des PfCCpl-KO-Klons 5YE2 ebenfalls ein vollstandiges
Fehlen der PfFNPA-Expression nach. Rot, Pfs25; Blau, Kernmaterial angefarbt mit Hoechst

Nuclear Stain; £, Uberlagerung der Einzelbilder; GréRenangabe, 2 ym.

Immunfluoreszenzstudien unter Verwendung von Gametozyten des PfCCp2-KO-Klons
F1D, des PfCCp3-KO-Klons 19C und des PfCCp4-KO-Klons L4C bekraftigten ebenfalls
die Ergebnisse der Western-Blot-Analysen. Ein Vergleich der Signale von PfCCp5 und
PfFNPA in NF54-WT- mit den Signalen in PfCCp2-KO- sowie PfCCp3-KO-
Gamtetozyten zeigte ein nahezu vollstandiges Fehlen der Expression beider Proteine
in den zwei KO-Stdmmen. In Gametozyten des PfCCp4-KO-Klons L4C war dagegen,

wie bereits in den oben gezeigten Western-Blot-Analysen, lediglich eine Reduktion der

Expression von PfCCp5 sowie PfFNPA feststellbar (Abb. 3.24).

Abb. 3.24. Expressionsanalysen von PfCCp5 und PfFNPA in PfCCp2- bis 4-KO-Gametozyten.

Immunfluoreszenzstudien wiesen sowohl fir PfCCp5 (in Grin, obere Reihe) als auch fir

WT 2KO

PfCCp5

PfFNPA

PfEFNPA (in Grin, untere Reihe) ein nahezu vollstdndiges Fehlen der Expression in
Gametozyten der PfCCp2- und 3-KO-Parasitenstdmme nach. In Gametozyten des PfCCp4-KO-
Parasitenstammes war hingegen lediglich eine Reduktion der Expression von PfCCp5 und
PfFNPA feststellbar. WT, NF54-Wildtyp-Kontrolle; Rot, Gegenfarbung der Erythrozyten mit

Evans Blue; Blau, Kernmaterial angefarbt mit Hoechst Nuclear Stain; GréRenangabe, 2 ym.
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3.2.2 Ko-Immunprazipitationsstudien

Fur PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 konnten bereits Interaktionen dieser Proteine
wahrend der Reifung der Gametozyten und der anschlieRenden Gametogenese
gezeigt werden (Pradel et al., 2006; Wagner et al., 2006). Es konnte aul3erdem gezeigt
werden, dass diese drei Proteine in vitro wéhrend des Ausbrechens der Gametozyten
aus den Erythrozyten partiell freigesetzt werden und im Verlauf der Gametogenese
entstehende Exflagellationskomplexe matrixahnlich umgeben. Diese Befunde sowie
die in Kapitel 3.2.1 gezeigte ko-abhangige Expression von PfCCp5 und PfFNPA regten
zu einer detaillierten Untersuchung mdoglicher Interaktionen nativer PfCCp5- und
PfFNPA-Proteine mit den anderen Proteinen der PfCCp-Familie mittels Ko-Immun-
prazipitationsstudien an. Bei einer Ko-Immunprazipitation werden spezifisch an das zu
untersuchende Protein bindende Antikdrper (Kdder) einem Proteingemisch beigeflgt.
Durch anschlieRende Zugabe von ProteinG-beads kénnen dann das zu untersuchende
Protein sowie mogliche Interaktionspartner (Beute) aus dem Probengemisch
prazipitiert werden. Zu diesem Zweck wurde NF54-WT-Gametozytenlysat zunachst mit
neutralem Mausserum vorgereinigt und im Anschluss mit polyklonalen Mausseren
gegen PfCCp5 oder PfFNPA versetzt (siehe Kapitel 2.2.3.6). Nach erfolgter
Prazipitation mit Hilfe von ProteinG-beads wurde das Protein-Préazipitat durch SDS-
PAGE und Western Blot unter Verwendung von Antiseren gegen PfCCpl bis PfCCp4
analysiert. Als Negativkontrollen wurden Ko-Immunprazipitationen unter Verwendung
von polyklonalem Mausserum gegen das ER-assoziierte Protein Pf39 (Templeton
et al., 1997) durchgefihrt, welches aufgrund seiner Lokalisation nicht mit Proteinen der
parasitophoren Vakuole interagieren sollte. Als Positivkontrolle wurden Ko-Immun-
prazipitationen und anschlieRend Western-Blot-Analysen durchgefiihrt, in denen das
zur Bindung an die ProteinG-beads und das zur Detektierung verwendete polyklonale
Mausserum (Anti-PfCCp5/5rp2 bzw. Anti-PfEFNPA/FNPArp2) identisch war. Diese
Positivkontrolle diente dem Nachweis der Anweseinheit der Kdderproteine PfCCp5-
und PfFENPA-Proteine im jeweiligen Prazipitat.

Anhand von Western-Blot-Analysen konnte eine Interaktion von nativem PfCCp5 mit
nativem PfCCpl, PfCCp2, PfCCp3 und PfFNPA detektiert werden (Abb. 3.25 A).
Ebenso konnte eine Interaktion von nativem PfFNPA mit nativem PfCCpl, PfCCp2,
PfCCp3 und PfCCp5 dargestellt werden (Abb. 3.25 B). Eine Interaktion von PfCCp5
bzw. PfFNPA mit PfCCp4 lie3 sich aufgrund der geringen Effizienz des PfCCp4-
Antiserums im Western Blot nicht nachweisen. Deshalb wurde eine weitere Ko-Immun-
prazipitation unter Verwendung von polyklonalem Mausserum gegen PfCCp4
durchgefuhrt und anschlielend im Western Blot mit den Mausseren anti-PfCCp5 sowie

anti-PfFNPA detektiert. Durch Préazipitation mit PfCCp4-Antiserum war es méglich, eine
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deutliche Interaktion von nativem PfFNPA- sowie eine sehr schwache Interaktion von
nativem PfCCp5-Protein mit PfCCp4 nachzuweisen (Abb. 3.26). Als Negativkontrolle
diente hier ebenfalls die Immundetektion anhand von Antiseren, die sich gegen das
Pf39-Protein richteten. Als weitere Negativkontrolle wurde eine Immunprazipitation
unter Verwendung von 1x PBS anstatt des Primarantikdrpers verwendet und

nachfolgend im Western Blot mit Antiseren gegen PfCCp1l detektiert.

A B
IP PfCCp5 IP PIFNPA
WB CCpl CCp2 CCp3 CCp5 FNPA Pf39 WB CCpl CCp2 CCp3 CCp5 FNPA Pf39
170 — [ 170 — [l ‘4 '
130 — e 130 — e
100 — e < 100 — I X =
72 — ...I 72 — — T
40 — -— 40 — ) ==
E [—
24 — = 24 — ""T"
|

Abb. 3.25. Ko-Immunprazipitationen mit PfCCp5 und PfFNPA als Kdder. A. Unter Verwendung
von polyklonalem PfCCp5-Antiserum konnte mittels Ko-Immunprazipitationsstudien (IP) an
NF54-WT-Gametozytenlysat und nachfolgender Western-Blot-Analysen (WB) eine Interaktion
von nativem PfCCp5 mit nativem PfCCpl (185 kDa), PfCCp2 (185 kDa), PfCCp3 (150 kDa)
sowie PfFNPA (100 kDa) nachgewiesen werden. Eine Interaktion von PfCCp5 mit dem Pf39-
Protein wurde im Western Blot hingegen nicht detektiert. B. Anhand von Ko-Immun-
prézipitationsstudien (IP) an NF54-WT-Gametozytenlysat unter Verwendung von polyklonalem
PfFNPA-Antiserum konnte mittels Western-Blot-Analyse (WB) ebenso eine Interaktion von
nativem PfFNPA mit nativem PfCCpl (185 kDa), PfCCp2 (185 kDa), PfCCp3 (150 kDa) sowie
PfCCp5 (125 kDa) nachgewiesen werden. Eine Interaktion von PfFNPA mit dem Pf39-Protein
wurde im Western Blot ebenfalls nicht detektiert. Schwarze Pfeile, Kennzeichnung der
erwarteten molekularen Masse der mit PfCCp5 bzw. PfFNPA interagierenden PfCCp-Proteine.

P PfCCpa Abb. 3.26. Ko-Immunprazipitation mit PfCCp4 als Koder.

WB CCp5 FNPA  Pf39 0 Mittels Ko-Immunprazipitationsstudien (IP) an NF54-WT-

170 —
130 —
100 —

72 —

| | ‘I Gametozytenlysat unter Verwendung von polyklonalem
< PfCCp4-Antiserum konnte im Western Blot (WB) eine
Interaktion von nativem PfCCp4 mit nativem PfFNPA (100

7 kDa) sowie mit nativen PfCCp5 (125 kDa) nachgewiesen
s werden. Eine Interaktion von PfCCp4 mit dem Pf39-Protein

war, wie erwartet, nicht nachweisbar. 0, Negativkontrolle 1P

mit polyklonalem Mausserum gegen PfCCpl, ohne Verwen-

dung eines Primarantikdrpers im Western Blot.
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3.2.3 Affinitatschromatographiestudien

Eine weitere Konsequenz der ko-abhangigen Expression von PfCCp5 und PfFNPA war
eine detaillierte Untersuchung mdoglicher direkter Interaktionen einzelner PfCCp-
Doméanen mittels Affinitatschromatographien (siehe Kapitel 2.2.3.7). Hierzu wurden
ausgewahlte rekombinante, doméaneniberspannende PfCCp-Proteine (PfCCplrpl,
PfCCp3rpl, PfCCp3rp3 sowie PfCCp3rp4), welche in unserem Labor als GST-
Fusionsprotein kloniert wurden, exprimiert.

Nach erfolgter Uberexpression wurden die GST-Fusionsproteine (Koder) an
Glutathion-Sepharose  gebunden und auf eine PolyPrep®-Saule appliziert.
Ungebundene Proteine wurden anschlie3end durch dreimaliges Waschen mit 1 x PBS
ausgespult und die ebenfalls Uberexprimierten, potentiellen 6His/SUMO-fusionierten
Interaktionspartner (Beute: PfCCp5rpl, PfCCp5rp2, PfENPArpl bzw. PfFENPArp2)
wurden danach hinzu gegeben. Der ungebundene Durchfluss dieser beiden
Proteingemische wurde fir die spatere Analyse einer ausreichenden Expression des
jeweiligen GST- bzw. 6His/SUMO-Fusionsproteines aufgefangen und mittels Western
Blot analysiert. Durch nachfolgendes mehrmaliges Waschen mit 1 x PBS wurden die
6His/SUMO-fusionierten rekombinanten Proteine bei ausbleibender Interaktion
ausgespult. Zur Kontrolle einer vollstandigen Entfernung ungebundener GST- bzw.
6His/SUMO-Fusionsproteine nach dem letzten Waschschritt wurde dieser aufgefangen
und auf die Abwesenheit des jeweiligen GST- bzw. 6His/SUMO-Fusionsproteins
ebenfalls mittels Western Blot analysiert. Bei einer Interaktion wurden die GST- und
6His/SUMO-Fusionsproteine indessen nachfolgend ko-eluiert und waren mittels SDS-
PAGE und Western-Blot-Analyse im Eluat detektierbar.

In Tab. 3.2 sind samtliche angefertigten Interaktionsstudien unter Verwendung
rekombinanter, 6His/SUMO-fusionierter PfCCp5- und PfFNPA-Proteine aufgefihrt. Die
Affinitatschromatographien anhand von rekombinantem, GST-fusioniertem PfCCp3rpl-
Protein waren bereits von Herrn Dipl. Biol. Roland Frank durchgefihrt worden und
wurden, der Vollstindigkeit halber, mit in die vorliegende Arbeit aufgenommen. Als
Negativkontrolle, zur Uberpriifung der Reinheit, wurde jeweils der letzte Waschritt (W)
im Western Blot analysiert. Um bei fehlender Interaktion eine mangelnde Expression
auszuschlieRen, wurde der Durchfluss (D) der Uberexprimierten GST- sowie der
6His/SUMO-Fusionsproteine als Positivkontrolle mitgefihrt. Das Eluat (E) wurde
mittels Antiseren gerichtet gegen das 6His- bzw. das GST-Fragment auf Ko-Elution

Uberprift.
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Tab. 3.2. Western-Blot-Analysen der Affinitdtschromatographiestudien zur Untersuchung
direkter Interaktionen zwischen rekombinanten, 6His/SUMO-fusionierten PfCCp5- und PfFNPA-
Proteinen mit potentiellen GST-fusionierten PfCCp-Interaktionspartnern (+, Interaktion; -, keine

Interaktion nachweisbar)

Koder Beute
GST- 6His/SUMO- Blot und Expressionskontrolle
Protein (G) | Protein (H)

Inter-

aktion

Anti-His-Blot

1 2 3 4 5 & 1. 1rp1-G x 5rpl1-H, E

kba[ [ | o el |
o I ll] 2 1rp1-G x 5rpl-H, W
55 — prer
PfCCpilrpl | PfCCp5rpl ;‘j: 3.5rpl1-H, D
(66kDa) (53 kDa) Anti-GST-Blot -
(] s | L L L1 | 4. 1rpl-G x 5rp1-H, E

5. 1rp1-G x 5rp1-H, W
6. 1rpl-G, D
Anti-His-Blot

1. 1rp1-G x 5rp2-H, E
kDa
100 —

72 —
55 — | s—

PfCCplrpl | PfCCpsp2 | ©~
(66 kDa) (60 kDa)

2. 1rpl1-G x 5rp2-H, W
3. 5rp2-H, D

Anti-GST-Blot

| ¥ N -

4. 1rpl-G x 5rp2-H, E
5. 1rp1-G x 5rp2-H, W
6. 1rp1-G, D
Anti-His-Blot

1. 1rp1-G x Frpl-H, E

kDa
100 —
72 —
55 —

PfCCplrpl | PfFNPArpl o
(66 kDa) (56 kDa)

2. 1rp1-G x Frpl1-H, W
3. Frp1-H, D

Anti-GST-Blot

4. 1rpl1-G x Frp1-H, E
5. 1rp1-G x Frpl-H, W

6. 1rpl-G, D
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Koder Beute
GST- 6His/SUMO- Blot und Expressionskontrolle Int-er-
Protein (G) | Protein (H) aktion
Anti-His-Blot
s 3 1. 1rpl1-G x Frp2-H, E
132? 2. 1rp1-G x Frp2-H, W
5 —
PfCCplrpl | PfFNPArp2 o 3. Frp2-H, D N
(66 kDa) (64 kDa) Anti-GST-Blot
Lo 4. 1rp1-G x Frp2-H, E
5. 1rp1-G x Frp2-H, W
6. 1rpl-G, D
Anti-His-Blot
2 3 1. 3rpl1-G x 5rp1-H, E
“,"z’k; 2. 3rpl1-G x 5rpl-H, W
.- -
PfCCp3rpl = PfCCp5rpl o - 3.5rp1-H, D
(53 kDa) (53 kDa) Anti-GST-Blot -
B 4. 3rpl-G x 5rpl-H, E
5. 3rp1-G x 5rp1-H, W
6. 3rpl-G, D
Anti-His-Blot
s 1. 3rp1-G x 5rp2-H, E
lﬁgk; - 2. 3rp1-G x 5rp2-H, W
55—
PfCCp3rpl PfCCp5rp2 e 3.5rp2-H, D
(53 kDa) (60 kDa) Anti-GST-Blot -

4. 3rpl1-G x 5rp2-H, E

5. 3rp1-G x 5rp2-H, W

6. 3rpl-G, D
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Koder Beute
GST- 6His/SUMO- Blot und Expressionskontrolle Int-er-
Protein (G) | Protein (H) aktion
Anti-His-Blot
1. 3rpl-G x Frpl-H, E
132? 2. 3rp1-G x Frpl-H, W
55—
PfCCp3rpl PfFNPArpl ‘3‘2: 3. Frpl-H, D
(53kDa) (56 kDa) Anti-GST-Blot -
4. 3rpl-G x Frpl-H, E
5. 3rp1-G x Frpl-H, W
6. 3rpl-G, D
Anti-His-Blot
2 3 4 5 6 1. 3rpl1-G x Frp2-H, E
“ik; Bl | 2. 3rp1-G x Frp2-H, W
55 — — [
PfCCp3rpl PfFNPArp2 ‘3‘2: 3. Frp2-H, D
(53kDa) (64 kDa) < Anti-GST-Blot -
_._ |||  4.3rpl-G x Frp2-H, E
5. 3rpl1-G x Frp2-H, W
6. 3rpl-G, D
Anti-His-Blot
2 s 4 5 5 1. 3rp3-G x 5rp1-H, E
1‘;‘;? w=|| /== | 2.3rp3-G x 5rp1-H, W
55—
PfCCp3rp3 | PfCCp5rpl ‘3‘2: 3.5rp1-H, D .
(77kDa) | (53 kDa) Anti-GST-Blot

4. 3rp3-G x 5rpl1-H, E
5. 3rp3-G x 5rp1-H, W

6. 3rp3-H, D
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Koder Beute
_ . Inter-
GST- 6His/SUMO- Blot und Expressionskontrolle Kti
aktion
Protein (G) | Protein (H)
Anti-His-Blot
. 3 1. 3rp3-G x 5rp2-H, E
kDa |
o 2. 3rp3-G x 5rp2-H, W
556 — —
PfCCp3rp3 | PfCCpsrp2 | “— 3.51p2-H, D
(77kDa) | (60 kDa) = Anti-GST-Blot -
L L 4. 3rp3-G x 5rp2-H, E
5. 3rp3-G x 5rp2-H, W
6. 3rp3-H, D
Anti-His-Blot
, s 1. 3rp3-G x Frpl-H, E
KkDa [
= 2. 3rp3-G x Frpl-H, W
55 — -—
PfCCp3rp3 | PfFNPArpl o 3. Frpl-H, D
(77 kDa) (56 kDa) Anti-GST-Blot B
L] 4. 3rp3-G x Frp1-H, E
5. 3rp3-G x Frpl-H, W
6. 3rp3-H, D
Anti-His-Blot
, s 1. 3rp3-G x Frp2-H, E
kDa =9
v 2. 3rp3-G x Frp2-H, W
55 —
PfCCp3rp3 | PfFNPArp2 N 3. Frp2-H, D
(77 kDa) (64 kDa) Anti-GST-Blot B

4. 3rp3-G x Frp2-H, E

5. 3rp3-G x Frp2-H, W

6. 3rp3-H, D
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Koder Beute
GST- 6His/SUMO- Blot und Expressionskontrolle Int-er-
Protein (G) | Protein (H) aktion
Anti-His-Blot
F K 1. 3rp4-G x 5rpl-H, E
135; | | 2.3rp4-G x 5rpl-H, W
o -
PfCCp3rp4 | PfCCp5rpl | “— s ~| | 3.5rp1-H,D
(72 kDa) (53 kDa) Anti-GST-Blot -
==
L L || 4.3rp4-G x 5rpl-H, E
5. 3rp4-G x 5rp1-H, W
6. 3rp4-H, D
Anti-His-Blot
1. 3rp4-G x 5rp2-H, E
ligkga 2. 3rp4-G x 5rp2-H, W
55—
PfCCp3rp4 | PfCCp5rp2 o 3.5rp2-H, D
(72kDa) | (60 kDa) Anti-GST-Blot -
4. 3rp4-G x 5rp2-H, E
5. 3rp4-G x 5rp2-H, W
6. 3rp4-H, D
Anti-His-Blot
. s . | 1.3rp4-G x Frpl-H, E
12‘5% _ _| | 2.3rp4-G x Frpl-H, W
PfCCp3rp4 | PIFNPArpl = =7 |  3.Frpl-H,D
(72kDa) | (56 kDa) Anti-GST-Blot -

4. 3rp4-G x Frp1-H, E
5. 3rp4-G x Frpl-H, W

6. 3rp4-H, D
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Koder Beute
GST- 6His/SUMO- Blot und Expressionskontrolle
Protein (G) | Protein (H)

Inter-

aktion

Anti-His-Blot

1. 3rp4-G x Frp2-H, E

kpa [ ] | [ (]
v . | | 2.3rp4-G x Frp2-H, W
55 —
PfCCp3rp4 | PfFNPArp2 o 3. Frp2-H, D
(72 kDa) (64 kDa) Anti-GST-Blot B
| = [ | 4.3rp4-G x Frp2-H, E

5. 3rp4-G x Frp2-H, W

6. 3rp4-H, D

Zusammenfassend konnten in der vorliegenden Arbeit direkte Interaktionen zwischen
rekombinantem, GST-fusioniertem  PfCCplrpl-Protein und rekombinantem,
6His/SUMO-fusioniertem  PfCCP5rp2-, PfFNPArpl- sowie PfFNPArp2-Protein
nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte eine direkte Interaktion von
rekombinantem, GST-fusioniertem  PfCCp3rp3-Protein  und  rekombinantem,
6His/SUMO-fusioniertem PfCCP5rpl-Protein aufgedeckt werden. Bei einigen Western-
Blot-Analysen der oben gezeigten Interaktionsstudien traten neben den Proteinbanden
mit der erwarteten molekularen Masse zusatzliche niedermolekulare Banden auf.
Hierbei handelt es sich wahrscheinlich um Verunreinigungen mit den jeweiligen
verklrzten, nicht vollstandig exprimierten rekombinanten Proteinen. Die hier
dargestellten AffinitAitschromatographiestudien waren Teil einer in unserem Labor
erstellten umfassenden Analyse maoglicher Interaktionen rekombinanter PfCCp-
Proteine (Simon et al., 2009).

3.3 Test der Inhibitoren auf antiplasmodiale Aktivitat

3.3.1 Validierung der Testbedingungen mit Chloroquin

Immer zahlreichere Resistenzbildungen gegen gangige Antimalariamedikamente sowie
die oftmals starken Nebenwirkungen erhéltlicher Chemotherapeutika veranlassen zu
einer verstarkten Suche nach neuen Wirkstoffen zur Behandlung von Malaria. Aus
diesem Grunde wurde in der vorliegenden Arbeit die inhibitorische Wirkung von im

Rahmen des SFB630 neu synthetisierten peptidomimetischen Substanzen sowie von
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Derivaten der Etacrynsdure auf asexuelle Blutstadien von P. falciparum getestet. Bei
diesen Substanzen handelt es sich um potentielle Cysteinprotease-Inhibitoren, welche
bereits an rekombinant exprimierten FP-2 bzw. FP-3 getestet wurden.

Fur den Test der synthetisierten Inhibitoren auf ihre antiplasmodiale Aktivitat wurde
zunachst ein in vitro Screeningverfahren (Malstat-Viabilitatsassay) auf Basis der
Hemmung von plasmodialer Laktatdehydrogenase etabliert. Die Untersuchung der
inhibitorischen  Wirkung auf asexuelle Blutstadien wurde anschlieBend im
Mikrodilutionsverfahren  durch  Ermittlung der halbmaximalen Hemmkonzen-
tration (ICso) der verschiedenen Inhibitoren unter Verwendung des chloroquinsensitiven
P.-falciparum-3D7-Stammes bestimmt. Um né&here Aufschlisse Uber die Struktur-
Wirkungsbeziehungen zu erhalten, wurde die halbmaximale Hemmkonzentration
danach mit den vorliegenden Daten zur inhibitorischen Wirkung an rekombinant
exprimierten FP-2 und FP-3 verglichen.

Zur Validierung des Malstat-Viabilitdtsassays mussten zundchst die Versuchs-
bedingungen eingestellt und die erhaltenen ICso-Konzentration mit bekannten
Literaturwerten verglichen werden. Hierfir wurde eine Chloroquin-Verdinnungsreihe
mit einer Endkonzentration von 10 mM-10® mM hergestellt. Nachfolgend wurde eine
synchronisierte asexuelle P.-falciparum-3D7-Blutkultur auf 1% Parasitamie eingestellt
und far 72 Stunden mit den jeweiligen Chloroquin-Verdinnungsstufen in einer
Vierfachbestimmung bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurde der Malstat-
Viabilitdtsassay durchgeftihrt und die optische Dichte bestimmt (siehe Kapitel 2.2.3.8).
Aus den Messergebnissen jeder Vierfachbestimmung wurde, unter Verwendung des
GraphPad-Prism4-Programms, der Mittelwert sowie die Standardabweichung der
ICso-Konzentration bestimmt und mit dem Literaturwert verglichen.

Der Vergleich der anhand des Malstat-Viabilititsassays erhaltenen 1Cs-Konzentration
von 3,8 nM (Standardabweichung: +0,07) fur den Inhibitor Chloroquin mit der von
Quashie et al. im Jahre 2006 verdffentlichten 1Cse-Konzentration von 7,2 nM fir
Chloroquin unter Verwendung des [*H]-Hypoxanthin-Assays zeigte eine gute
Ubereinstimmung der Resultate der beiden Messmethoden. Die Messergebnisse der
zweimaligen Validierung des Malstat-Assays mit Chloroquin ist in Abb. 3.28 graphisch

dargestellt.
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Abb. 3.28. Validierung der Testbedingungen des Malstat-Assays mit Hilfe des antiplasmodialen
Inhibitors Chloroquin. Anhand einer Verdiinnungsreihe mit Chloroquin wurde eine 1Cs-Konzen-
tration von 3,8 nM unter Verwendung des Malstat-Assays bestimmt, welcher gut mit dem
Literaturwert (Quashie et al., 2006; 7,2 nM) vergleichbar ist. OD, Optische Dichte bei einer
Extinktion von 630 nm; Log c, Logarithmische Auftragung der eingesetzten Chloroquin-
Konzentration in mM; Rote und schwarze Kurve, Messergebnisse der ersten Chloroquin-

Testreihe (in Rot) und der zweiten Chloroquin-Testreihe (in Schwarz).

3.3.2 Einfluss der Peptidomimetika auf P.-falciparum-Blutstadien

Zur Bestimmung der antiplasmodialen Aktivitdt der Peptidomimetika im Malstat-
Viabilitatstest wurde ein Messbereich zwischen 10" mM und 10® mM (logarithmisch
aquidistant, log10) gewahlt. Hierfir wurde eine Stammldsung des jeweiligen Inhibitors
mit einer Konzentration von 20 mM in 100% DMSO hergestellt (siehe Kapitel 2.2.3.8).
Aufgrund der schlechten Léslichkeit der erhaltenen Inhibitoren in AlouMax™Il-Medium
bzw. in H,Opigest Mussten diese in DMSO geldst werden. Anhand einer Konzentrations-
reihe von 0-1% war zuvor diejenige Endkonzentration dieses Ldsungsmittels
(0,5% DMSO), welche das Wachstum der P.-falciparum-3D7-Blutkultur nicht inhibiert,
bestimmt worden. Die Stammldsungen wurden anschlieBend im Mikrodilutions-
verfahren logarithmisch &quidistant (logl10) verdinnt und eine synchronisierte,
asexuelle P.-falciparum-3D7-Blutkultur (1% Parasitamie) wurde fir 72 Stunden mit den
jeweiligen Verdinnungsstufen der verschiedenen Peptidomimetika inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde der Malstat-Viabilitdtstest durchgefiihrt und die
optische Dichte gemessen. Als Negativkontrolle wurde eine mit 0,5% DMSO-Medium
behandelte P.-falciparum-3D7-Blutkultur mitgefiihrt. Als Positivkontrolle diente eine mit
Chloroquin-Medium behandelte P.-falciparum-3D7-Blutkultur.

Die Auswertung des Malstat-Viabilitdtsassays zeigte, dass der Inhibitor P-1b mit einer
ICso-Konzentration von 9,1 uM die hochste antiplasmodiale Aktivitat besaf3, wahrend

fur das Peptidomimetikum P-2e keine antiplasmodiale Wirkung (k. I., keine Inhibierung)
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festgestellt werden konnte. Eine Zusammenfassung der ICsp-Konzentration mit den
zugehorigen Standardabweichungen aller getesteten Peptidomimetika ist in Tab. 3.3

dargestellt.

Tab. 3.3. Vergleich der ICso-Konzentration der an P.-falciparum-3D7-Blutkulturen getesteten

Peptidomimetika mit den zugehdérigen Standardabweichungen (Stdw.)

Substanzbezeichnung Molmasse [M] ICs0 [UM] Stdw. +
P-la 767,23 55,4 0,034
P-1b 781,26 9,1 0,000
P-1c 829.30 13,5 0,017
P-1d 859,33 59,6 0,000
P-2a 663,08 18,1 0,008
P-2b 677,10 56,5 0,020
P-2c 725,15 64,3 0,058
P-2d 755,18 <100 0,000
P-2e 643,02 k. I. -

Die inhibitorische Aktivitat dieser Peptidomimetika mit einer Vinylsulfonkopfgruppe war
bereits an rekombinantem FP-2-Enzym getestet worden (Ettari et al., 2008). Hierbei
konnte eine starke Hemmung der enzymatischen Aktivitdt von FP-2 durch fast alle
oben aufgefiihrten peptidomimetischen Inhibitoren festgestellt werden. Lediglich fur die
peptidomimetische Verbindung P-2e, welche ebenfalls keine antiplasmodiale Aktivitét

zeigte, konnte keine Hemmung von rekombinanten FP-2 festgestellt werden.

3.3.3 Einfluss der Etacrynséaurederivate auf P.-falciparum-Blutstadien

Der Messbereich der in den Viabilitatstest eingesetzten Etacrynsaurederivate lag
zwischen von 10° mM-10® mM. Dazu wurden von jedem Inhibitor Stammldsungen in
einer Konzentration von 200 mM in 100% DMSO hergestellt und eine synchronisierte,
asexuelle P.-falciparum-3D7-Blutkultur (1% Parasitdmie) wurde, wie oben beschrieben,
fur 72 Stunden mit den jeweiligen Verdinnungsstufen inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurde ebenfalls der Malstat-Viabilitatstest durchgefihrt und die
optische Dichte gemessen.

Mit den oben angefiihrten Verdiinnungsstufen war jedoch eine exakte Bestimmung der

ICso-Konzentration nicht mdoglich. Daher wurden in einer weiteren Testreihe
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Verdinnungen mit einem MeRbereich von 10° mM bis10* mM gew&hlt, wobei
zwischen 10° mM und 10" mM zusétzliche Verdiinnungsstufen eingefiihrt wurden.
Ausgehend von der Konzentrationsstufe Al (10° mM) wurden diese durch
logarithmisch &quidistante 4:5 Verdiinnungen (A2-A11; 10°° mM-10° mM) hergestellt.
Von der entsprechenden Dilution wurden dann jeweils 20 ul zu 180 pl Kultur gegeben.
Als Negativkontrolle wurde, wie bereits zuvor beschrieben, eine mit 0,5% DMSO-
Medium behandelte P.-falciparum-3D7-Blutkultur und eine mit Chloroquin-Medium
behandelte P.-falciparum-3D7-Blutkultur wurde als Positivkontrolle mitgefihrt.

Mit diesen zusatzlichen Verdiunnungsstufen konnte die 1Cso-Konzentration bestimmt
werden. Dabei wiesen das acylierte Anisol, E-6, mit einer ICs-Konzentration von
16,9 pM sowie das Etacrynsaureamid ohne aktivierte Doppelbindung, E-3, mit einer
ICso-Konzentration von 66,4 pM die hdchste antiplasmodiale Aktivitat auf. Fir den
Inhibitor E-7 konnte hingegen keine antiplasmodiale Wirkung (k. I., keine Inhibierung)
festgestellt werden. In Tabelle 3.4 sind die jeweiligen ICso-Konzentration sowie die
zugehdrigen Standardabweichungen der getesteten Etacrynsaurederivate gegenuber-

gestellt.

Tab. 3.4. Vergleich der ICso-Konzentration (ICsq [UM]) der an P.-falciparum-3D7-Blutkulturen

getesteten Etacrynsdurederivate mit den zugehdrigen Standardabweichungen (Stdw.)

Substanzbezeichnung Molmasse [M] ICs0 [UM] Stdw. +

E-1 252,24 79,8 0,057
E-2 307,37 124,9 0,079
E-3 295,36 66,4 0,030
E-4 308,35 142,3 0,049
E-5 307,37 141,0 0,005
E-6 166,27 16,9 0,000
E-7 148,16 k. 1. -

E-8 201,22 118,4 0,004

Die in der vorliegenden Arbeit getesteten Etacrynsaurederivate waren Teil einer
umfassenden Untersuchung der antiplasmodialen Wirkung von Etacrynsaurederivaten
unter Verwendung des chloroquinsensitiven Stammes 3D7 bzw. des chloroquin-
resistenten Stammes W2 von P. falciparum sowie des inhibitorischen Effekts auf
rekombinant exprimiertes FP-2 und FP-3 (Dude et. al., 2008).
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4  Diskussion

4.1 Expression und Funktion von PfCCp5 und PfENPA im

Lebenszyklus von P. falciparum

Die Sexualphase des Malariaerregers P. falciparum ist essentiell fir die Verbreitung
des Erregers. Sie beginnt mit der Differenzierung eines Teils der asexuellen
Blutstadien im menschlichen Wirt zu Gametozyten. Im Mitteldarm der weiblichen
Anopheles-Miicke entwickeln sich die Gametozyten dann zu den weiblichen
Makrogameten sowie zu den mannlichen, motilen Mikrogameten, die aus den
Erythrozyten ausbrechen. Aus diesen Gameten geht nach der Befruchtung eine Zygote
hervor, die sich in einen infektibsen, motilen Ookineten umformt. Dieser durchdringt
das Mitteldarmepithel der Micke und entwickelt sich zwischen dem Epithel und der
Basallamina zur Oozyste. In der Oozyste reifen anschliel3end die fir den menschlichen
Zwischenwirt infektiossen Sporozoiten heran. Die molekularen Mechanismen, welche
die Entwicklung einer Subpopulation von Schwestermerozoiten zu Gametozyten, ihre
Reifung und die Gametogenese regulieren, sind dabei immer noch weitgehend
unerforscht (Ubersichtsartikel Talman et al., 2004; Alano and Billker, 2005). Bekannt ist
bisher ausschlieBlich, dass diese Vorgdnge von einer genau festgelegten
Expressionsabfolge sexualstadienspezifischer Proteine begleitet werden
(Ubersichtsartikel Alano, 2007; Pradel, 2007; Dixon et al., 2008). Hierzu gehéren
sowohl die Proteine Pfs25 und Pfs28 als auch die Proteine Pfs230 und Pfs48/45,
welche viel versprechende Kandidaten far die Entwicklung von
Transmissionsblockierenden Vakzinen (TBV) sind (Pradel, 2007; Saul, 2007). Das mit
den osmiophilen Koérperchen assoziierte Pfg377- (Alano et al., 1995; Severini et al.,
1999) und das zu Pfs25 paraloge Pfs28-Protein der Ookineten (Duffy and Kaslow,
1997) sind ebenso mdgliche TBV-Kandidaten. Weitere sexual-stadienspezifisch
exprimierte Proteine sind die in frihen Gametozytenstadien nachgewiesenen Pfs16-
(Moelans et al., 1991; Baker et al.,, 1994; Bruce et al., 1994), Pfg27- (Carter et al.,
1989; Alano et al.,, 1991) sowie die Pfpeg3- und Pfpeg4-Proteine (Silvestrini et al.,
2005; Lanfrancotti et al., 2007).

Auch die PfCCp-Proteine werden sexualstadienspezifisch im Lebenszyklus von
P. falciparum exprimiert (Pradel et al., 2004; Scholz et al.,, 2008). Aufgrund einer
gemeinsamen LCCL-Domane wurden sie PfCCp1 bis PfCCp5 benannt (Pradel et al.,
2004; Templeton et al., 2004). Dem sechsten Mitglied, PfFNPA, fehlt diese nhamens

gebende LCCL-Doméne. Unter Beriicksichtigung seiner ausgepragten Ahnlichkeit zu
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PfCCp5 und einer damit mdglichen Verwandtschaft beider Proteine wurde es jedoch
mit in die PfCCp-Familie integriert (Pradel et al., 2004). Die Mitglieder der PfCCp-
Familie wurden auch unter dem Namen PfLAP beschrieben und es wurden Orthologe
in dem Nagermalariaerreger P. berghei gefunden (Delrieu et al., 2002; Claudianos et
al., 2002; Trueman et al., 2004). Die sechs kodierenden Gene der PfCCp-Proteine
besitzen jeweils eine Signalpeptidsequenz, wahrend ihnen Sequenzen fir
Transmembrandomanen oder einen GPI-Anker fehlen. Daher wird angenommen, dass
die Proteine sekretiert werden. Des Weiteren l&sst ihr komplexer Aufbau aus multiplen
Adhéasionsdomanen auf eine Beteiligung an Protein-, Lipid- oder Polysaccharid-
bindungen schlieRen (Ubersichtsartikel Pradel, 2007). Sie kénnten auf Grund dessen
an der Erkennung von Wirtsrezeptoren beteiligt sein, oder bei parasitdren Protein-
Protein-Interaktionen eine wichtige Rolle spielen.

Untersuchungen zur Expression der PfCCp-Familie zeigten, dass PfCCpl, PfCCp2,
PfCCp3 und PfCCp4 in der parasitophoren Vakuole reifer Gametozyten lokalisieren
und diese vier Proteine ausschlief3lich in der Sexualphase des Parasiten nachweisbar
sind (Delrieu et al., 2002; Pradel et al., 2004, 2006; Scholz et al., 2008). Dabei weisen
PfCCpl, PfCCp2 sowie PfCCp3 ein punktiertes Expressionsmuster auf. PfCCp4 zeigt
abweichend dazu eine homogene Oberflachenverteilung in reifen Gametozyten.
Wahrend die Expression von PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 erst in Gametozyten des
Stadium |l nachweisbar ist, wird PfCCp4 bereits in Gametozyten des Stadium |
exprimiert. Anhand von Immunfluoreszenzstudien konnte auf3erdem eine partielle
Freisetzung von PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 wahrend der Gametogenese sowie
deren matrixahnliche Anordnung um entstehende Exflagellationszentren festgestellt
werden (Pradel et al., 2004). Das PfCCp4-Protein lokalisiert zwar ebenso wie PfCCpl,
PfCCp2 und PfCCp3 innerhalb der parasitophoren Vakuole reifer Gametozyten, es
wird aber im Gegensatz zu den anderen drei Mitgliedern der PfCCp-Familie nicht bei
der Gametogenese freigesetzt und weist auch in Makrogameten ein homogenes
Expressionsmuster auf. Im Verlaufe der Gametogenese lasst die Expression von
PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 rasch nach und ist in Zygoten nur noch sehr schwach
detektierbar. Auch fur PICCp4 ist in Zygoten ein Rickgang der Expression feststellbar,
jedoch wird dieses Protein im Laufe der Ookinetenreifung erneut exprimiert. Es weist
dabei in reifen Ookineten eine ahnliche oberflachenassoziierte Verteilung auf, wie sie
bereits in Gametozyten gezeigt werden konnte. Studien unter Verwendung von
PfCCp2- und PfCCp3-KO-Mutanten deckten die Beteiligung dieser beiden Proteine an
der Migration reifer Sporozoiten aus den Mitteldarmoozysten in die Speicheldrisen der
Mucken auf (Pradel et al., 2004). Im Unterschied dazu lieBen PfCCp4-KO-Studien

keinen Einfluss dieses Proteins auf die Oozystenentwicklung und die anschlielRende



Diskussion 139

Migration der Sporozoiten erkennen. PfCCp4 scheint somit kein essentielles Protein fur
die Entwicklung von P. falciparum in der Miicke zu sein (Scholz et al., 2008). Sowohl
PfCCp2 als auch PfCCp3 erfilllen aufgrund der oben beschriebenen Befunde zwei
wichtige Kriterien, die sie zu TBV-Kandidaten machen. Dies sind zum einen ihre
sexualstadienspezifische Expression und zum anderen ihre essentielle Funktion
wahrend der Entwicklung von P. falciparum in der Micke.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte die Analyse der bisher nur hypothetischen
Proteine PfCCp5 und PfFENPA. Hierzu wurden RT-PCR-Studien sowie, nach
Herstellung polyklonaler Antiseren gegen rekombinante Proteine von PfCCp5 bzw.
PfENPA, Immunfluoreszenzstudien und Western-Blot-Analysen durchgeftihrt. Anhand
von RT-PCR-Studien konnte ein hohes Expressionsniveau beider Proteine in NF54-
WT-Gametozyten sowie in ausbrechenden Gameten gezeigt werden. In NF54-WT-
Trophozoiten war hingegen keine Expression von PfCCp5 und PfFNPA nachweisbar.
Auch in Schizonten des NF54-WT-Stammes sowie des gametozytendefizienten
F12-Stammes konnte keine Expression von PfFNPA detektiert werden. Dahingegen
konnte fir PfCCp5 in Schizonten des NF54-WT-Stammes ein hohes Expressions-
niveau festgestellt werden, wéahrend in Schizonten des F12-WT-Stammes Kkein
PfCCp5-Transkript detektiert wurde. Western-Blot-Analysen bestétigten eine
Expression von PfCCp5 in NF54-WT-Schizonten. Anhand von Immunfluoreszenz-
studien unter Verwendung von polyklonalen Antiseren gegen rekombinantes PfCCp5-
Protein konnte anschlieRend gezeigt werden, dass dieses Mitglied der PfCCp-Familie
nur in einer Subpopulation von NF54-WT-Schizonten detektierbar ist (Scholz et al.,
2008). In reifenden Gametozyten war eine Expression sowohl von PfCCp5 als auch
von PfENPA allerdings ebenso wie diejenige von PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 erst im
Stadium Il detektierbar und diese halt bis zum Stadium V an (Scholz et al., 2008).
PfCCp5 ist somit nicht nur das einzige Mitglied der PfCCp-Proteinfamilie, das bereits in
einem Teil der asexuellen Blutstadien exprimiert wird, sondern es wird auch
ausschlieR3lich in Schizonten des NF54-WT-Stammes exprimiert, welcher zur Gameto-
zytenbildung befahigt ist. Die erhaltenen RT-PCR-Expressionsdaten und die Analysen
auf Proteinebene anhand von Western-Blot- und Immunfluoreszenzstudien legen
daher die Vermutung nahe, dass PfCCp5 eine mogliche essentielle Funktion im Verlauf
der Gametozytogenese hat. Es bleibt jedoch unklar, warum PfCCp5, nach einer
anfanglichen Expression in einer Subpopulation von Schizonten, anhand von
Immunfluoreszenzuntersuchungen erst wieder in Gametozyten des Stadium Il
detektierbar ist. Ein geringes Proteinexpressionsniveau kénnte, verbunden mit einer
mangelnden Sensitivitdt der zur Verfigung stehenden Antiseren den fehlenden

Expressionsnachweis ins Besondere von PfCCp5 aber auch von PfFNPA in
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Gametozyten des Stadium | erklaren. RT-PCR- sowie Western-Blot-Analysen unter
Verwendung von Gametozyten des Stadium | kénnten hierbei eine vorhandene
Expression beider Proteine in diesen friihen Sexualstadien aufdecken.

Wie nachfolgende Untersuchungen an Gametozyten mittels konfokaler Laserscanning-
Mikroskopie und elektronenmikroskopische Studien zeigten, lokalisieren beide
Proteine, ahnlich wie PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3, plasmamembranassoziiert
unterhalb der Membran der parasitophoren Vakuole. Zusatzlich konnte fir beide
Proteine eine intrazellulare Expression in reifen Gametozyten festgestellt werden. Mit
zunehmendem Reifegrad der Gametozyten konzentrieren sich aul3erdem PfCCp5 und
PfENPA, im Gegensatz zu PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3, an den Zellpolen der
Parasiten (Scholz et al., 2008). Im Unterschied zu PfCCp1, PfCCp2 und PfCCp3, war
jedoch in aktivierten Gametozyten keine Freisetzung und auch keine anschlielende
matrixartige Anordnung dieser beiden Proteine um entstehende Exflagellationszentren
zu beobachten. Vielmehr bleiben PfCCp5 und PfFNPA im Verlauf der Gametogenese
mit der Oberflache von Makrogameten assoziiert. RT-PCR-, Western-Blot-Analysen
und Immunfluoreszenzstudien bestétigten hingegen Ubereinstimmend einen Rickgang
der Expression von PfCCp5 und PfFNPA in Zygoten, wie sie bereits fur PfCCpl bis
PfCCp4 beschrieben wurde (Pradel et al.,, 2004; Scholz et al., 2008). Wahrend der
Ookinetenreifung ist dann das Signal beider Proteine mittels Immunfluoreszenz-
untersuchungen nicht mehr nachweisbar.

Anhand von Ko-Markierungsstudien konnte bereits gezeigt werden, dass PfCCpl und
PfCCp4 in Gametozyten beider Geschlechter exprimiert werden (Scholz et al., 2008).
Fur diese Untersuchungen wurden Antiseren gegen Pfs25, einem Oberflachenprotein
von Gametozyten, Makrogameten und Zygoten (Vermeulen et al., 1986; Fries et al.,
1990) und Pfalpha-Tubulin-Il, einem Protein mannlicher Gametozyten und Gameten
(Rawlings et al., 1992) sowie gegen PfMR5, einem Paralog von Pfs230 in mannlichen
Gametozyten (Eksi und Williamson, 2002) verwendet. Hierbei war eine verstarkte
Expression in Makrogametozyten und Makrogameten zu beobachten. Eine Expression
von PfCCpl und PfCCp4 in exflagellierenden Mikrogameten konnte dagegen nicht
detektiert werden. Auch fir PfCCp5 sowie fur PfFNPA war mittels Immun-
fluoreszenzuntersuchungen keine ausgepragte geschlechtsspezifische Expression in
Gametozyten feststellbar. Ebenso konnte auch fir diese beiden Proteine kein Signal in
exflagellierenden Mikrogameten detektiert werden. Diese Daten lassen darauf
schlieRen, dass sich eine geschlechtsspezifische Expression von PfCCp5 und PfFNPA
sowie der ubrigen Mitglieder der PfCCp-Familie erst im Verlauf der Gametogenese

manifestiert.
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Im Unterschied dazu postulierten Khan et al. im Jahre 2005 eine ausschlief3lich
weibliche Expression der PfCCp-Orthologe PbCCpl/LAP2 und PbCCp3/LAP1 in
P. berghei. Diese makrogametozytenspezifische Expression der PbCCp-/LAP-Proteine
wurde anhand von Promotorstudien mittels des GFP-(green fluorescent protein)-
Reporterproteins detektiert. Hierfir waren Kreuzungsstudien unter Verwendung von
PbCCp/LAP-KO-Parasiten sowie Pbs47-KO- bzw. Pbs48/45-KO-Parasiten durch-
gefuhrt worden. Diese konnten entweder keine weiblichen oder keine mannlichen
Gameten bilden. Bei Membranfiitterungen erhielten die Micken dann entweder ein
Gemisch der unterschiedlichen KO-Gametozytenkulturen oder die Miicken konnten bei
einer Blutmahlzeit an Mausen, welche mit den verschiedenen KO-Parasitenstammen
infiziert worden waren, die Parasiten aufnehmen. Wie die Versuche zeigten, konnten
lediglich nach Kreuzungen von PbCCpl/LAP2-, PbCCp2/LAP4-, PbCCp3/LAP1- bzw.
PbCCp4/LAP6-KO-Parasiten mit den Pbs48/45-KO-Mutanten, welche nur weibliche
Gameten bilden kdnnen, Sporozoiten in den Speicheldriisen der Miicke nachgewiesen
werden. Aus diesem Befund wurde geschlossen, dass fur eine vollstandige
Entwicklung des Parasiten in der Micke eine funktionelle Kopie der PbCCp/LAP-Gene
durch weibliche Gameten vererbt werden muss (Raine et al., 2007). Ebenso
berichteten Raine et al. im Jahre 2007 sowie kirzlich erst Carter und Kollegen (2008)
von einer weiblichen Vererbung der PbCCp/LAP-Gene.

Des Weiteren weisen die PfCCp- und PbCCp/LAP-Proteine der beiden Plasmodium-
Spezies divergierende Expressionsmuster auf. Fir das PbCCp3-/LAP1-Protein von
P. berghei wurde urspriinglich neben einer Expression in Gametozyten auch eine
Expression in anderen Parasitenstadien, beginnend mit den asexuellen Blutstadien bis
hin zu den Sporozoiten in den Speicheldrisen, beschrieben (Claudianos et al., 2002;
Trueman et al., 2004). AuRerdem wurde mittels Proteomanalysen festgestellt, dass die
PfCCp1l- und PfCCp2-Orthologe PbCCp1/LAP2 und PbCCp2/LAP4 auch in Ookineten
und Oozysten exprimiert werden und das PfCCp4-Ortholog, PbCCp4/LAP6, wurde
dariiber hinaus auch in Sporozoiten nachgewiesen (Trueman et al., 2004). Die Analyse
aller PbCCp-Transkripte mittels quantitativer RT-PCR und mittels Expression des GFP-
Reporterproteins unter Kontrolle der PbCCpl/LAP2- bis PbCCp4/LAP6-spezifischen
Promotoren brachte ahnliche Ergebnisse (Lavazec et al.,, 2009). Diese Unter-
suchungen zeigten, dass die entsprechenden Transkripte aller PbCCp/LAP-Gene nicht
nur in Gametozyten, sondern auch funf, zehn und 15 Tage nach Membranfiitterung
von Anopheles-Micken in Oozysten nachweisbar sind. Jedoch war die Transkript-
menge in Oozysten wesentlich geringer als in Gametozyten. Die Detektion von
Transkipt in den Mickenstadien konnte mit einer geringen Restaktivitat der

PbCCp/LAP-Promotoren erklarbar sein. Diese muss jedoch nicht zur Translation der
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biologisch relevanten Proteine fihren bzw. kann in einer nur sehr geringen Protein-
expression resultieren, welche nicht detektierbar ist, und wirde somit eine mangelnde
Expression der PbCCp/LAP-GFP-Konstrukte in den Oozysten erklaren. Eine
Expression der PbCCp/LAP-Proteine und hierbei im Speziellen fir PbCCp5/LAP3 in
asexuellen Blutstadien der Parasiten bzw. in Sporozoiten war dagegen nicht
detektierbar, wie sie zuvor bereits von Trueman und Kollegen (2004) beschrieben
wurde. Im Unterschied zu den in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten RT-PCR-
Analysen wurden fir die Expressionsstudien von Trueman et al. (2004) bzw. von
Lavazec et al. (2009) gemischte asexuelle Blutstadien von Plasmodium verwendet. Es
ist daher nicht auszuschliel3en, dass anhand einer detaillierteren, stadienspezifischen
Expressionsanalyse PbCCp5/LAP3 ebenfalls in Schizonten detektierbar ist.

Der fehlende Nachweis der PfCCp-Expression in den Miickenstadien von P. falciparum
anhand von indirekten Immunfluoreszenzuntersuchungen kdnnte hingegen, bei einem
entsprechenden geringen Proteinexpressionsniveau, auf einer mangelnden Sensitivitat
der zur Verfigung stehenden Antiseren beruhen. Andererseits kénnte bei den
durchgefuhrten Immundetektionen ein fehlender Expressionsnachweis theoretisch
auch auf einen Verlust der entsprechenden Epitope infolge von Prozessierung bzw.
durch Konformationsénderung der Proteine zurtickfuhrbar sein (Trueman et al., 2004).
Der Einsatz von Antiseren, welche gegen unterschiedliche Doménen der jeweiligen
PfCCp-Proteine gerichtet sind, sowie RT-PCR-Analysen an den Miickenstadien von
P. falciparum kénnten genauere Ergebnisse liefern und somit zur Klarung dieser oben
beschriebenen widersprichlichen Resultate beitragen.

Trotz ihrer konservierten Architektur innerhalb der Gattung Plasmodium weisen die
PfCCp- und die PbCCp/LAP-Proteine noch weitere Unterschiede auf. Die Unter-
suchungen an jeweils zwei verschiedenen PfCCp2- und PfCCp3-KO-Parasiten-
stammen, welche in mehreren unabhéngigen Experimenten wiederholt wurden,
ergaben, dass die Mitteldarmoozysten der PfCCp2- und PfCCp3-defizienten Stamme
bis zur Sporozoitenentwicklung einen normalen Phanotyp aufwiesen (Pradel et al.,
2004). Die Morphologie sowie die Anzahl der Oozysten und die Sporozoitenreifung
waren zwolIf Tage nach der Membranfitterung von Anopheles-Mucken vergleichbar mit
dem WT. Ein vom WT abweichender PfCCp2- und PfCCp3-KO-Phénotyp manifestierte
sich erst bei der Migration der Sporozoiten aus den Oozysten in die Speicheldriisen
der Mucke. Die Ausschaltung der PfCCp2- und PfCCp3-Gene hatte, wie bereits oben
erwdhnt, eine vollkommene Blockierung der Sporozoitenmigration zu Folge. In
P. berghei war hingegen bereits im Oozystenstadium eine vom WT abweichende
Entwicklung zu beobachten. Die PbCCpl/LAP2-, PbCCp3-/LAP1- und PbCCp4/LAP6-

defizienten Parasitenstimme bildeten zwar eine mit dem WT vergleichbare Anzahl an
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Oozysten, diese waren jedoch bereits sieben Tage nach der Membranfitterung
gegenuber den gleichaltrigen WT-Oozysten signifikant vergroert. Darlber hinaus
nahm diese VergréRerung im Verlauf der Oozystenreifung noch zu (Claudianos et al.,
2002; Raine et al., 2007). Bei lichtmikroskopischen Analysen von spaten Oozysten der
PbCCpl/LAP2, PbCCp2/LAP4-, PbCCp3/LAP1- und PbCCp4/LAP6-KO-Parasiten
wurden nachfolgend zwei verschiedene Oozysten-Subpopulationen gefunden. Die eine
Subpopulation wies Ahnlichkeiten mit unreifen WT-Oozysten auf, die andere wies im
Vergleich zum WT Degenerationen durch Vakuolenbildung auf (Claudianos et al.,
2002; Trueman et al., 2004; Raine et al., 2007). Transmissionselektronen-
mikroskopische Studien lokalisierten dann diese Vakuolenbildung im ER der Parasiten
sowie eine unvollstdndige Organisation des Kernmaterials in PbCCp/LAP-defizienten
Oozysten (Raine et al., 2007). In den Oozysten der KO-Parasiten waren nur wenige
vergroRerte Nuklei sichtbar, wahrend in den Oozysten der WT-Parasiten bereits
Sporozoiten gebildet wurden (Raine et al., 2007). Zu einem ahnlichen Befund kam die
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. T. J. Templeton am WMC (New York) nach Untersuchung
von P. berghei Doppel-KO-Parasitenstammen (Lavazec et al.,, 2009). Membran-
fUtterungen von Anopheles-Micken mit PbCCpl/PbCCp3- und PbCCpl/PbCCp4-
Doppel-KO-Parasiten zeigten bis zum Oozystenstadium ebenfalls keine Veranderung
des Phanotyps. AnschlieBend waren jedoch auch hier anhand von licht-
mikroskopischen Untersuchungen Degenerationen infolge von Vakuolenbildung sowie
eine vollstdndige Unterbrechung der Sporozoitenentwicklung in den Oozysten zu
erkennen. Eine starkere Beeintrachtigung der Parasitenentwicklung durch die
Ausschaltung zweier PbCCp/LAP-Gene war hingegen nicht feststellbar. Die bisherige
Annahme, dass die PCCp-Proteine eine redundante Funktion haben kénnten und die
Ausschaltung eines der Gene durch die dbrigen Mitglieder des PCCp-Familie
kompensiert werden kann, wird von diesen Daten nicht gestiitzt. Eine Hypothese der
Funktion der PCCp-Proteine ist daher, dass sie bei Prozessen der Befruchtung und der
Bildung der Zygote beteiligt sind. Der Mangel eines der PCCp-Proteine kdnnte somit zu
einer aberrierenden Meiose und einer damit verbundenen anormalen Zellteilung
fuhren, die in einem solchen spaten Phanotyp resultiert. Eine weitere Hypothese, die
einen sich erst in der Sporozoitenentwicklung sichtbaren Phanotyp erklaren wirde,
beruht auf der kirzlich veréffentlichten Beobachtung, dass das mit einem GFP-
Konstrukt fusionierte PbCCp3-Protein mit dem Kristallkdrper des Ookineten assoziiert
ist (Carter et al., 2008). Wenn der Kristallkérper der Ookineten eine Funktion bei der
Reifung der Sporozoiten in den Oozysten hat, dann wére eine Expression der PCCp-
Proteine in den Sexualstadien des Erregers, die aber anschlieRende Manifestierung

des Phanotyps der PCCp-defizienten Parasiten in den Oozysten erklarbar.
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Aufgrund ihrer essentiellen Rolle in der Sexualphase der Erreger, besitzen sowohl
PfCCp2 als auch PfCCp3 ein grol3es Potential als Kandidaten fir die Entwicklung von
TBV. Vermutlich Ubernehmen auf3erdem einige Mitglieder der PfCCp-Familie eine
wichtige Funktion wahrend der Gametogenese. Diese Annahme beruht auf der
Beobachtung, dass gegen PfCCpl, PfCCp2, PfCCp3, PfCCp4 und PfFNPA gerichtete
Antikérper in Anwesenheit des Komplementsystems in vitro die Exflagellationsrate von
mannlichen Gameten teilweise vermindern (Scholz et al., 2008).

Wie bereits zuvor erwdhnt scheint jedoch PfCCp4 keine essentielle Rolle bei der
Entwicklung von P. falciparum in der Miicke zu spielen. Insgesamt funf unabhangige
Membranfitterungen zeigten sowohl eine normale Oozysten- als auch eine unaufféllige
Sporozoitenbildung innerhalb der Oozysten. Die gebildeten Sporozoiten waren auch
mehrheitlich in der Lage in die Speicheldrisen einzuwandern (Scholz et al., 2008).
Neuere Untersuchungen deuten auf3erdem darauf hin, dass PfCCp4 nach einem
Expressionstief im Zygotenstadium, nicht nur erneut in den Ookineten sondern
moglicherweise anschlie@end auch in Speicheldrisen-Sporozoiten exprimiert wird
(Diplomarbeit von F. Kohlhepp, 2009). Diese Daten bedirfen allerdings noch einer
genaueren Prifung. Fur das sexualstadienspezifische Pfs47-Protein wurde bereits eine
ahnlich redundante Funktion beschrieben. Pfs47 wird auf der Oberflache weiblicher
Gametozyten und Gameten exprimiert und ist zu Pfs48/45 paralog. Doch wahrend
Pfs48/45 fur die Befruchtung von Makrogameten unerlasslich ist (van Dijk et al., 2001),
ist die Transmission der Parasiten durch Ausschaltung von Pfs47 nicht beeintrachtigt
(van Schaijk et al., 2006). Theoretisch ware ein vom WT nicht abweichender KO-
Phanotyp durch eine Rickmutation und dem damit einhergehenden Verlust der KO-
Vektorintegration erklarbar. Hierbei handelt es sich jedoch um ein sehr seltenes
Ereignis (Tsai et al., 2001). Bei allen fiinf unabhangig voneinander klonierten PfCCp4-
KO-Parasitenstimmen war jedoch ein ahnlicher Phénotyp zu beobachten und eine
Rickmutation ist daher nahezu auszuschlie3en (Scholz et al., 2008).

Zur funktionalen Charakterisierung von PfCCp5 und PfFNPA wurde versucht, die
entsprechenden Gene mit Hilfe von homologer single-crossover-Rekombination
auszuschalten. Hierfir wurden zundchst Fragmente der Gene in das pDT-Tg23-Ko-
Plasmid, kloniert und anschlieBend in asexuelle NF54-WT-Blutstadien transfiziert
(Wu et al., 1996). Diese Vektoren besitzen eine Resistenzkassette, anhand derer die
Parasiten, welche das Plasmid aufgenommen haben, positiv selektiert werden kénnen.
Die Transfektion der in das pDT-Tg23-Plasmid klonierten PfCCp5- und PfFNPA-DNA-
Fragmente wurde in drei unabhangigen Experimenten wiederholt. Im Nachfolgenden
Integrationsnachweis anhand von diagnostischer PCR konnte jedoch nur das Vorliegen

des episomalen Vektors gezeigt werden und keine Aufnahme des entsprechenden
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Plasmids in den WT-Locus beider Gene detektiert werden. Daher wurden in einem
Parallelansatz, um zu Uberprifen, ob die PfCCp5- und PfFNPA-Loci flr genetische
Manipulationen zuganglich sind bzw. ob die beiden Proteine eine essentielle Funktion
besitzen, sowohl DNA-Fragmente beider Gene in das pCAM-BSD-KO-Plasmid als
auch in einen Komplementationsvektor namens pCAM-BSD-Comp-Vektor kloniert und
in asexuelle NF54-WT-Blutstadien transfiziert (Mamoun et al., 1999; Dorin-Semblat
et al., 2007). Nach erfolgter positiver Selektion konnte in den mit den PfCCp5-BSD-KO-
und mit dem PfFNPA-BSD-KO1-Konstrukt transfizierten WT-Blutkulturen nach
90 Tagen kein erneutes Wachstum der Parasiten beobachtet werden. Die mit dem
PfCCp5- und PfFNPA-Comp-Konstrukten transfizierten WT-Blutkulturen unter
Verwendung des pCAM-BSD-Comp-Vektors zeigten hingegen bereits nach 45 Tagen
ein erneut reges Parasitenwachstum. Mittels diagnostischer PCR war es mdglich eine
stabile Integration dieser Konstrukte und somit die Zuganglichkeit des PfCCp5- bzw.
des PfENPA-Locus fur genetische Manipulationen nachzuweisen. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass sowohl PfCCp5 als auch PfFNPA eine essentielle Funktion im
Lebenszyklus von P. falciparum haben und das die vollstédndige Ausschaltung dieser
beiden Gene, im Gegensatz zur Ausschaltung von PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3, letal
fur den Parasiten ist. AuRerdem scheint sich der Phanotyp der PfCCp5- und PfFNPA-
defizienten Parasiten bereits in den Blutstadien bzw. in den Gametozytenstadien,
welche als Folge des physiologisch erzeugten Stresses durch Selektion mit Blastizidin
gebildet werden, zu manifestieren. Unter Einbeziehung der mittels RT-PCR-, Western-
Blot und Immunfluoreszenz-Analysen gewonnenen Daten zur Expression von PfCCp5
in einem Teil der Schizonten des gametozytenbildenden NF54-WT-Stammes sowie die
Abwesenheit des Proteins im gametozytendefizienten F12-WT-Stamm ist eine Rolle
dieses Proteins bei der Regulation des Zellzyklus denkbar. Ahnliches postulierten
bereits Raine und Kollegen fir die PbCCp/LAP-Proteine, denen sie eine regulatorische
Funktion im Zellzyklus, insbesondere bei der Zytokinese der Sporozoiten, zusprachen
(Raine et al., 2007). Eine weitere mdgliche Funktion von PfCCp5 kénnte die
Beteiligung an der stadienspezifischen Modifikation der parasitophoren Vakuole und
des infizierten Erythrozyten sein, wie sie bereits Eksi und Kollegen (2005) fir das
ebenfalls in einer Subpopulation von Schizonten und frihen Gametozyten exprimierte
Pfg14.748 vermuteten.

Zum Zwecke einer detaillierteren Funktionsanalyse der Domanen des PfFNPA-
Proteins, wurde zusatzlich ein weiteres Fragment aus dem mittleren Abschnitt der
translatierten 5’-Region des PfFNPA-Gens in den pCAM-BSD-KO-Vektor kloniert und
anschlieRend in NF54-WT-Parasiten transfiziert. Dieses PfFNPA-BSD-KO2-Konstrukt

integriert im Falle einer homologen Rekombination domaneniuberspannend in der
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3’-Region der FN2- und der 5-Region der Anth-Doméane von PfFNPA, sodass die
5'-Region der FN2-Doméane des Proteins noch exprimiert wird. Damit sollte zunachst
Uberprift werden, ob eine verklrzte Form des PfFNPA-Proteins ebenfalls zu einem
Absterben der transfizierten Parasiten fihrt. Nach erfolgter Selektion konnte jedoch in
den mit dem PfFNPA-BSD-KO2-Konstrukt transfizierten WT-Blutkulturen schon
innerhalb von 45 Tagen ein erneutes Parasitenwachstum beobachtet werden. Anhand
einer diagnostischen PCR war es mdglich, eine stabile Integration des PfFNPA-BSD-
KO2-Konstrukts nachzuweisen. Nachfolgende Southern-Blot-Analysen der vereinzelten
Parasitenklone bestétigten die Integration des Konstrukts in den PfFNPA-WT-Locus
(Simon et al., 2009). Somit ist die Spaltung des Locus im Bereich der 3'-Region der
FN2-Doméne offensichtlich nicht letal fur den Parasiten und insbesondere die Anth-
Domane scheint keine essentielle Funktion fir das Uberleben von P. falciparum zu
haben. AnschlieBende Immunfluoreszenz- sowie Western-Blot-Analysen unter
Verwendung der polyklonalen Mausseren Anti-PfFNPArpl und Anti-PfFNPArp2
deckten allerdings ein vollstandiges Fehlen der PfFNPA-Proteinexpression in den
Gametozyten, welche das PfFNPA-BSD-KO2-Konstrukt in den WT-Locus des Gens
integriert hatten, auf (A. Kuhn, unverdffentlichte Daten; Simon et al., 2009). Diese
Daten sind insofern hochst interessant, als die partielle Ausschaltung des Proteins
augenscheinlich zu einer vollstandigen Unterbrechung der PfFNPA-Proteinexpression
fuhrt. Die PfFNPA-BSD-KO2-Mutanten weisen zwar lichtmikroskopisch keine
morphologischen Unterschiede zu den WT-Parasiten auf, die Unterbrechung der
Translation im 3'-Bereich der kodierenden Region von PfFNPA fihrt jedoch
mdglicherweise zu einer Degradierung oder einer Konformationséanderung der noch
translatierten 5-Region der FN2-Domane, sodass keine korrekte Proteinexpression
mehr nachweisbar ist. Denkbar ware aber auch eine Freisetzung des unvollstdndig
expimierten PfFNPA-Proteinfragments in das umgebende Medium. Damit ist eine
essentielle Funktion der Anth-Doméane bei der Stabilisierung des PfFNPA-Proteins
denkbar. Von der FN2-Doméne wird hingegen vermutet, dass sie an Protein-Protein-
Interaktionen beteiligt sein kénnte und daher eine mdgliche wichtige Rolle bei der
mutmalilichen Interaktion mit den anderen Mitgliedern der PfCCp-Proteinfamilie
innerhalb der parasitophoren Vakuole des Parasiten Ubernimmt (Pradel et al., 2004;
Simon et al., 2009). Dieser Aspekt soll im Laufe der Diskussion noch einmal
aufgegriffen werden. Zusammenfassend weisen diese Daten darauf hin, dass sowohl
PfCCp5 als auch PfFNPA eine essentielle Funktion bereits im Verlauf der

Gametozytogenese von P. falciparum haben kénnten.
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4.2 Molekulare Wechselwirkungen der PfCCp-Proteine

wéhrend der Sexualphase von P. falciparum

Durch die vollstandige Sequenzierung des P.-falciparum-Genoms wurde eine Reihe
sexualstadienspezifischer Adhéasionsdomanen-Proteine aufgedeckt (Gardner et al.,
2002). Zu ihnen zahlen die PfCCp-/LAP-Multiadh&sionsdoménenproteine (Dessens et
al., 2004; Pradel et al., 2004), aber auch die in den friilhen Stadien der Gametozyten
exprimierten Pfg14.744- und Pfg14.748-Proteine (Eksi et al., 2005) sowie PfMR5 (Eksi
and Williamson, 2002) und Pfs47 (van Schaijk et al., 2006), welche beide ein
cysteinreiches Motiv besitzen. Die Mehrheit der bekannten sexualstadienspezifischen
Proteine wird dabei innerhalb der parasitophoren Vakuole im Verlauf der Gameto-
zytenreifung exprimiert. Einige dieser Proteine werden anschlieRend wahrend der
Gametogenese an der Oberflache von Gameten oder befruchteten Zygoten exponiert.
Beispiele fur oberflachenassoziierte Proteine sind die TBV-Kandidaten Pfs25, Pfs28,
Pfs48/45 und Pfs47 bzw. Pfs230 und PfMR5, Pfpeg3, Pfpeg4, Pfgl4.744 sowie
Pfg14.748, aber auch die PfCCp-Familie (Ubersichtsartikel Pradel, 2007). Trotz
fortlaufender Charakterisierung der meisten dieser identifizierten sexualstadien-
spezifischen Proteine ist der Grund ihrer Expression innerhalb der parasitophoren
Vakuole von Gametozyten, ihre Exposition im Verlauf der Gametogenese und die
Funktion ihrer zahlreichen Adhasionsdoménen bisher unbekannt.

Um die mogliche Funktion der PfCCp-Familie genauer beurteilen zu kénnen, wurden in
unserer Arbeitsgruppe erste ko-abhangige Expressions- sowie Ko-Lokalisationsstudien
unter Verwendung reifer Gametozyten durchgefihrt. Diese zeigten, dass PfCCpl,
PfCCp2 und PfCCp3 sowohl ko-abhangig exprimiert werden als auch innerhalb der
parasitophoren Vakuole der Gametozyten ko-lokalisieren (Pradel et al., 2006). Hierbei
wurde festgestellt, dass in PfCCp3-defizienten Gametozyten PfCCpl und PfCCp2 nicht
exprimiert werden, obwohl das Transkriptlevel beider Proteine unverandert war (Pradel
et al., 2006). Daruber hinaus werden, wie bereits oben erwahnt, PfCCp1, PfCCp2 und
PfCCp3 wahrend der Gametogenese partiell freigesetzt und umgeben entstehende
Exflagellationszentren in einer matrixahnlich Anordnung (Pradel et al., 2004).
Zusammenfassend lassen diese Daten auf eine Komplexbildung von PfCCp1l, PfCCp2
und PfCCp3 verbunden mit der Interaktion der drei Proteine schlie3en (Pradel et al.,
2006; Wagner et al., 2006). Es wurde weiterhin vermutet, dass der Mangel von PfCCp3
hierbei zur Destabilisierung bzw. Degradierung und somit zum Verlust von PfCCp1 und
PfCCp2 in den PfCCp3-KO- Parasiten fuhren kénnte. Weitere unterstiitzende Hinweise
auf eine Komplexbildung konnten anhand von Affinitdtschromatographiestudien durch
den Nachweis direkter Interaktionen rekombinant exprimierter PfCCp-Doménen

erbracht werden (Wagner et al., 2006). Fiur das in Gametozyten exprimierte Pfs230-
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Protein ist bereits eine Interaktion mit Pfs48/45 beschrieben worden. Diese beiden
Proteine ko-lokalisieren innerhalb der parasitophoren Vakuole reifer Gametozyten. Das
Pfs230-Protein wird sekretiert, wobei es an den GPI-Anker von Pfs48/45 bindet und so
mit ihm einen Komplex auf der Oberflache von Gametozyten und Gameten bildet
(Kumar, 1987; Kumar und Wizel, 1992). Weitere ko-abhangige Expressionsstudien
anhand von Western-Blot-Analysen deckten im dem erst kirzlich generierten PfCCp1-
KO-Parasitenstamm, 5YE2, ein Fehlen von PfCCp2 und PfCCp3 auf (Simon et al.,
2009). Eine ko-abhangige Expression von PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 in PfCCp4-
defizienten Gametozyten konnte hingegen nicht festgestellt werden. Mittels
Immunfluoreszenzstudien an Gametozyten der PfCCpl-, PfCCp2- und PfCCp3-KO-
Parasitenstamme konnte dariber hinaus eine von diesen drei PfCCp-Familien-
mitgliedern unabhéangige Expression des PfCCp4-Proteins gezeigt werden. Es konnte
aulRerdem keine Beeintrdchtigung der Expression von Pfs230 in PfCCp4-defizienten
Gametozyten beobachtet werden. Anhand von Ko-Immunprazipitationsstudien unter
Verwendung von WT-Gametozytenlysat konnte jedoch eine direkte Interaktion von
PfCCp4 sowohl mit Pfs230 als auch mit Pfs48/45 nachgewiesen werden (Scholz et al.,
2008). Ebenso wurde in Immunfluoreszenzuntersuchungen eine Ko-Lokalisation von
PfCCp4 und Pfs230 innerhalb der parasitophoren Vakuole detektiert.

In Studien an Pfs230- und Pfs48/45-defizienten Parastienstammen konnte zuvor eine
deutliche Reduktion der Fertilisationsrate sowie der Zygoten- bzw. Oozystenbildung
(van Dijk et al., 2001; Eksi et al., 2006) nachgewiesen werden. So verlieren
Mikrogameten Pfs48/45-defizienter Parasitenstamme ihre Fahigkeit zur Befruchtung
(van Dijk et al., 2001) und Pfs230-KO-Mikrogameten konnen nicht mehr an
Erythrozyten adharieren, wodurch es zu einer deutlich verminderten Ausbildung von
Exflagellationszentren kommt (Eksi et al., 2006). Bisher war es jedoch nicht méglich,
Interaktionspartner von Pfs230 auf der Oberflache von Erythrozyten zu identifizieren.
Ko-Immunprazipitation von Pfs230 und Glycophorin A, einem an der Ausbildung von
Exflagellationszentren beteiligten Oberflachenprotein von Erythrozyten, konnten keine
Interaktion dieser beiden Proteine detektieren (Templeton et al., 1998; Eksi et al.,
2006). In Studien an Pfs230-defizienten Parasiten konnten ebenfalls keine
Beeintrachtigung der Pfs48/45-Expression festgestellt werden (Eksi et al.,, 2006). In
Pfs48/45-defizienten Parasiten wird Pfs230 zwar exprimiert, jedoch ist das Protein
nicht mehr mit der Oberflache der Gameten assoziiert und die Expressionsstarke ist
deutlich reduziert (Eksi et al., 2006). Diese Ergebnisse sind in sofern schlissig, als das
GPI-verankerte Pfs48/45-Protein Pfs230 mit der Plasmamembran assoziiert.

In der vorliegenden Arbeit konnte anhand von Western-Blot-Analysen unter
Verwendung von Gametozytenlysat PfCCpl-, PfCCp2- und PfCCp3-defizienter
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Parasitenstamme eine signifikanter Rickgang der PfCCp5- und PfFNPA-Expression
und somit eine von PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 ko-abhangige Expression beider
Proteine festgestellt werden (Simon et al., 2009). Nachfolgende Immunfluoreszenz-
studien deckten in PfCCpl-KO-Gametozyten ein vollstandiges Fehlen der PfCCp5-
und PfENPA-Proteinexpression auf, wahrend das in Gametozyten noch zunachst
intrazellular lokalisierte Pfs25 eine von PfCCpl unabhangige Expression zeigte. Auch
die Immunfluoreszenzstudien an PfCCp2- und PfCCp3-KO-Gametozyten zeigten ein
nahezu vollstdandiges Fehlen der PfCCp5- und PfFNPA-Proteinexpression. Mittels
Western-Blot-Analysen sowie Immunfluoreszenzstudien an PfCCp4-KO-Gametozyten
konnte dagegen nur eine verringerte Proteinexpression von PfCCp5 und PfFNPA
festgestellt werden. Eine mangelnde PfCCp5- und PfFNPA-Proteinexpression ware
ebenfalls mit einer Destabilisierung bzw. Degradierung beider Proteine in den PfCCp1-,
PfCCp2- und PfCCp3-KO-Parasiten erklarbar wie sie zuvor bereits zuvor fir PfCCpl
und PfCCp2 in PfCCp3-defizienten Parasiten vermutet wurde (Pradel et al., 2006). Die
lediglich reduzierte Proteinexpression von PfCCp5 und PfFNPA in PfCCp4-KO-
Parasiten bestétigt hingegen die besondere Rolle von PfCCp4 innerhalb der PfCCp-
Familie. Kirzlich ist es ebenfalls gelungen, eine verminderte Expression aller tbrigen
PfCCp-Proteine in Gametozyten des in der vorliegenden Arbeit generierten PfFNPA-
KO-Stammes nachzuweisen (Simon et al., 2009). Insgesamt unterstiitzen diese Daten
die Vermutung einer ko-abhangigen Expression der PfCCp-Mitglieder untereinander.
Neuere Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe zeigen auRerdem eine von Pfs230
sowie von Pfs48/45 unabhangige Expression aller PfCCp-Proteine (. Rupp, unver-
offentlichte Daten). Eine von Pfs48/45 mdgliche ko-abhangige Expression anderer
sexualstadienspezifischer Proteine wurde bisher noch nicht untersucht. Es konnte
hingegen bereits gezeigt werden, dass in Pfs230-KO-Gametozyten die sexual-
stadienspezifischen Oberflachenproteine Pfs25, Pfs48/45, Pfpeg3, Pfpeg4 und das mit
den osmiophilen Kérperchen assoziierte Pfg377 eine normale Expression aufweisen
(I. Rupp, unveréffentlichte Daten). Des Weiteren konnte ebenso eine von PfCCpl,
PfCCp2 und PfCCp3 unabhangige Expression der Pfs25-, Pfs48/45-, Pfpeg3- bzw.
Pfpeg4- und Pfg377-Proteine unter Verwendung von PfCCpl-, PfCCp2- und PfCCp3-
KO-Gametozyten festgestellt werden (Diplomarbeit von A. Kiihn, 2007). Erste Daten
deuteten zunachst ebenfalls auf eine von PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 unabhéngige
Expression des Pfs230-Proteins hin (Diplomarbeit von A. Kihn, 2007). Neuere Unter-
suchungen deckten jedoch eine verminderte Expression von Pfs230 in PfCCp3-KO-
Gametozyten und somit eine von PfCCp3 mogliche ko-abh&angige Expression auf
(Diplomarbeit von F. Kohlhepp, 2009).
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Da PfCCp4 in Pfs230-KO-Gametozyten exprimiert wird, ware eine Vermittlung der
membranassoziierten Lokalisation von PfCCp4 durch Pfs48/45 denkbar. Hinweise
hierfir lieferten durchgefiihrte Ko-Immunprazipitationen, in denen neben einer
Interaktion von PfCCp4 mit Pfs230 auch eine Interaktion von PfCCp4 mit Pfs48/45
detektiert wurde (Scholz et al., 2008; S. Scholz, unveroffentlichte Daten). Dieser
Hypothese widerspricht jedoch die zuvor beschriebene von Pfs48/45 unabhangige
Expression des PfCCp4-Proteins. Es ist aber denkbar, dass die Interaktion dieser drei
Proteine Uber ein Briickenprotein vermittelt wird, welches genau wie PfCCp4
unabhéngig von Pfs230 und Pfs48/45 exprimiert wird. Ko-Immunprézipitationen von
PfCCp4 mit weiteren sexualstadienspezifischen Proteinen wie Pfs16 (Moelans et al.,
1991; Baker et al., 1994; Bruce et al., 1994), Pfs25 (Vermeulen et al., 1985, 1986) und
Pfpeg3 bzw. Pfpeg4 (Silvestrini et al., 2005; Alano, 2007; Lanfracotti et al., 2007)
konnten hieriber nahere Aufschliisse geben. In Tab. 4.1 sind noch einmal alle bisher
durchgefuhrten ko-abhéngigen Expressionsstudien und die dazugehorigen Ergebnisse
zusammengefasst. Eine im Vergleich zu den WT-Gametozyten unverénderte
Expression ist hierbei mit zwei Pluszeichen (++) gekennzeichnet. Eine schwéchere
Expression im Vergleich zum WT ist mit einem Pluszeichen (+) angegeben. Eine
vollstandig fehlende Proteinexpression ist mit einem Minuszeichen (-) und eine sehr
schwache bzw. stark abweichende Expression ist mit einem Plus-Minuszeichen ()
markiert. Bisher noch nicht durchgefiihrte Ko-Expressionsstudien sind mit einer Null (0)

gekennzeichnet.

Tab. 4.1. Ubersicht der Expression ausgewahlter sexualstadienspezifischer Adhasionsproteine

in sieben verschiedenen KO-Parasitenstammen

PfCCpl- | PfCCp2- = PfCCp3- PfCCp4- = PfFNPA- | Pfs230- | Pfs48/45-

KO KO KO KO KO KO KO
PfCCpl - - - + ++ ++
PfCCp2 - - - + ++ ++
PfCCp3 - - - + + ++ ++
PfCCp4 + + + - + ++ ++
PfCCp5 - + + ++ ++
PIFNPA - + - ++ ++
Pfs230 ++ ++ + ++ ++ - -
Pfs48/45 ++ ++ ++ ++ ++ ++ -
Pfs25 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Pfg377 ++ ++ ++ ++ 0 ++ 0
Pfpeg3 ++ ++ ++ ++ 0 ++ 0

Pfpeg4 ++ ++ ++ ++ 0 ++ 0
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In der vorliegenden Arbeit wurden Ko-Immunpréazipitationen unter Verwendung von
WT-Gametozytenlysat durchgefiihrt. Hierbei konnten Interaktionen nativer PfCCp5-
und PfFNPA-Proteine mit allen anderen Mitgliedern der PfCCp-Familie, mit Ausnahme
von PfCCp4 festgestellt werden (Simon et al., 2009). Die mangelnde Interaktion von
PfCCp5 und PfFNPA mit PfCCp4 war jedoch auf eine geringe Effizienz des PfCCp4-
Antiserums im Western Blot zurlickfihren. Durch Prazipitation mit PfCCp4-Antiserum
konnte auch eine Interaktion von PfCCp4 mit PfCCp5 und PfFNPA bestatigt werden.
Weiterhin konnten in unserer Arbeitsgruppe angefertigte Ko-Immunprazipitationen
Interaktionen aller anderen PfCCp-Proteine untereinander nachweisen (Simon et al.,
2009). Kurzlich ist es aul3erdem gelungen, Interaktionen von nativem Pfs25-Protein mit
PfCCpl und PfCCp2 WT-Gametozyten aufzudecken (Diplmarbeit von A. Kiihn, 2007).
Dabei kam es zu einer verstarkten Préazipitation von PfCCpl und PfCCp2 in aktivierten
WT-Gametozyten. Pfs25 und das zu ihm paraloge Pfs28 besitzen je vier EGF-
(epidermal growth factor)-ahnliche Doméanen und beide Proteine sind mittels eines
Glykosylphosphatidylinositol-(GPI)-Ankers mit der Plasmamembran verknipft (Kaslow
et al., 1988). Das in P. berghei exprimierte Pbs25 wird jedoch erst nach der
Gametozytenaktivierung an die Zelloberflache transportiert (Billker et al., 1997). Grund
hierfir ist eine transkriptionelle Regulation der Expression von Pbs25. Die mRNA von
Pbs25 liegt zwar bereits in unaktivierten Gametozyten vor, die Proteinsynthese beginnt
jedoch erst nach Aktivierung der Gametozyten, da die Translation zuvor durch die
RNA-Helikase DOZI (development of zygote inhibited) unterdriickt wird (Paton et al.,
1993; Mair et al., 2006). Einen Uberblick alle bisher nachgewiesenen Protein-Protein-

Interaktionen von sexualstadienspezifisch exprimierten Proteinen gibt Abb. 4.1.

Abb. 4.1. Ubersicht aller bisher
nachgewiesenen Protein-Protein-Inter-
aktionen von nativen, sexualstadien-
Pfs48/45 ’ spezifisch exprimierten Proteinen. Es
konnten Interaktionen der PfCCp-Familie
untereinander und mit Pfs25, Pfs48/45
bzw. Pfs230 festgestellt werden (dunkelrot:
diese Arbeit, schwarz: Kumar, 1987,
Kumar und Wizel, 1992; Wagner et al.
2006; Scholz et al. 2008; Simon et al.,
2009; Diplomarbeit von A. Kihn, 2007).
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Zur Klarung mdglicher direkter Wechselwirkungen einzelner PfCCp-Doméanen wurden
ausgewahlte rekombinante, domaneniberspannende PfCCp-Proteine mittels Affinitats-
chromatographiestudien analysiert. In der vorliegenden Arbeit konnten hierbei direkte
Interaktionen zwischen rekombinant exprimiertem PfCCplrpl und PfCCp5rp2,
PfENPArpl sowie PfFNPArp2 aufgedeckt werden (Simon et al., 2009). Zusatzlich
konnte der Nachweis einer direkten Interaktion von PfCCp3rp3 mit PfCCp5rpl erbracht
werden. Unter Einbeziehung aller 33 in unserer Arbeitsgruppe angefertigten
Affinitatschromatographiestudien mit den verschiedenen rekombinanten PfCCp-
Proteinen wurden 18 direkte Interaktionen rekombinanter PfCCp-Proteine identifiziert
(Simon et al., 2009; Abb. 4.2).

procp2 KRS Lol Len<len

v
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Abb. 4.2. Schematische Darstellung aller durchgefihrten Affinititschromatographiestudien
sowie der nachgewiesenen Interaktionen zwischen rekombinanten PfCCp-Domaéanen.
Nachgewiesene Interaktionen: durchgezogene Linien. Keine Interaktionen: gestrichelte Linien.
Quelle: Simon et al., 2009, verandert.

RegelmaRig wiederkehrende wechselseitige Interaktionen einzelner Doméanen waren
hierbei nicht feststellbar. Auffallig war jedoch, dass rekombinante Proteine, welche eine
LCCL-Domane, eine SR-Doméane oder eine NEC-Doméne beinhalteten, tUberdurch-

schnittlich oft an direkten Interaktionen beteiligt waren. Bei insgesamt sechzehn
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detektierten Interaktionen zwischen rekombinanten Proteinen war die LCCL-Domé&ne
anwesend (48,5%) und in neun Fallen war die SR- bzw. die NEC-Domane (27%)
beteiligt. Bei sieben Interaktionen enthielten die rekombinanten Proteine eine Ricin-
Doméane (21%) und sechsmal war die Discoidin-Doméane (18%) an Interaktionen
beteiligt. Die Pentraxin-Domane war viermal (12%) anwesend und die Lev-, die LH-
und die ApicA-Domane waren jeweils dreimal (9%) an Interaktionen beteiligt. Die
Anth- sowie die Fibronektin-(FN2)-Doméne waren jeweils zweimal (6%) anwesend.

Die SR-Doméane wurde bereits als peptidligandenbindendes Motiv beschrieben
(Whitney et al., 1995; Delrieu et al., 2002; Claudianos et al., 2002). Sie wurde als eine
Uber Disulfidbricken stabilisierte Strukturkomponente im extrazellularen Teil von
membrangebundenen bzw. sekretierten Proteinen gefunden und ist im Tierreich weit
verbreitet (Ubersichtsartikel Aruffo et al., 1997). In Vertebraten ist sie entweder Teil
eines Oberflachenrezeptors von Immunzellen oder Bestandteil sekretierter Proteine,
welche an Abwehrmechanismen des Wirts beteiligt sind (Aruffo et al., 1997; Resnick
etal., 1994; Yu et al., 1990). Auch in Invertebraten, z.B. in Schwdmmen, ist die SR-
Doméane Bestandteil von Oberflachenzellrezeptoren, welche Zell-Zell-Kontakte
vermitteln (Blumbach et al., 1998). Andere extrazellulare Proteine von Schwammen
oder Seeigeln, mit einer SR-Domaéne, sind mit Coelomozyten, primitiven Immunzellen,
und Spermazellen assoziiert (Miller, 1997; Pancer, 2000). AuRerdem findet sich die
SR-Domane in Proteinen, die bei der Phagozytose invadierender Pathogene eine Rolle
spielen oder regulatorische Funktionen in der Komplementkaskade Ubernehmen
(Goldberger et al., 1987; Elomaa et al., 1998). Die in der Literatur beschriebenen
Funktionen von Proteinen mit einer SR-Domé&ane und die im Rahmen der
durchgefuhrten  Affinitdtschromatographiestudien gewonnen Daten legen die
Vermutung nahe, dass die PfCCp-Proteine, welche eine SR-Doméne besitzen, an
Protein-Protein-Interaktionen beteiligt sein kdnnten.

Von der LCCL-Domane wurde bisher hingegen nur beschrieben, dass sie
Polysaccharidbindungen vermittelt (Muta et al., 1991). Erstmals beschrieben wurde die
LCCL-Domane im so genannten Faktor C, dem Zymogen einer sekretierten
Serinprotease des Pfeilschwanzkrebses Limulus (Muta et al., 1991). Spater wurde sie
ebenfalls als Bestandteil des humanen, kochledren Coch-5b2- sowie des
Lungenreifungsproteins Lgll der Ratte, der Maus und des Menschen identifiziert
(Robertson et al., 1997; Kaplan et al., 1999). Diesen drei Proteinen verdankt die LCCL-
Domaéane ihren Namen (Trexler et al., 2000). Der Faktor C in Limulus vermittelt die
Bindung des Endotoxins LPS gramnegativer Bakterien. Hierdurch wird eine
Koagulationskaskade des Wirtes zur Abwehr der invadierenden Pathogene in Gang

gesetzt. Dabei scheint insbesondere die das LCCL-Modul enthaltende N-terminale
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Region des Faktors C beteiligt zu sein. Es wird vermutet, dass diese Region die
Bindung des Polysaccharids LPS ermdoglicht (Nakamura et al., 1988; Muta et al., 1991;
Trexler et al., 2000).

Neben dem LCCL-Motiv finden sich im Lungenreifungsprotein Lgll, noch weitere
Domanen, denen eine Beteiligung an antikdrperunabhéngigen Abwehrmechanismen
zugesprochen wird (Niderman et al., 1995; Kjeldsen et al., 1996; Trexler et al., 2000).
Humanes Coch-5b2-Protein wird mit der Taubheitsform DFNA9 in Verbindung
gebracht. Uber die Funktion dieses Proteins ist jedoch nur wenig bekannt.
Moglicherweise bindet es an Komponenten der extrazellularen Matrix, da es zwei
Regionen, die Homologien zu von-Willebrand-Typ-A-Domé&nen aufweisen, besitzt
(Robertson et al., 1997, 1998). Dem sporozoitenspezifischen TRAP- (Thrombospondin-
related anonymous protein), welches ebenfalls eine von-Willebrand-Typ-A-Doméane
besitzt, wird z. B. eine Funktion bei der Interaktion mit dem Heparin der Leberzellen
wahrend deren Invasion und damit eine Rolle bei Wirtszellinteraktionen zugesprochen
(Ubersichtsartikel Sinnis und Coppi, 2007; Moreira et al., 2008). Typ-A-Domanen
wurden aber auch in Proteinen gefunden, die das Komplementsystem und das
Immunsystem regulieren. Demzufolge kénnte Coch-5b2 und damit die LCCL-Doméne
auch an immunregulatorischen bzw. an Abwehrmechanismen beteiligt sein (Colombatti
und Bonaldo, 1991; Colombatti et al., 1993). Eine detaillierte funktionelle
Charakterisierung des LCCL-Motivs in diesen Proteinen steht allerdings noch aus. Die
Ergebnisse der angefertigten Affinitatschromatographiestudien deuten darauf hin, dass
die LCCL-Domane nicht nur an Polysaccharidbindungen beteiligt ist, sondern
vermutlich ebenfalls Protein-Protein-Interaktionen vermittelt.

Auch das NEC-Motiv wurde bisher nur als polysaccharidbindende Proteinkomponente
beschrieben (Pradel et al., 2004). Dieses Motiv findet sich in den Oberflachenproteinen
Neurexin und Kollagen, welche im Tierreich hochkonserviert sind und nach denen es
benannt wurde. Die NEC-Doméane wurde erstmals als allein stehendes Motiv im
Verlauf der PfCCp-Charakterisierung identifiziert und es liegen keine Daten zur
genaueren Funktion dieses Motivs vor. Die Resultate der AffinitAitschromato-
graphiestudien lassen jedoch auf eine Rolle des NEC-Motivs bei Protein-Protein-
Interaktionen schlieRen.

Uber die Bindungseigenschaften der ApicA- und der Pentraxin-Doméne ist bisher
nichts bekannt. Die ApicA-Domane wurde ausschlie3lich in der PfCCp-Familie
gefunden (Pradel et al., 2004). Die Pentraxin-Doméane wurde hingegen bereits in einer
Proteinfamilie, welche an der Ausbildung einer akuten Immunantwort mittels
Agglutination, Komplementaktivierung und Phagozytose beteiligt ist, beschrieben

(Bharadwaj et al., 2001; Claudianos et al., 2002). Die Ergebnisse der hier diskutierten
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Affinitatschromatographiestudien deuten darauf hin, dass beide Motive mdgliche
Bindungsaffinitaten zu Proteinen besitzen. Die Ricin-, die Discoidin- und die Levanase-
Domane sind Module, denen in der Literatur eine Bindungsaffinitat zu Polysacchariden
zugesprochen wird (Baumgartner et al., 1998; Ponting und Russell, 2000). Der LH-
Domane wird dagegen sowohl eine Beteiligung an Protein-Protein- als auch an
Protein-Lipid-Interaktionen zugeschrieben (Bateman und Sandford, 1999; Delrieu et al.,
2002; Claudianos et al., 2002).

Die nur in PfCCp5 und PfFNPA enthaltene Fibronektin-(FN2)-Doméne, wurde in
Vertebraten beschrieben. Das Fibronektin der Chondrozyten, Endothelzellen und
Makrophagen tUbernimmt eine Art Briickenfunktion durch Bindung von Kollagenfibrillen
und anderen Molekiulen der extrazellularen Matrix (Steffensen et al., 1995). Die
FN2-Doméne von Endothelzellen interagiert hierbei mit Kollagen des Typs |-V und des
Typs X (Steffensen et al., 2002). Es konnte aul3erdem gezeigt werden, dass sie bei der
Modifizierung der zellularen Aktivierung der Matrixmetalloproteinase-2, welche an der
Spaltung von Kollagen beteiligt ist, eine Rolle spielt (Steffensen et al., 2002; Xu et al.,
2004). Die Fibronektin-(FN2)-Domane ist aber auch Bestandteil der Gelatinase A,
welche an der Katalyse von Typ-I-Gelatin beteiligt ist (Hornebeck et al., 2005). Sie ist
somit an Protein-Protein-Interaktionen, aber auch an der Spaltung von Proteinen
beteiligt.

Das Anth-Motiv von PfCCp5 und PfFNPA wurde in bakteriellen Proteinen beschrieben
und es wird vermutet, dass es Wirtszellpolysacharide binden kann (Pradel et al., 2004).
So interagiert das sekretorische Protective-Antigen (PA) von Bacillus anthracis mit
Rezeptoren der Wirtszellen. Es bildet auf der Zelloberflache von Saugerzellen
gemeinsam mit dem Lethal-Factor (LF) und dem Edema-Factor (EF) von B. anthracis
einen Komplex aus, der mittels Endozytose in die Zelle aufgenommen wird, wo er
seine toxische Aktivitat entfaltet (Ubersichtsartikel Mourez et al., 2002). Sowohl
PfCCp5 als auch PfFNPA konnten aufgrund ihres &hnlichen Doméanenaufbaus und
ihrer intrazellularen Lokalisation daher mafigeblich fir die Ausbildung von Interaktion
der PfCCp-Proteine untereinander und mit anderen intrazellularen Proteinen bzw.
Proteinen der parasitophoren Vakuole verantwortlich sein. Im Hinblick auf die
Identifizierung weiterer Interaktionspartner dieser beiden PfCCp-Proteine sollten daher
Ko-Immunopréazipitationen und Affinitdtschromatographiestudien unter Verwendung
anderer sexualstadienspezifischer Proteine von P. falciparum durchgefihrt werden.
Zusammenfassend liel3 sich zwar keine eindeutige wechselseitige Interaktion einzelner
Motive feststellen, jedoch konnte gezeigt werden, dass die nativen PfCCp-Proteine
miteinander interagieren und ausgewahlte rekombinant exprimierte PfCCp-Doménen in

direkte Wechselwirkung treten. Der mangelnde Nachweis eindeutiger wechselseitiger
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Interaktionen einzelner Domanen kénnte mdglicherweise Folge der Expression im
bakteriellen System in Form von rekombinanten Proteinen sein. Die Auswahl einzelner
Domanen zur Generierung artifizieller, rekombinanter Proteine und die Uberexpression
in E.-coli-Zellen kann zu inkorrekten Faltungen fihren und damit zu einer Behinderung
von Interaktionen zwischen den Domanen. Die GrtéRe der nativen PfCCp-Proteine
macht es jedoch unmdglich, das vollstandige Transkript in Bakterienzellen zu
exprimieren.

Kirzlich konnte die Bindung rekombinanter PfCCpl, PfCCp2 sowie PfCCp3-Proteine,
welche bereits in AffinitAitschromatographiestudien an direkten Interaktionen beteiligt
waren, an P.-falciparum-Makrogameten mittels Zelladhasionsexperimenten gezeigt
werden (Simon et al., 2009). Da die Makrogameten von den exflagellierenden
Mikrogametozyten befruchtet werden missen, kénnte die Adhésion der PfCCp-
Proteine nach ihrer Freisetzung unterstitzende Funktion auf die Befruchtung haben.
Die Zelladh&sionsexperimente an fixierten WT-Gametenkulturen wiesen eine Bindung
rekombinanter PfCCp-Proteine an ein Viertel der untersuchten Makrogameten auf. An
fixierten PfCCp3-KO-Gametenkulturen konnte hingegen keine Bindung der
rekombinanten PfCCp-Proteine festgestellt werden. Die Anlagerungsrate der
rekombinanten PfCCp-Proteine konnte dabei vom Reifegrad und der damit
verbundenen Expression eines adhasionsvermittelnden Oberflachenproteins der
Makrogameten abhangig sein. Die Ausdifferenzierung der Makrogameten wahrend der
Gametogenese betragt etwa 20 Minuten (Lucius und Loos-Frank, 2008). Im Verlauf
dieser Zeit missen neusynthetisierte Proteine nicht nur prozessiert, sondern auch an
ihren Zielort transportiert werden. Einen Hinweis auf einen zeitabhéngigen
Proteintransport wahrend der Gametogenese liefert die Beobachtung, dass Pfs25
vesikular im Zytoplasma unaktivierter Gametozyten exprimiert wird, in aktivierten
Gametozyten jedoch eine beginnende Oberflachenassoziation von Pfs25 detektierbar
ist (Scholz et al, 2008). Die Veranderung der PfCCp-Interaktionsrate mit
Makrogameten ist daher in Folge einer nicht synchronisierten Reifung wahrend der
Gametogenese denkbar. Es ist jedoch auch mdglich, dass fir eine hohere
Anlagerungsrate vollstandige, alle Domanen enthaltende PfCCp-Proteine notwendig
sind.

Insgesamt lasst sich aus diesen Ergebnissen jedoch schliel3en, dass ein Teil der
PfCCp-Proteine sowohl durch Wechselwirkungen innerhalb der PfCCp-Familie, als
auch mit anderen sexualstadienspezifischen Proteinen eine wichtige Rolle bei der

Gametogenese von P. falciparum bzw. bei der Befruchtung spielt.
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4.3 Die Rolle der PfCCp-Proteine wahrend der Fertilisations-

prozesse von P. falciparum — eine Arbeitshypothese

Die ko-abhangige Expression aller PfCCp-Proteine, die partielle Freisetzung wahrend
der Gametogenese und ihre Interaktion untereinander bzw. die teilweise Interaktion mit
sexualstadienspezifischen Proteinen wie Pfs25, Pfs230 und Pfs48/45, fihrten in
unserer Arbeitsgruppe zur Formulierung einer Hypothese (Abb. 4.3). Diese besagt,
dass eine Subpopulation sexuell determinierter Schizonten sich zu Gametozyten
entwickelt. An der Regulation dieser Entwicklung konnten frihe sexualstadien-
spezifische Proteine, wie z. B. Pfg14.748 aber auch PfCCp5 beteiligt sein. Nach der
Differenzierung von Sexualstadien aus asexuellen Blutstadien, dem Abschluss der
Gametozytogenese und der Induktion der Gametogenese werden zwei unter-
schiedliche Prozesse in Gang gesetzt. Ein Prozess beinhaltet das Ausbrechen der
Mikrogametozyten aus den Erythrozyten, die anschlielende Exflagellation und die
Ausbildung von Mikrogameten. Diese hehmen, noch wéahrend sie mit dem Restkorper
des Mikrogametozyten verbunden sind, Kontakt zu den ihnen sie umgebenden
infizierten und uninfizierten Erythrozyten auf und bilden dadurch groRRe

lichtmikroskopisch sichtbare Zellkomplexe.
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Abb. 4.3. Hypothese zur Komplexbildung sexualstadienspezifischer Proteine von P. falciparum.

Quelle: Simon et al., 2009, verandert.
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Gemal’ der Hypothese unserer Arbeitsgruppe wird gleichzeitig ein zweiter Prozess, der
bisher in der Literatur nicht beschrieben wurde, ausgeldst. Hierbei (bernehmen die
Makrogametozyten eine Schllsselfunktion, denn bei ihrem Ausbrechen aus den
Erythrozyten werden sexualstadienspezifische Adhasionsproteine wie Pfs25, Pfs230,
Pfs48/45 aber auch einige Mitglieder der PfCCp-Familie einzeln bzw. in Form von
Proteinkomplexen aus der parasitophoren Vakuole freigesetzt oder an der Oberflache
von Gameten exponiert. Dabei interagieren die PfCCp-Proteine innerhalb der
parasitophoren Vakuole und wahrend der Freisetzung miteinander sowie
madglicherweise mit den anderen freigesetzten oder oberflachenassoziierten sexual-
stadienspezifischen Proteinen. PfCCpl, PfCCp2 und PfCCp3 bilden wahrend dieser
Freisetzung eine matrixdhnliche Struktur aus, welche aus Erythrozyten, Gametozyten
sowie Gameten bestehende Exflagellationszentren umgibt. Diese Vorgéange gehen mit
Proteinprozessierungen einher, welche durch Proteasen vermittelt werden. Fir Pfs230
konnte bereits eine solche Spaltung und partielle Freisetzung wéhrend der
Gametogenese gezeigt werden (Williamson et al., 1996; Brooks und Williamson,
2000). Inhibierungsstudien lassen auflerdem die Involvierung einer Reihe von
Proteasen bei der Ausbildung von Exflagellationszentren vermuten. Zu diesen kdnnten
Cystein-, Serin-, Aspartat- sowie Metalloproteasen gehéren (Torres etal., 2005,
Rupp et al.,, 2008). Des Weiteren konnte anhand von FP-1-KO-Parasiten bereits
gezeigt werden, dass ein Mangel an FP-1 zwar keinen Einfluss auf die Fahigkeit zur
Exflagellation der Mikrogameten hat, jedoch auf die Bildung von Oozysten (Eksi et al.,
2004). Die meisten Proteasen missen derzeit allerdings noch hinsichtlich ihrer
Funktion charakterisiert werden. Auch PfCCp5 und PfFNPA koénnten, aufgrund der
oben erwahnten bekannten Funktionen der FN2-Domane, fir die Regulierung der
Aktivierung von bspw. Metalloproteasen wahrend der Ausbildung von
Exflagellationszentren verantwortlich sein. Hierbei werden sie jedoch nicht wie PfCCp1,
PfCCp2 und PfCCp3 freigesetzt, sondern verbleiben mit der Oberflache wvon
Makrogameten assoziiert.

Die Funktion der Protein-Protein-Interaktionen der PfCCp-Mitglieder sowie der
matrixdhnlichen Proteinkomplexe ist bisher noch nicht genau verstanden. Eine
mogliche Erklarung fuar die Bildung einer Matrixstruktur konnte sein, dass eine
raumliche Nahe von mannlichen und weiblichen Gameten hergestellt werden soll, um
die Fertilisation im widrigen Milieu des Muckenmitteldarms zu erleichtern. Der sich erst
in der Sporozoitenmigration manifestierende Phanotyp PfCCp2- bzw. PfCCp3-
defizienter Parasiten widerspricht jedoch dieser Annahme. Fuhrt allerdings der Mangel
eines der PCCp-Proteine zu einer aberrierenden Meiose und einer damit verbundenen

anormalen Zellteilung, wéare der spéte Phanotyp in der Sporozoitenentwicklung
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erklarbar. Auzerdem konnten die PfCCp-Proteine nach der Befruchtung auch mit dem
Kristallkbrper des Ookineten assoziieren, der mdglicherweise fir die Reifung der
Sporozoiten in den Oozysten verantwortlich ist, wie es fir PbCCp3 bereits berichtet
wurde (Carter et al., 2008). Die erst kirzlich in unserem Labor beschriebenen
.Nanotubes“ koénnten ebenfalls an der Vermittlung von Zell-Zell-Kontakten zwischen
Gametozyten und Gameten bzw. zwischen Makro- und Mikrogameten von
P. falciparum beteiligt sein (Rupp et al., Manuskript eingereicht). Diese teilweise mehr
als 100 pum langen, filamentdsen Strukturen sind vermutlich Ausstilpungen des
Plasmalemmas der Gameten, die wahrend des Ausbrechens aus den Erythrozyten
gebildet werden. Die aktinhaltigen ,Nanotubes" besitzen wahrscheinlich adhasive
Eigenschaften, denn sie exprimieren auf ihrer Oberflache die sexualstadien-
spezifischen Adhasionsproteine Pfs230, Pfs48/45, Pfs25 und PfCCp4. Es konnte
aulRerdem beobachtet werden, dass die von den Gameten gebildeten ,Nanotubes*”
sowohl mit Gametozyten als auch mit Gameten in lhrer Umgebung in Kontakt treten,
jedoch hierbei kein Austausch von Zytoplasma stattfindet. Diese Daten fuhrten zu der
Annahme, dass sie an der Ausbildung von Zellaggregaten, bestehend aus Gameten
und Gametozyten, beteiligt sind und somit die Wahrscheinlichkeit einer Befruchtung
deutlich erhdhen.

Eine mdgliche andere Funktion der PfCCp-Proteine kdnnte die Evasion des Parasiten
vor Komponenten des humanen Immunsystems sein. Die in die Muicke aufge-
nommenen Sexualstadien sind ohne ihre schitzende Erythrozytenhille nicht nur
spezifischen Antikoérpern, sondern auch Faktoren des humanen Komplementsystems
ausgesetzt, welche ebenfalls mit dem Blutmahl aufgenommen werden. Dabei kénnen
die Faktoren des humanen Komplementsystems noch mehrere Stunden nach der
Blutmahlzeit im Mitteldarm der Muicke aktiv sein (Margos et al., 2001). Um den
Angriffen durch die Verdauungsenzyme der Micke und einer durch das humane
Komplementsystem vermittelten Lyse zu entgehen, braucht der Parasit daher ein
Schutzschild. Es sind jedoch bisher keine wirtseigenen Molekile, welche die
Transmissionsstadien von P. falciparum vor einem Angriff durch das Komplement-
system schitzen, bekannt (Margos et al, 2001). Durch Inhibierung von
Bindungsstellen oder Maskierung mit Hilfe der PfCCp-Proteine kdnnte ein Angriff des
Parasiten durch das humane Immunsystem und Faktoren der Muicke verhindert
werden. Eine besondere Rolle kdnnten hierbei die SR- und die LCCL-Domane spielen
denen eine Beteiligung bei der Interaktion mit dem Komplementsystem und bei der
Immunevasion in anderen Organismen zugesprochen wird (Simon et al., 2009). Es ist
bekannt, dass der humane Faktor H Zellen mittels Bindung an ihre Oberflache vor

einem Angriff durch Komponenten des Komplementsystems schiitzt (Ubersichtsartikel
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Pangburn, 2000). In ersten Untersuchungen konnte bereits eine Bindung von Faktor H
an rekombinant exprimierte PfCCp-Proteine und an die Oberflache von P.-falciparum-
Makrogameten gezeigt werden (N. Simon, unverdffentlichte Daten). Moglicherweise
spielen hierbei aber die PfCCp-Proteine nur eine redundante Rolle, denn in PfCCp-
defizienten Parasiten konnte bisher eine Inhibierung der Fertilisation nicht eindeutig
bewiesen werden. Wirden die PfCCp-Proteine die Sexualstadien von P. falciparum
direkt vor einem Angriff des Komplementsystems schiitzen, wére eine Herabsenkung
der Fertilisationsrate bei deren Abwesenheit zu erwarten. Neuere Untersuchungen in
unserem Labor gaben allerdings erste Hinweise darauf, dass bei Membranfitterungen
unter Verwendung von PfCCp-KO-Parasiten die Zahl der sich entwickelnden
Ookineten reduziert ist (M. Scheuermayer, unveroffentlichte Daten). Damit ware das
bereits beschriebene Fehlen von Speicheldriisensporozoiten ein denkbarer sekundarer
Effekt der verminderten Ookinetenzahl bei Membranfitterungen mit PfCCp-defizienten
Parasiten. Diese Ergebnisse bedurfen jedoch noch einer genaueren Quantifizierung.
Ob eine gleichzeitige Ausschaltung mehrerer PfCCp-Proteine einen starkeren Effekt
auf die Fahigkeit zur Befruchtung hat, ware hierbei durch die Generierung von
Doppel-KO-Parasiten noch zu prufen. Bei der oben erwahnten Untersuchung von
PbCCp/LAP-doppel-KO-Mutanten konnte hingegen keine starkere Beeintrachtigung
der Parasitenentwicklung festgestellt werden (Lavazec et al., 2009). Mdglicherweise
entstehen aber auch durch die direkte und indirekte Interaktion der PfCCp-Mitglieder
Proteinkomplexe, welche Rezeptor-Liganden-Funktion oder die Funktion multimerer
Liganden Ubernehmen und eine nachfolgende Signalkaskade induzieren. Die Bindung
der PfCCp-Proteine an die Sexualstadien von P. falciparum kénnte eine Signalkaskade
in Gang setzen, die der Regulation von Transkriptionsfaktoren dient, welche erst im
spateren Verlauf der parasitdren Entwicklung, wie z. B. bei der Sporozoitenreifung,
aktiviert werden. Die zeitlich verzogerte Manifestation des PfCCp2- und PfCCp3-KO-
Phanotoyps im Sporozoitenstadium ware demnach auf die Signaltransduktion
zurickfihrbar.

Uber derartige Signalkaskaden in der Sexualentwicklung von Plasmodium ist bisher
nur sehr wenig bekannt. Da die Gamogonie jedoch durch exogene Faktoren induziert
wird und diese ins Innere der Parasitenzelle gelangen miissen, ist eine Ubermittlung
mittels Signalkaskaden unabdingbar (Ubersichtsartikel Alano, 2007). Als Ausloser fur
die Induktion der Sexualstadienentwicklung werden Stressfaktoren durch die
Einwirkung des Wirtsimmunsystems, Steroide sowie Kortikosteroide, eine Erhéhung
des Retikulozytenspiegels, aber auch die Ausbildung einer Anamie (Trager und Gill,
1992; Lingnau et al., 1993; Motard et al., 1993; Trager et al., 1999; Nacher et al., 2002)

diskutiert. AuBerdem scheinen ebenfalls vom Parasiten selbst erzeugte Effekte, wie
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eine hohe Parasitamie und Hamolyse bzw. autokrine Faktoren (Schneweis et al., 1991;
Williams, 1999; Dyer und Day, 2003) Ausloser zu sein. Die damit verbundenen
Regulationsmechanismen sind jedoch noch nicht verstanden (Ubersichtsartikel Alano,
2007; Pradel, 2007). Bekannt ist allerdings, dass eine Deletion im subtelomeren
Bereich des neunten Chromosoms in vitro die Reduktion der Gametozytenbildung zur
Folge hat (Day et al., 1993; Barnes et al., 1994).

Die Exflagellation der Mikrogametozyten wird ebenfalls durch exogene Faktoren
beeinflusst. Hierzu gehoren eine Anderung des Kohlenstoffdioxidgehalts der
Umgebung, eine Absenkung der Inkubationstemperatur und die Anwesenheit der
miickenspezifischen Xanthurensédure sowie in vitro eine Erhdhung des pH-Wertes
(Nijhout und Carter, 1978; Sinden, 1983; Billker et al., 1997; Billker et al., 1998; Garcia
et al., 1998). Es gibt Hinweise darauf, dass diese exogenen Faktoren zur Aktivierung
von zyklischem GMP sowie zur Induktion kalzium- und phosphoinositolabhéngiger
Signalkaskaden fihren (Kawamoto et al., 1990, 1993; Ogwan’'g et al., 1993; Martin et
al., 1994). So fihrt die Aktivierung der kalziumabhangigen Proteinkinase in P. berghei,
PbCDPK4, durch Xanthurensaure zu einer Erhoéhung der intrazellularen
Kalziumkonzentration. Diese Erhohung des Kalziumspiegels hat Einfluss auf die
Regulierung der Replikationsmechanismen der Mikrogameten (Billker et al., 2004). Die
exakten Zusammenhéange dieser Ablaufe missen jedoch noch detaillierter erforscht
werden. Andere bisher bekannte Kinasen sind Pbmap-2 (Rangarajan et al., 2005;
Khan et al., 2005; Tewari et al., 2005), Pfmap-2 (Dorin et al., 1999; Dorin-Semblat et
al., 2007), Pfnek-1 (Dorin et al., 2001), Pfnek-3 (Lye et al., 2006, Low et al., 2007),
Pbnek-4 (Khan et al., 2005; Reininger et al., 2005) und PbCDPK3 (Ishino et al., 2006;
Siden-Kiamos et al., 2006). Diese Kinasen Ubernehmen haufig essentielle Aufgaben in
der Sexualphase von Plasmodium. Die Pbmap-2-Kinase ist z. B. an der Regulierung
der Zytokinese in mannlichen Gameten beteiligt. Ihr P.-falciparum-Homolog Pfmap-2
wird in vitro durch die Pfnek-3- und Pfnek-1-Kinasen phosphoryliert. Dieselbe
Signalkaskade scheint fur die Regulation der DNA-Replikation durch die Aktivierung
der NIMA-ahnlichen Pbnek-4-Kinase in Zygoten verantwortlich zu sein. Die PbCDPK3-
Kinase ist hingegen fir die Motilitdt und Infektidsitat von Ookineten von Bedeutung.
Zusammenfassend machen diese Daten deutlich, dass der Regulierung der Sexual-
entwicklung von Plasmodium ein komplexes Netzwerk verschiedener Signalwege
zugrunde liegt. Auch die Mitglieder der PfCCp-Familie konnten hierbei als
extrazellulare Signalproteine fungieren, indem sie Rezeptor-Liganden-Funktion oder

die Funktion multimerer Liganden bernehmen und an Makrogameten binden.
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4.4 Das Potential der PICCp-Proteine als Komponenten fir die

Entwicklung von TBV zur Bek&mpfung der Malaria

Den Sexualstadien von Plasmodium wurde von der Forschung lange Zeit wenig
Beachtung geschenkt, da ihre Bekampfung augenscheinlich weder dem Wohl des
Patienten zu dienen noch zur Ausrottung des Muckenvektors beizutragen schien. Seit
circa zwei Jahrzehnten ist jedoch das wissenschaftliche Interesse an der Sexualphase
der Plasmodien fir die Entwicklung transmissionsblockierender Strategien bzw. die
Entwicklung Transmissionsblockierender Vakzinen (TBV) erwacht (Ubersichtsartikel
Carter, 2001; Richie und Saul, 2001; Kaslow, 2002; Matuschewski und Miiller, 2007;
Saul, 2007). Angriffsziele der TBV sind sexualstadienspezifische Parasitenantigene die
im Menschen eine spezifische Antikorperreaktion, moglicherweise unter Beteiligung
des Komplementsystems, induzieren, um damit die Parasitenentwicklung in der Micke
zu blockieren (Carter et al., 2000; Carter, 2001; Stowers und Carter, 2001; Kaslow,
2002; Saul, 2007). Durch Unterbrechung der parasitaren Entwicklung in der Micke
konnte die Ausbreitung der Malaria reduziert oder sogar vollstandig unterbunden
werden. Fur die Herstellung von effektiven TBVs ist die Identifizierung von Proteinen,
welche nicht nur in der Sexualphase von Plasmodium eine essentielle Rolle spielen,
sondern auch als Antigen im menschlichen Zwischenwirt eine ausreichend
immunogene Antwort erzeugen, unerlasslich.

Das erste vor circa zwei Dekaden entdeckte sexualstadienspezifische Protein ist Pfs25
(Vermeulen et al., 1985, 1986; Kaslow et al., 1988). Weitere zehn Jahre spater wurde
sein Paralog Pfs28 identifiziert (Duffy und Kaslow, 1997). Membranfiitterungen von
Anopheles-Miicken zeigten bereits, dass die Kombination von Antikdrpern gegen Pfs25
und Pfs28 die Transmission von P. falciparum in Folge einer Unterdrickung der
Oozystenbildung vollstandig inhibieren (Kaslow et al., 1988; Kaslow, 1997; Duffy und
Kaslow, 1997). Die nasale Immunisierung von Mausen mit Pfs25 fiihrte sogar zu einem
vollstandigen Schutz gegen eine Infektion mit P. falciparum (Arakawa et al., 2005).
Klinische Studien am Menschen zeigten jedoch, dass die Immunisierung mit
rekombinant exprimiertem Pfs25 alleine keine ausreichend immunogene Antwort
hervorruft (Kaslow und Shiloach, 1994; Zou et al., 2003). Durch Einsatz geeigneterer
Adjuvantien wird derzeit versucht, eine bessere Immunantwort zu erzeugen. Erste
Erfolge wurden bei Versuchen mit Rhesusaffen erzielt. Hier konnte eine Pfs25-
induzierte Immunabwehr die Transmission des Parasiten in der Muicke vollstandig
blockieren (Wu et al., 2006). Kirzlich gelang es in einer klinischen Studie der Phase |
in einem Freiwilligen durch Immunisierung mit rekombinantem Pfs25-Protein und unter
Verwendung des ISA-51-Monatid-Adjuvanz, eine starke Antikdrperreaktion zu

induzieren. Nachfolgende Membranfutterungen von Anopheles-Micken mit dem
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Antiserum des Probanden fihrten zu einer 90%igen Reduktion der Infektidsitat der
Micken gegentber P. falciparum (Wu et al., 2008).

Ein viel versprechendes sexualstadienspezifisches Protein fur die Entwicklung von
TBV ist das bereits oben erwahnte Pfs230 (Rener et al., 1983; Quakyi et al., 1987;
Williamson et al.,, 1993, 1995, 1996). Immunseren gegen Pfs230 kdnnen die
Infektiositat der Miicken gegeniber P. falciparum deutlich absenken (Williamson et al.,
1995). Die Inkubation exflagellierender Kulturen mit Pfs230-Antiseren in Gegenwart
von aktivem Serum kann in vitro die Gametenbildung sogar vollstdndig inhibieren
(Read et al., 1994; Healer et al., 1997; Williamson, 2003). Zusatzlich konnte eine durch
anti-Pfs230-Antikérper hervorgerufene komplementabhéngige Lyse von Makrogameten
gezeigt werden (Read et al.,, 1994). Das Pfs230-Protein hat wahrscheinlich eine
essentielle Funktion bei der Reifung mannlicher Gametozyten, denn mannliche Pfs230-
KO-Parasiten kénnen zwar noch exflagellieren, ihre Fahigkeit an Erythrozyten zu
binden ist jedoch signifikant reduziert. Folge dieser mangelnden Fahigkeit zur Bildung
von Exflagellationszentren kdnnte die anschlieRende verminderte Oozystenbildung
sein (Eksi et al., 2006). Bei DNA-Vakzinierungen von Mausen vermittelte die Region C,
welche ein cysteinreiches Motiv enthélt und an einem GPI-Anker gekoppelt wurde, die
Induktion eines hohen IgG-Spiegels (Bustamante et al., 2000; Fanning et al., 2003).
Das Pfs48/45-Protein ist ebenfalls ein potentieller Kandidat fur die Entwicklung von
TBV (Rener et al., 1983; Vermeulen et al., 1985; Kocken et al., 1993). Dieses Protein
ist wie bereits erwahnt Uber einen GPI-(glycosyl phosphatidyl inositol)-Anker mit der
Zelloberflache des Parasiten verbunden (Kumar und Wizel, 1992) und bildet
zusammen mit Pfs230 einen Komplex auf der Plasmamembran der Gametozyten
(Kumar 1987; Kumar und Wizel, 1992). Bei Pfs48/45- und Pb48/45-KO-Mikrogameten
ist hingegen die Motilitdt und die Féahigkeit Makrogameten zu befruchten stark
eingeschrankt (van Dijk et al., 2001). In Mausen kann eine Region bestehend aus zehn
Cysteinen des Pfs48/45-Proteins eine starke Immunreaktion hervorrufen und die
gebildeten Antikdrper zeigen eine transmissionsblockierende Wirkung (Outchkourov
etal., 2007, 2008). In Feldstudien konnte aul3erdem gezeigt werden, dass
Malariapatienten Antikorper gegen Pfs230 und gegen Pfs48/45 bilden (Williamson,
2003).

Ein weiteres sexualstadienspezifisches Protein, Pfsl6, weist ebenso Potential als
Komponente fur TBV auf. Pfs16 wird bereits ab dem Stadium | der Gametozytogenese
in der Membran der parasitophoren Vakuole exprimiert (Moelans et al., 1991; Baker et
al., 1994; Bruce et al., 1994). Anhand von Pfs16-defizienten Parasiten konnte gezeigt

werden, dass die Abwesenheit dieses Proteins zu einer Reduktion der
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Gametozytenbildung und der Exflagellationsrate mannlicher Gametozyten flhrt
(Kongkasuriyachai et al., 2004).

Ein in den Mikronemen von Ookineten exprimiertes Protein ist PCTRP, das eine
essentielle Rolle bei der Infektidsitdt von Ookineten spielt (Trottein et al., 1995).
PCTRP-KO-Parasiten sind nicht befahigt das Mitteldarmepithel der Micke zu
durchdringen und kdnnen keine Oozysten ausbilden (Templeton et al., 2000; Dessens
et al.,, 1999; Yuda et al.,, 1999). Auch PCHT1-defiziente Parasiten weisen eine
reduzierte Infektigsitdt der Oozysten auf (Tsai et al., 2001; Dessens et al., 2001).
Daruber hinaus zeigte sich, dass Antikbrper gegen das PfCHT1-Protein die
Transmission des Parasiten in der Micke inhibieren (Li et al., 2005). Die Ausschaltung
der Proteine PoMOAP/PbLP3, PbPLP5, WARP und PbSOAP fiihrt zu einem ahnlichen
Phanotyp (Kadota et al., 2004; Ecker et al., 2007; Yuda et al., 2001; Li et al., 2004;
Dessens et al., 2003).

Weitere sexualstadienspezifische Proteine, die gegenwartig auf ihr Potential als
Komponenten fir TBV untersucht werden, sind PIMR5, Pfpeg3 sowie Pfpeg4 (Eksi und
Williamson, 2002; Silvestrini et al., 2005; Lanfracotti et al., 2007). In Pfpeg3-KO-
Parasiten ist die Zahl der Exflagellationszentren reduziert und die intrazellularen
Membransysteme der mannlichen Gameten weisen eine abnormale Struktur auf.
Daher wird vermutet, dass Pfpeg3 fir eine normale Entwicklung der Mikrogameten
unerlasslich ist. Uber die Funktion von Pfpeg4 ist bisher nichts bekannt. Vermutlich
handelt es sich bei dem in Gametozyten des Stadium Il exprimierten Protein um ein
integrales Membranprotein der parasitophoren Vakuole (Alano, 2007).

Die Mitglieder der PfCCp-Proteinfamilie besitzen multiple Adhasionsdomanen, welche
hochkonserviert sind (Templeton et al., 2004; Pradel et al.,, 2004; Pradel und
Templeton, 2006). Innerhalb des Stammes der Apikomplexa wurden orthologe
Proteine in Cryptosporidium parvum, Theileria annulata, Toxoplasma gondii aber auch
in Plasmodium chabaudii, Plasmodium knowlesi und in Plasmodium yoelii gefunden
(Claudianos et al., 2002; Delrieu et al., 2002; Dessens et al., 2004; Pradel et al., 2004).
Fur PICCp2 und PfCCp3 konnte bereits gezeigt werden, dass beide Proteine eine
essentielle Funktion wahrend der Parasitenentwicklung in der Mucke haben. Somit
liegt die Vermutung nahe, auch die anderen PfCCp-Mitglieder kénnten eine wichtige
Funktion fur die Vollendung des Lebenszyklus von P. falciparum haben. Alle PfCCp-
Proteine werden, mit Ausnahme von PfCCp5, ausschlief3lich in den Sexualstadien des
Parasiten exprimiert und wahrend der Gametogenese wird ein Teil dieser Proteine
freigesetzt. Die freigesetzten PfCCp-Proteine sind an der Ausbildung multimerer
Proteinkomplexe beteiligt. Diese Daten lassen darauf schlieen, dass ausgewahlte

Mitglieder der PfCCp-Familie ein viel versprechendes Potential als Komponenten fir
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die Entwicklung von TBV besitzen. Die kirzlich gezeigte signifikante Inhibition einer
Ausbildung von Exflagellationszentren durch Inkubation von WT-Gametozytenkulturen
mit Antikdrpern gegen PfCCpl, PfCCp2, PfCCp3, PfCCp4 und PfFNPA unter
Beteiligung des Komplementsystems in vitro, (Scholz et al., 2008) deutet auf eine
weitere entscheidende Rolle der PfCCp-Proteinfamilie wahrend der Fertilisation hin.
Dies korreliert mit den Daten fir Pfs230 (Read et al., 1994; Healer et al., 1997;
Williamson, 2003). Der inhibitorische Effekt wird sogar unter Verwendung von
Antikérpern gegen Pfs230 in Anwesenheit von aktivem Serum in PICCp4-KO-Parasiten
so weit verstarkt, dass eine Exflagellation ganzlich unterbunden ist (Scholz et al.,
2008). Es ist denkbar, dass Pfs230 bei Abwesenheit von PfCCp4 besser zugéanglich ist
fur spezifisch gegen dieses Protein gerichtete Antikorper. Die Blockierung der Bildung
von mannlichen Gameten durch anti-PfCCp-Antikdrper bestatigt das Potenzial
einzelner PfCCp-Proteine als Komponenten fir die Entwicklung von TBV.

Wie bereits zuvor erwahnt konnte gezeigt werden, dass gegen PfFNPA gerichtete
Antikdrper in Anwesenheit des Komplementsystems in vitro die Exflagellationsrate von
mannlichen Gameten teilweise vermindern (Scholz et al., 2008). Daher kdnnte auch
PfFNPA als Komponente im Hinblick auf die Entwicklung von TBV ein gewisses
Potential besitzen. Die tatsachliche Rolle von PfFNPA wahrend der Sexualphase des
Erregers und bei der Befruchtung in der Miicke muss aber noch detaillierter untersucht
werden. Dagegen scheint PfCCp5 als TBV-Komponente nicht geeignet zu sein, da
Antiseren gerichtet gegen PfCCp5 weder eine inhibitorische Wirkung auf entstehende
Exflagellationszentren hat, noch eine Freisetzung des Proteins nachgewiesen werden
konnte. Auch der oben diskutierte, sich offensichtlich bereits in den Blutstadien des
Erregers manifestierende, Phénotyp spricht gegen eine essentielle Rolle von PfCCp5
wahrend der Befruchtung in der Micke und damit gegen ein Potential des Proteins zur
Transmissionsblockierung von P. falciparum. Die vorliegenden Daten zur mdglichen
Funktion der PfCCp5 und PfFNPA stellen jedoch eine wichtige Grundlage fir eine
detailliertere Analyse und Charakterisierung dieser Proteine, um ihre Rolle wéhrend
der Sexualphase von P. falciparum besser zu verstehen und die Eignung ausgewahlter

PfCCp-Mitglieder als TBV-Untereinheiten zu evaluieren, dar.

4.5 Einfluss der 1,4-Benzodiazepin- sowie der Etacrynséaure-
derivate auf asexuelle P.-falciparum-Blutstadien
Immer zahlreichere Resistenzen gegen gangige Antimalariamedikamente aber auch

teilweise starke Nebenwirkungen der zur Verfugung stehenden Chemotherapeutika

veranlassen zu einer intensiven Forschung nach neuen therapeutischen Angriffszielen
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zur Entwicklung wirkungsvollerer Medikamente gegen Malaria. Die derzeit erhéltlichen
Malariamedikamente werden in die vier Wirkstoffklassen der 4-Aminoquinoline,
8-Aminoquinoline, Folatantagonisten und Arylaminoalkohole eingeteilt (Ubersichts-
artikel Schlitzer, 2007, 2008; Greenwood et al. 2008). Dariiber hinaus werden aber
auch Inhibitoren der Atmungskette sowie Antibiotika und das kirzlich erst
wiederentdeckte Artimesinin bzw. dessen Derivate zur Therapie von Malaria eingesetzt
(Owusu-Agyei et al.,, 2008). Zu den bekanntesten Malariamedikamenten z&hlen
Chloroquin und Amodiaquin, welche die Hamdetoxifikation asexueller Blutstadien
inhibieren, Primaquin und Tafenoquin, die gegen asexuelle Leberstadien gerichtet sind,
Quinin und Quininderivate wie z. B. Lumefantrin, die in Kombination mit den Antibiotika
Clindamycin, Doxycyclin, und Tetracyclin zur Therapie eingesetzt werden und
Pyrimethamin sowie Sulfadoxin, welche die Pyrimidinsynthese blockieren (Saliba et al.,
1998; Ramharter et al., 2002, Schlitzer, 2007, 2008).

Gegen die meisten dieser vielfach eingesetzten Therapeutika bestehen jedoch weit
verbreitete Resistenzen. In Tansania bestehen sogar bereits Resistenzen gegen alle
bekannten Malariamedikamente (Schoénfeld et al., 2007). Ursachlich fir die Ausbildung
von Resistenzen sind entweder Mutationen im Genom des Erregers, die die
Zielstruktur des Wirkstoffes so verandern, dass dieser nicht mehr erkannt wird oder
Punktmutationen in den Transportern, welche das Chemotherapeutikum in die Zelle
bzw. Nahrungsvakuole ein- und ausschleusen (Schlitzer, 2007). So liegt die Ursache
fur die Resistenz des Erregers gegen Chloroquin, Quinin, Halofantrin und Artemesinin
in einer Punktmutation der kodierenden Sequenz des PfCRT-(Chloroquine resistance
transporter)-Gens begrindet (Vaderramos und Fidock, 2006). Duch diese Mutation
wird das Chloroquin aus der Nahrungsvakuole des Parasiten ausgeschleust und kann
so nicht mehr seine volle Wirkung, welche auf der Inhibierung des Hamoglobinabbaus
durch die Blutstadien des Parasiten basiert, entfalten. Punktmutationen im PfMDR1-
(multidrug resistance 1)-Gen sind hingegen verantwortlich fir die Ausbildung von
Resistenzen gegeniber Mefloquin, Halofantrin, Lumefantrin und Quinin (Vaderramos
und Fidock, 2006). Infolge dieser Mutation liegt eine erhdhte Anzahl an Kopien des
PfMDR1-Gens vor. Diese erhohte Kopienzahl fihrt letztlich zu einem vermehrten
Einbau von PfMDR1-Transportern in die Membran der Nahrungsvakuole. Dadurch
werden die Arylamino-alkohole Mefloquin, Halofantrin, Lumefantrin und Quinin aus
dem Zytoplasma, ihrem eigentlichen Wirkungsort, in die Nahrungsvakuole geschleust.
Der exakte Wirk-mechanismus der Arylaminoalkohole ist bisher nicht bekannt. Es wird
aber vermutet, dass sie die Fusion von Hamoglobintransportvesikeln mit der Membran
der Nahrungsvakuole durch Unterbindung der Freisetzung von Ca**-lonen verhindern
(Fitch, 2004). Die Mutation des PfMDR1-Gens entsteht vermutlich als Folge einer



Diskussion 167

Kompensation einer verringerten Sensitivitat von Plasmodienstammen gegeniber
Chloroquin. Mutationen im PfATP6-Gen sind dagegen verantwortlich fir die Resistenz
der Plasmodienstamme gegeniber Artemisinin (Schlitzer, 2007). Die PfATP6-Pumpe
ist eine Ca®’-ATPase-Pumpe des Endoplasmatischen Retikulums. Auch der exakte
Wirkmechanismus von Artemisinin und seinen Derivaten ist noch nicht bekannt.
Derzeit wird jedoch eine Eisen-(ll)-vermittelte Bildung von Radikalen im Zytoplasma
des Parasiten, welche die PTATP6-Pumpe inhibieren, infolge von Artemisinineinwirkung
diskutiert (Krishna et al., 2006).

Viel versprechende neue Angriffspunkte fir die Entwicklung von Chemotherapeutika
sind die Cysteinproteasen Falcipain-2 (FP-2) und Falcipain-3 (FP-3) von P. falciparum.
Sie gehoren dem Clan CA der Papain-Familie C1 an (Ubersichtsartikel Rosenthal,
2004). Beide Enzyme lokalisieren in der Nahrungsvakuole der asexuellen Blutstadien
des Parasiten und werden in den metabolisch am hdchsten aktiven Trophozoiten-
Stadien des Erregers maximal exprimiert und aktiviert. Dabei ist wahrscheinlich FP-2
fur Gber 90% der Cysteinprotease-Aktivitat in Trophozoiten verantwortlich (Shenai et
al., 2000). Sowohl FP-2 als auch FP-3 wird eine Rolle bei der Hamoglobinhydrolyse
zugesprochen, da sie in vitro in saurem Milieu Hamoglobin spalten (Shenai et al., 2000;
Sijwali et al., 2001; Hanspal et al., 2002). Durch Aufklarung der Kristallstruktur von
FP-2 ist es gelungen, ein Hamoglobin bindendes Motiv in der Tertiarstruktur dieses
Proteins zu identifizieren (Hogg et al., 2006; Abb. 4.4).

Abb. 4.4. Tertiarstruktur von FP-2.

Eine Haarnadelstruktur (schwarzer

Kasten) auflerhalb des aktiven
Zentrums (schwarzer Pfeil) bindet
Hamoglobin  und Cystein  (Cys)
hydrolysiert es. Quelle: Hogg et al.,,
2006, veréndert.

Die Inkubation von P.-falciparum-Blutstadien in vitro mit den Cysteinprotease-
Inhibitoren E64 bzw. Leupeptin hemmt den Hamoglobinabbau und es kommt zum
Absterben der Parasiten (Dluzewski et al., 1986; Rosenthal et al., 1988; Bailly et al.,
1992). Neuere Daten deuten darauf hin, dass der Abbau von Hamoglobin zur
Bereitstellung von fur den Parasiten essentieller Aminosauren wahrscheinlich tber eine
Hydrolysekaskade unter Beteiligung verschiedener Proteasen stattfindet (Coombs
et al.,, 2001; Drew et al., 2008). An dieser Kaskade sind, neben FP-2 und -3, auch die
Plasmepsine, so genannte Aspartatproteasen, sowie die Metalloprotease Falcilysin

beteiligt. Vermutlich werden die Plasmepsine durch die Falcipaine FP-2, FP-2" und
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FP-3 aktiviert, wodurch der hydrolytische Abbau des Hamoglobins in Gang gesetzt wird
(Drew et al., 2008). Darlber hinaus sind FP-2 und FP-3 wahrscheinlich an der
Erythrozyten-Ruptur beim Ausbrechen der reifen Parasiten aus den roten Blutzellen
beteiligt (Raphael et al., 2000; Dua et al., 2001).

Die meisten Cysteinproteaseinhibitoren leiten sich entweder von einem natirlichen
Substrat oder von einem natirlich vorkommenden peptidischen Inhibitor des Enzyms
ab (Ubersichtsartikel Otto und Schirmeister, 1997; Powers et al., 2002). Diese
peptidischen Inhibitoren kénnen jedoch leicht selbst von Proteasen hydrolysiert
werden. Daher ist das Ziel aktueller Forschung die Entwicklung von Inhibitoren, welche
ein peptidomimetisches Gerlist besitzen (Ubersichtsartikel Powers et al., 2002). Diese
so genannten Peptidomimetika kénnen durch die Modifikation der AS-Seitenketten
oder durch den Einbau unnatirlicher, proteinogener Aminosauren nicht mehr
hydrolysiert werden (Ponte-Sucre et al., 2006; Micale et al. 2006; Ettari et al., 2007).
Durch Kopplung des peptidomimetischen Gerists an ein elektrophiles ,warhead“ kann
der Inhibitor das Enzym selektiv am Cystein des aktiven Zentrums angreifen und
hemmen. In der vorliegenden Arbeit wurde eine neue Gruppe der Peptidomimetika,
basierend auf dem Grundgerust von 1,4-Benzodiazepin, in vitro auf ihre Antimalaria-
aktivitat durch Bestimmung der Umsatzrate der Lactatdehydrogense von P. falciarum
im Mikrodilutionsverfahren getestet (Makler und Hinrichs, 1993, 1998; Micale et al.,
2006). Die getesteten peptidomimetischen Inhibitoren besitzen einen Vinylsulfonrest,
der kovalent an das Thiol des Cysteins im aktiven Zentrum bindet und das Enzym
somit irreversibel hemmt (Shenai et al., 2003; Ettari et al., 2007). Durch Variationen der
Seitenketten des Vinylsulfonrests sollte eine bessere Passgenauigkeit des Inhibitors in
die Bindetasche des Enzyms erzielt werden. Ebenso wie die halbmaximale Hemmung
des Wachstums asexueller P.-falciparum-Blutstadien des Stammes 3D7 wurde auch
die inhibitorische Wirkung dieser Peptidomimetika an rekombinant exprimierten FP-2,
durch Messung der Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung (kong) der
Inaktivierung des Enzyms, bestimmt (Ettari et al., 2007).

Zur Evaluierung der selektiven Aktivitat der peptidomimetischen Inhibitoren gegentiber
der parasitaren Cysteinprotease FP-2 wurden diese zusétzlich an den humanen,
rekombinant exprimiertem Cysteinproteasen Cathepsin B (CB) und L (CL) getestet
(Ettari et al., 2007). Diese beiden Cysteinproteasen gehoren ebenfalls der
Papainfamilie an und im Falle einer spezifischen Aktivitat der peptidomimetischen
Inhibitoren gegenuber FP-2 sollten diese keine hemmende Wirkung auf die humanen
CB- und CL-Proteasen haben. Die Messungen der Geschwindigkeitskonstanten
zweiter Ordnung (Kzng) der Inaktivierung der CB- und CL-Enzyme ergaben einen um

das 1-2-fache geringeren Wert, als fir FP-2 gemessen wurde, so dass von einer
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selektiven Aktivitat der getesteten Inhibitoren gegeniiber FP-2 ausgegangen werden
kann. Die in der vorliegenden Arbeit gemessenen halbmaximalen Hemmkonzen-
trationen (ICsq) an dem Plasmodienstamm 3D7 sind noch einmal in Tab. 4.2
zusammengefasst und den Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung (kKsng) von
FP-2, CB und CL gegenlbergestellt. Hierbei gibt ein hdherer k,g-Wert eine bessere

Inhibition des Enzyms an als ein niedrigerer k;,q-Wert.

Tab. 4.2. Vergleich der ICso-Konzentration [uM] der an P.-falciparum-3D7-Blutkulturen
getesteten Peptidomimetika mit den Kong-Werten [x10° M™ min™] von rekombinant exprimiertem
FP-2, CB und CL (k. I., keine Inhibierung; n. b., nicht bestimmt)

Substanzbezeichnung

3D7 FP-2 CB CL
und IC K K K
Strukturformel 50 2nd 2nd 2nd
P-1a

O O o . 55,4 432 4,4 3,5

o q 9,1 307 10,3 7,3
o
S

o q ] 13,5 175 11,5 16,5

o 0 . 59,6 634 13,7 1,0
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Substanzbezeichnung
und
Strukturformel

P-2a

o}
N N /\/\\\
0
,:F N—<

3D7
1Cs0

18,1

56,5

64,3

<100

k. 1.

FP-2

k2nd

161

248

243

291

CB
k2nd

6,6

11,7

12,6

10,0

CL
k2nd

0,88

1,0

7,5

7,6

Die peptidomimetischen Inhibitoren P-la bis P-1d wurden alle in Position P1 (siehe

Kap. 1.5.3) mit einer Phenylalanin-Seitenkette ausgestattet. Die peptidomimetischen

Inhibitoren P-2a bis P-2e besitzen hingegen in Position P1 einen Glyzinrest. Beim

Vergleich dieser beiden Inhibitorklassen anhand der zugehdrigen gemessenen

Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung (K.,q) von FP-2 wird deutlich, dass die

Substituenten in P1 einen Einfluss auf die Inhibitionsgeschwindigkeit des Enzyms



Diskussion 171

haben. So zeigt z.B. P-2a eine fast um das Dreifache niedrigere Inhibitions-
geschwindigkeit als sein Strukturanalog P-l1a. Der positive Einfluss von Phenylalanin-
Seitenketten auf die Hemmung der enzymatischen Aktivitdt von FP-2 wurde bereits
berichtet (Shenai et al., 2003). Der Vinylsulfonrest aller Inhibitoren tragt in P1’
verschiedene aromatische und aliphatische Substituenten, um die Relevanz der Gréfe
und der Charakteristik dieses Rests fir die Aufnahme in die lipophile Bindetasche des
Enzyms zu evaluieren. Die Anfligung eines Methoxyrests an Position P1’ scheint sich
hierbei positiv auf die Inhibierung der enzymatischen Aktivitat, wie es bei den
Strukturanalogen P-1d und P-2d der Fall ist, auszuwirken. Die generell niedrigen
kong-Werte der getesteten peptidomimetischen Inhibitoren von rekombinant
exprimiertem CB und CL deuten auf eine Selektivitat gegentber FP-2 hin. Auch wenn
die antiplasmodiale Aktivitat dieser Peptidomimetika nicht direkt mit den inhibitorischen
Wirkungen auf FP-2 vergleichbar ist, so bestatigen doch die gemessenen ICgo-
Konzentrationen den positiven Einfluss der Anwesenheit einer Phenylalanin-
Seitenkette auf die Hemmwirkung der Inhibitoren.

Eine Verbesserung der antiplasmodialen Aktivitdt durch Anflgung eines Methoxyrests
an Position P1’ war allerdings nicht zu verzeichnen. Eine mogliche Erklarung der
vergleichsweise schwachen Aktivitat gegeniber P.-falciparum-3D7-Blutstadien in vitro
konnte die begrenzte Zuganglichkeit der intrazellular in der Nahrungsvakuole der
Parasiten lokalisierten FP-2 Cysteinprotease sein. Vergleicht man jedoch die
gemessenen ICsp-Konzentrationen der Peptidomimetika mit dem Literaturwert von E64
(ICso= 5,3 uM), einem bekannten Inhibitor plasmodialer Cysteinproteasen, so wird
deutlich, dass insbesondere die P-1b und P-1c eine signifikante antiplasmodiale
Aktivitat besitzen (Schulz et al., 2007). Ebenso bestatigt das Fehlen der Vinylsulfon-
gruppe des Inhibitors P-2e und die damit verbundene mangelnde Hemmwirkung auf
P.-falciparum-3D7-Blutstadien die essentielle Rolle dieser elektrophilen Kopfgruppe bei
der Blockierung der enzymatischen F&higkeiten von FP-2 bzw. des parasitaren
Wachstums. Zusammenfassend weisen die oben diskutierten Peptidomimetika auf
Basis von 1,4-Benzodiazepin eine selektive und irreversible inhibitorische Aktivitét
gegenuber rekombinant exprimiertem FP-2 sowie in vitro eine signifikante
antiplasmodiale Wirkung auf. Die Peptidomimetika P-1b und P-1c, welche die besten
inhibitorischen Eigenschaften und die héchste Aktivitdt gegentber P.-falciparum-3D7-
Blutstadien aufwiesen, wurden daher als Leitstrukturen fir die Entwicklung weiterer

Inhibitoren ausgewahilt.



Diskussion 172

Nichtpeptidische Inhibitoren sind eine weitere Klasse von Cysteinproteaseinhibitoren,
von denen es derzeit, im Vergleich zu den peptidischen, nur sehr wenige gibt
(Ubersichtsartikel Schirmeister und Kaeppler, 2003; Kaeppler und Schirmeister, 2005;
Ettari et al., 2008; Vale et al., 2008). Etacrynsaure besitzt ein a, B-ungesattigten Keton
und sollte daher analog zu den Vinylsulfonen in der Lage sein, Cysteinproteasen durch
eine Michael-Reaktion zu inaktivieren. Sie ist ein bekanntes Schleifendiuretikum
(Hydromedin®) und ein schwacher Papain-Inhibitor, wie anhand eines Screenings
gezeigt werden konnte (Kaeppler und Schirmeister, 2005). Die Etacrynsaure wirkt
hierbei wahrscheinlich als ,Prodrug”, sodass erst der Phase-lI-Metabolit, ein Cystein-
Konjugat, seine diuretische Wirkung in der Niere entfaltet (Palfrey et al., 1993). Man
vermutet, dass dieses Konjugat einen ahnlichen Wirkungsmechanismus wie das unter
dem Handelsnamen Lasix® erhaltliche Schleifendiuretikum, welches zum Furosemid-
Typ z&hlt, besitzt. Schleifendiuretika vom Furosemid-Typ hemmen den Na'/K*/2Cl-
Transporter im aufsteigenden Schleifenschenkel von der Lumenseite her und
verhindern so die Resorption von Kalium-, Natrium- und Chloridionen. Eine hohe
Affinitat des Cystein-Konjugats der Etacrynsaure zu diesem Transporter wurde in vitro
bereits nachgewiesen. Des Weiteren hat die Gabe von Etacrynsaure eine Erniedrigung
der Blutviskositat bei Sichelzellanamie zur Folge, da sie die Erythrozytenmembran
durchquert und kovalent an Sichelzellhdmoglobin bindet, wodurch dieses Polymer
destabilisiert und die Blutviskositat erniedrigt wird (Kennedy et al., 1984). Durch
allosterische Bindung dieses Molekils an Hamoglobin erhéht es dessen Affinitat zu
Sauerstoff. Diese Daten deuten darauf hin, dass die Etacrynsdure und mdgliche
-derivate geeignet sein kénnten, gezielt die erythrozytaren Stadien von P. falciparum in
der Wirtszelle zu erreichen, um dort ihre antiplasmodiale Wirkung durch Hemmung der
parasitaren Cysteinproteasen zu entfalten. Es wurde aufRerdem berichtet, dass
Etacrynsaure ein Inhibitor der Asparagin-Synthetase ist, welche ebenfalls einen
Cysteinrest im aktiven Zentrum besitzt (Jayaram et al., 1975). Ein Inhibitorscreening an
Papain zeigte, dass Etacrynsdure und verschiedene Derivate eine inhibitorische
Wirkung auf Cysteinproteasen haben (Kaeppler und Schirmeister, 2005). Dariber
hinaus konnte eine hemmende Wirkung dieser Derivate auf die SARS-MP"°-
Hauptprotease von Coronaviren festgestellt werden (Kaeppler et al.,, 2005). Daher
diente die Etacrynsaure als Leitstruktur fur die Entwicklung neuer nichtpeptidischer
Cysteinproteaseinhibitoren.

Durch Veradnderung des Substitutionsmusters des aromatischen Ringes der
Etacrynsaure an unterschiedlichen Positionen bzw. der Synthese von Derivaten mit
einer Einfachbindung anstelle der aktivierenden Doppelbindung des a, B-ungesattigten

Systems, wurden bereits ndhere Erkenntnisse Uber die Struktur-Wirkungsbeziehungen
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gegenuber den Cysteinproteasen Papain, FP-2 und FP-3 gewonnen (Kaeppler und
Schirmeister, 2005; Dude et al., 2008). Der genaue Wirkungsmechanismus der
niedermoleklaren Etacrynsaure auf die Cysteinproteasen der Nahrungsvakuole von
P. falciparum ist jedoch noch nicht bekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Teil
dieser bereits an rekombinant exprimiertem FP-2 und FP-3 getesteten Etacryn-
saurederivate auf ihre antiplasmodiale Aktivitat in vitro untersucht. Hierbei wurde,
ebenso wie bei den oben diskutierten Peptidomimetika der chloroquinsensitive
P.-falciparum-Stamm-3D7 verwendet. Die im Rahmen dieser Arbeit gemessenen
halbomaximalen Hemmkonzentrationen (ICsy) der Etacrynséurederivate unter
Verwendung asexueller 3D7-Blutstadien sind in Tab. 4.3 aufgelistet und den
Hemmkonzentrationen von rekombinant exprimiertem FP-2 und FP-3 gegen-
Ubergestellt.

Bei den in der vorliegenden Arbeit getesteten Etacrynsdurederivaten ist entweder
durch Austausch der beiden Chloratome durch ein Fluor- und ein Wasserstoffatom das
Substitutionsmuster des aromatischen Ringes verandert worden (E-1 bis E-5), oder die
synthetisierten Derivate sind so modifiziert worden, dass sie lediglich noch eine
Etacrynsaurepartialstruktur besitzen (E-6 bis E-8). Fluor hat eine starkere elektronen-
ziehende Eigenschaft als Chlor und es sollte untersucht werden, ob diese Derivate
dadurch besser kovalent an das aktive Zentrum von Cysteinproteasen binden kénnen.
Durch Eliminierung der reaktiven Doppelbindung (E-3) sollte der Einfluss des
a, B-ungesattigten Systems auf die inhibitorischen Eigenschaften evaluiert werden. Die
Anfiigung eines Esters (E-4) oder eines Amids (E-2, E-3 und E-5), kénnte zu einer
besseren Passgenauigkeit in die Bindetasche der Enzyme fiihren, wie Dockingstudien
vermuten lieBen (Kaeppler et al., 2005). Zur Untersuchung der Relevanz des
aromatischen Ringes wurde dieser durch einen cycloaliphatischen Rest ausgetauscht
(E-6 und E-7) bzw. eliminiert (E-8).

Insgesamt wiesen die untersuchten Etacrynsaurederivate eine nur geringe
Hemmwirkung auf rekombinant exprimiertes FP-2 und FP-3 auf. Der in der Literatur
beschriebene Referenzwert der halbmaximalen Hemmung des Cysteinprotease-
Inhbitors E64 betragt 0,015 puM fur FP-2 und 0,075 fur FP-3 (Schulz et al., 2007). Die
beste Hemmwirkung an rekombinantem FP-2 zeigten die Derivate E-2 und E-3. Keine
Hemmwirkung zeigte hingegen das acylierte Anisol E-7 an rekombinant exprimiertem
FP-3. Aufgrund der geringen Inhibition von FP-2 wurden die restlichen hier diskutierten
Derivate nicht an FP-3 getestet. Auch die antiplasmodiale Aktivitat in vitro an dem
P.-falciparum-3D7-Stamm war verglichen mit der 1Cso-Konzentration von Chloroquin
(0,0038 uM), welches als Referenz diente, eher gering. Die beste antiplasmodiale

Aktivitat zeigte das acylierte Anisol E-6.
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Tab. 4.3. Vergleich der ICsp-Konzentrationen [uM] der an P.-falciparum-3D7-Blutkulturen
getesteten Etacrynsaurederivate mit den ICso-Konzentrationen von rekombinant exprimiertem
FP-2 und FP-3 (k. I., keine Inhibierung; n. b., nicht bestimmit)

Substanzbezeichnung

und 3D7 FP-2 FP-3
Strukturformel 1Cs0 1Cso ICso
E-1
F o
moﬁw 79,8 n. b. n. b.
o
E-2
moﬂ)ﬁk 124,9 80 n. b.
o
E-3
W{jﬂﬁuk 66,4 80 n. b.
o
E-4
moﬂok 142,3 k. 1. n. b.
o
E-5
moﬂum 141,0 k. 1. n. b.
o
E-6
@_O{Lo 16,9 n. b. n. b.
E-7

FC%LO K. 1. n. b. K. 1.

E-8
o
OYNT%O/ 118,4 k. 1. n. b.
e

Die in Tab. 4.3 dargestellten halbmaximalen Hemmkonzentrationen lassen keine

signifikanten Unterschiede zwischen Etacrynsaureestern und -amiden, bezlglich ihres
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inhibitorischen Effekts, erkennen. So weisen die Strukturanaloge E-4 und E-5 nahezu
identische 1Cso-Konzentration gegentiber P.-falciparum-Blutstadien auf. Auffallig ist
jedoch, dass das Etacrynsaureamid E-3, welches keine aktivierende Doppelbindung
tragt, eine geringere halbmaximale Hemmkonzentration als sein Doppelbindung
enthaltendes Strukturanalog E-2 gegenuber P.-falciparum-Blutstadien aufweist. Diese
beiden Inhibitoren zeigen ebenfalls, wie bereits oben erwahnt, eine Hemmwirkung
gegeniuber rekombinanten FP-2. Die hohere antiplasmodiale Aktivitat von E-3 kdnnte
mit einer beobachteten besseren Loslichkeit in DMSO und einer damit verbunden
erleichterten Aufnahme in die Zellen der Parasiten erklarbar sein. Eine &hnliche
Beobachtung wurde fir das acylierte Anisol E-6 gemacht, welches in vitro die geringste
ICso-Konzentration aufwies. Des Weiteren handelt es sich bei diesem Inhibitor um ein
kleines Molekil, welches mdglicherweise leichter die einzelnen Membranbarrieren
Uberwindet, die zwischen dem umgebenden Medium und der Nahrungsvakuole des
Parasiten, dem Lokalisationsort der Falcipaine, liegen. Bis heute sind die
Transportmechanismen sowie die —wege, Uber die ein Wirkstoff in die
Nahrungsvakuole des Parasiten gelangt, noch nicht vollstandig aufgeklart. Es wurde
jedoch berichtet, dass kleinere organische Molekile und Nahrstoffe vom Parasiten
aufgenommen werden, ohne dass sie das Wirtszellzytosol passieren missen (Kirk,
2001; Saliba und Kirk, 2001; Abb. 4.5).

Abb. 4.5. Schematische Darstellung der vermuteten Transportwege zwischen extrazellularem
Medium und dem intraerythrozytdrem Parasiten. A. Klassischer Transportweg Uuber die
Erythrozytenmembran (EZM), die parasitophore Vakuolenmembran (PVM) und die
Parasitenplasmamembran (PPM). B und C. Alternative Wege, welche den Transport zwischen
Medium und Nahrungsvakuole (NV) ermdéglichen, ohne das Zytosol des Erythrozyten zu
passieren. In der Nahrungsvakuole sind die Cysteinproteasen Falcipin-2 und Falcipain-3
lokalisiert, die an der Hydrolyse des Hamoglobins beteiligt sind. Das fir den Parasiten toxische
Abbauprodukt des roten Blutfarbstoffes, das Ham, wird vom dem Erreger zu atoxischen

H&mozoin (HZ) umgewandelt.
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Das Derivat E-6, das nur eine Etacrynsaurepartialstruktur besitzt, kénnte daher im
Hinblick auf eine weitergehende Entwicklung nichtpeptidischer Cysteinprotease-
Inhibitoren als Leitstruktur dienen. Hierbei kénnte eine eingehende Untersuchung einer
hemmenden Wirkung auf rekombinant exprimierte Falcipaine und andere Cystein-
proteasen naheren Aufschluss Uber sein inhibitorisches Potential bzw. seine selektive
Aktivitat gegentber den Falcipainen von P. falciparum geben.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Etacrynséurederivate waren Teil einer
umfassenden Studie zur Evaluierung der Struktur-Wirkungsbeziehungen einer Vielzahl
synthetisierter nichtpeptidischer Inhibitoren auf Basis der Etacrynsaure (Dude et al.,
2008). In dieser Studie konnte fur ein Olefinderivat der Etacrynsaure eine besonders
gute inhibitorische Wirkung sowohl auf rekombinant exprimiertes FP-2 (ICs= 3,0 pM)
und FP-3 (ICs= 11,9 pM) als auch auf P.-falciparum-Blutstadien des
chloroquinresistenten Stammes W2 (ICso= 9,0 uM) festgestellt werden. Aufgrund des
viel versprechenden Potentials dieses Inhibitors wurde er zur weiter gehenden Analyse
biotyniliert (Dude et al., 2008; Abb. 4.6).

Y

O

Abb. 4.6. Strukturformel des biotinylierten, nichtpeptidischen Cysteinproteaseinhibitors auf
Basis von Etacrynsaure. Der blaue Kasten kennzeichnet die Biotinmarkierung. Quelle: Dr. rer.

nat. C. Gelhaus, verandert.

Mit Hilfe der Biotinmarkierung lasst sich dieser Inhibitor Uber Streptavidin-Konjugate
nachweisen und die Bindungseigenschaften bzw. der Bindungsort und die Zielmolekile
kénnen eingehender untersucht werden (Gelhaus et al., 2004; Vicik et al., 2006).
Zusammenfassend weisen sowohl die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
peptidomimetischen als auch die nichtpeptidischen Inhibitoren ein Potential zur
Hemmung der enzymatischen Aktivitat von Cysteinproteasen auf. Die hier diskutierten
Daten sind somit eine wichtige Grundlage fur weiterfihrende Analysen und zur

Entwicklung effektiverer peptidischer und nichtpeptidischer Cysteinproteaseinhibitoren.
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5 Ausblick

In den vergangenen zwei Jahrzehnten wurde eine Vielzahl sexualstadienspezifischer
Proteine identifiziert, welche fir die Entwicklung der Sexualstadien und die
Transmission von P. falciparum von Bedeutung sind. Auch die aus den sechs
Proteinen PfCCpl bis PfCCp5 und PfFNPA bestehende Multiadhasionsdoméanen-
familie wird in der Sexualphase des Parasiten exprimiert. Fir PfCCpl, PfCCp2 und
PfCCp3 konnte gezeigt werden, dass sie eine essentielle Funktion wéahrend der
Entwicklungsprozesse in der Micke haben. Sie besitzen daher ein viel versprechendes
Potential als Komponenten fur TBV. Erste Versuche zeigten bereits, dass PfCCp-
Antiseren in Anwesenheit von aktivem Serum in vitro die Exflagellation teilweise
inhibieren. Membranfitterungen von Anopheles-Micken mit PfCCp-Antiseren sollen
nun klaren, ob PfCCp-Antikdrper bei Anwesenheit des Komplementsystems in vivo die
Transmission von P. falciparum blockieren. Des Weiteren kdnnten Muckenfiitterungs-
versuche unter Verwendung von PfCCp2- und PfCCp3-KO-Parasiten und gleichzeitiger
Gabe des entsprechenden rekombinanten Proteins Aufschluss dariiber geben, ob
damit die Transmission dieser PfCCp2- und PfCCp3-defizienten Gametozyten auf
Anopheles-Miicken wiederhergestellt werden kann. Kirzlich ist es der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. T. J. Templeton am WMC (New York) gelungen mittels double-crossover-
Rekombination PfCCp1-KO-Parasiten herzustellen, die gegenwartig in unserem Labor
nach Membranfiitterungen von Anopheles-Micken auf ihren Phanotyp hin analysiert
werden. Aktuelle Untersuchungen sollen ferner eine mdgliche Reexpression der
PfCCp-Proteine in den Miickenstadien klaren.

RT-PCR- sowie Western-Blot-Analysen unter Verwendung von Gametozyten des
Stadium | sollten durchgefuhrt werden, um festzustellen, ob eine Expression der
PfCCp5- und PfFNPA-Proteine in diesen frihen Sexualstadien vorhanden ist. Im
Hinblick auf die Identifizierung weitere Interaktionspartner dieser beiden PfCCp-
Proteine sollten weitere Ko-Immunoprazipitationen und Affinitatschromatographie-
studien unter Verwendung anderer, bekannter sexualstadienspezischer Proteine von
P. falciparum durchgefuhrt werden. Im Hinblick auf eine mdogliche Beteiligung von
PfCCp5 bei der Modifikation der parasitophoren Vakuole im Verlauf der Gameto-
zytogenese ware hierbei insbesondere die Untersuchung einer Interaktion von PfCCp5
mit Pfg14.748 hochst interessant. Des Weiteren steht die Analyse der PfCCp5- und
PfFNPA-comp-Parasiten mittels eines spezifisch gegen den HA-Tag gerichteten
Antikorpers noch aus, um die mittels diagnostischer PCR erhaltene Integration der

entsprechenden Konstrukte zu bestétigen.
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Nach Ausklonierung konnte bereits eine stabile Integration des PfFNPA-BSD-KO2-
Konstrukts in den WT-Locus von PfFNPA mittels Southern-Blot bestétigt werden. In
Gametozyten des PfFNPA-KO-Stammes war nachfolgend dann eine fehlende
Expression des PfFNPA-Proteins feststellbar. Ein potentiell verzégerter Phanotyp der
PfFNPA-KO-Mutanten wird derzeit anhand von Mickenfiitterungsversuchen analysiert,
um die mdgliche Funktion dieses Proteins genauer bestimmen zu kénnen. Mittels Ko-
Expressionsstudien konnte kirzlich bereits eine verminderte Expression aller tbrigen
PfCCp-Mitglieder in PIFNPA-KO-Parasiten gezeigt werden. Ko-Immunoprazipitationen
unter Verwendung von Gametozyten der PfEFNPA-KO-Mutanten kénnten nun weiterhin
aufdecken, ob in diesen Parasiten die PfCCp-Proteine noch miteinander und mit den
anderen Proteinen der parasitophoren Vakuole interagieren kdnnen. Exflagellations-
inhibitionsassays, mittels Antiseren gerichtet gegen PfFNPA und gegen andere PfCCp-
Proteine, unter Verwendung von PfFNPA-KO-Kulturen, kénnten die mutmalliche
Involvierung von PfENPA bei der Befruchtung ndher beleuchten.

Aktuell wird in unserer Arbeitsgruppe versucht, den PfCCp3-Promotor in einen
Expressionsvektor zu klonieren, um mit diesem Konstrukt anschlielend Rescue-
Experimente an PfCCp3-KO-Parasiten durchfiihren zu kénnen. Mit diesem Versuch
soll herausgefunden werden, ob durch die exogene Expression von PfCCp3 die
anderen PfCCp-Proteine wieder korrekt exprimiert werden. Die in vorliegender Arbeit
und in unserem Labor durchgeflihrten Interaktionsstudien stitzen die Hypothese der
Proteinkomplexbildung von sexualstadienspezifischen Adhasionsproteinen wahrend
der Gamogonie. Zur Identifikation weiterer potentieller Interaktionspartner der PfCCp-
Familie und einer méglichen Bindung von Komplementfaktoren an die PfCCp-Proteine
werden derzeit Ko-Immunprazipitation bzw. Ko-Expressionsstudien sowie Affinitats-
chromatographien  durchgefuhrt. Ebenso kdnnten MALDI-TOF-Analysen  zur
antikdrperunabhéngigen Auffindung von PfCCp-Interaktionspartnern beitragen.
Affinitatschromatographiestudien unter Verwendung einzelner rekombinanter Doméanen
und yeast-two-hybrid-Analysen kénnten direkte Protein-Protein Interaktionen einzelner
PfCCp-Motive aufklaren.

Wie Zelladhasionsstudien zeigten, binden die PfCCp-Proteine an Makrogameten.
Damit konnte moglicherweise eine Signalkaskade im Parasiten ausgeldst werden. Da
ein Kalziumanstieg ein Indikator fir die Induktion einer Signalkaskade ist, wére die
Messung des intrazellularen Kalziumspiegels von WT- bzw. PfCCp-KO-Makrogameten
nach der Bindung rekombinanter Proteine eine Methode, um diese Theorie zu
untermauern. Ferner sollte Uberpruft werden, ob die PfCCp-Proteine wéhrend der
Gametogenese prozessiert werden. Nach Identifizierung der Spaltstellen dieser

Proteine konnten anschlieBend Zelladh&sionsstudien an Makrogameten mittels



Ausblick 179

rekombinanter PfCCp-Proteine, welche den Prozessierungsprodukten wahrend der
Gametogenese entsprechen, zur Klarung eines erhthten Bindungsverhaltens der
Spaltprodukte durchgefiihrt werden.

Cysteinproteasen sind attraktive Angriffsziele fur die Entwicklung neuer, effektiverer
Antimalariamedikamente. Die in der vorliegenden Arbeit auf ihre antiplasmodiale
Aktivitat untersuchten peptidomimetischen und nichtpeptidischen Inhibitoren kénnten
als Leitstrukturen fir die Synthese von Substanzen mit einem 1,4-Benzodiazepin- bzw.
Etacrynsaure-Grundgertist, welche spezifisch die plasmodialen Cysteinproteasen FP-2
und FP-3 hemmen, dienen. Hierbei kdonnten eingehende Dockingstudien anhand
hypothetischer Verbindungen auf Basis von 1,4-Benzodiazepin und Etacrynsaure erste
Hinweise auf relevante Wechselwirkungen zwischen dem potentiellen Inhibitor und
dem Enzym geben. Ein Screening der neu synthetisierten Verbindungen auf ihre
inhibitorische Aktivitat gegen Cysteinproteasen mittels HPLC-Assays, bei denen die
Menge der zeitabhangigen Umsetzung des Substrats Informationen uUber die
Enzymaktivitdt liefert, ware ein weiterer Schritt die Effektivitdt dieser
1,4-Benzodiazepin- und Etacrynsaurederivate zu Uberprifen. Fir die Analyse des
Bindungsortes eines viel versprechenden Inhibitors von FP-2 bzw. FP-3, misste dieser
an rekombinant exprimiertes FP-2 oder FP-3 gebunden werden und nach tryptischer
Spaltung massenspektrometrisch untersucht werden. Durch Vergleich der Unter-
schiede in den Spektren der Messungen, anhand der errechneten Daten einer in-silico-
Spaltung fir die Massen der theoretischen Peptide, kénnten Aufschlisse Uber den
Bindungsort gewonnen werden. Inhibitoren, welche sowohl eine gute Hemmwirkung
gegenuber rekombinant exprimierten Falcipainen besitzen als auch eine geringe
halbomaximale Hemmkonzentration unter Verwendung von P.-falciparum-Blutkulturen
aufweisen, sollten in einem nachfolgenden Zytotoxizitatstest an humanen Zellen in vitro
hinsichtlich ihrer toxischen Nebenwirkungen Uuberpriift werden. Viel versprechende
Verbindungen konnten dartber hinaus fluoreszenz- bzw. biotinmarkiert werden, um
somit genauere Erkenntnisse lber die intrazellulare Lokalisation, die Zielmolekile und
madgliche Transportmechanismen in die Zelle zu gewinnen. AbschlieRende
Experimente im Mausmodell in vivo an P. berghei wiirden dann die Anwendbarkeit
sowie die Vertraglickeit des Inhibitors im lebenden Organismus beleuchten, um eine

Eignung fur den Einsatz in klinischen Studien am Menschen zu evaluieren.
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6 Zusammenfassung

Der Erreger der Malaria tropica, Plasmodium falciparum, ist flr eine jahrliche
Todesrate von Uber einer Million Menschen verantwortlich. Rasch zunehmende
Erregerresistenzen gegen gangige Antimalariamedikamente und das Fehlen eines
Impfstoffes machen die Suche nach neuen therapeutischen Ansadtzen und
Medikamenten unerlasslich. Sexualstadienspezifische Oberflachenproteine des
Parasiten sind attraktive Zielstrukturen fur die Entwicklung von TBV, welche eine
Entwicklung von P. falciparum in der Micke unterbrechen. Die Suche nach multiplen
tier- oder bakteriendhnlichen, extrazellularen Adhasionsdoméanen im Genom von
P. falciparum fuhrte zur Identifizierung einer Familie von sechs Proteinen mit
hochkonservierten Adhasionsmodulen, die vermutlich an Parasit-Parasit- oder Parasit-
Wirtsinteraktionen beteiligt sind, was sie zu potentiellen Kandidaten fiir Komponenten
von TBV macht. Aufgrund ihrer gemeinsamen LCCL-Domane wurden diese Proteine
PfCCpl bis PfCCp5 sowie PfFNPA benannt. PfFNPA besitzt keine LCCL-Doméne, es
ist jedoch ahnlich aufgebaut wie PfCCp5 und wurde daher mit in die PfCCp-Familie
integriert. Die in der parasitophoren Vakuole reifer Gametozyten lokalisierenden
PfCCpl- bis PfCCp3-Proteine werden wahrend der Gametogenese teilweise
freigesetzt und umgeben matrixahnlich entstehende Exflagellationszentren. In PfCCp2-
und PfCCp3-defizienten Parasiten ist die Wanderung der Sporozoiten aus den
Mitteldarmoozysten in die Speicheldrisen der Micke blockiert. Sexualstadien-
spezifische Expression und eine wichtige Funktion bei der Entwicklung des Erregers in
der Micke sind die Hauptkriterien fiir potentielle TBV-Kandidaten.

Diese viel versprechenden Daten waren Anlass, in der vorliegenden Arbeit, die bisher
nur hypothetischen PfCCp5- und PfFNPA-Proteine genauer zu untersuchen.
Expressionsstudien von PfCCp5 und PfFNPA mittels RT-PCR, Western-Blot-,
Immunfluoreszenz- und Transmissionselektronenmikroskopischen-Analysen zeigten,
dass sie sowohl plasmamembranassoziiert in der parasitophoren Vakuole als auch
intrazelluldr in reifen Gametozyten exprimiert werden. Beide Proteine sind in Gameto-
zyten ab dem Stadium Il detektierbar und weisen in unreifen Gametozyten ein
punktiertes Expressionsmuster auf. In reifen Gametozyten konzentriert sich ihre
Expression dagegen v. a. auf die Zellpole. Ferner werden PfCCp5 und PfFNPA auf der
Oberflache von Makrogameten, jedoch nicht in Mikrogameten und Ookineten
exprimiert. Zusatzlich wird PfCCp5 in einem Teil reifer Schizonten eines gametozyten-
bildenden Parasiten-Stammes exprimiert. Durch Integration eines Komplementations-
Konstukts in die 3'-untranslatierte Region von PfCCp5 bzw. PfFNPA konnte gezeigt
werden, dass beide Gene genetisch manipulierbar sind. Mit PfCCp5- bzw. PfFNPA-
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KO-Konstrukten transfizierte WT-Parasiten wachsen nach erfolgter positiver Selektion
jedoch nicht mehr. Diese Daten lassen vermuten, dass PfCCp5 und PfFNPA eine
essentielle Funktion in den Blutstadien bzw. bei Gametozytenbildung haben. Zur
weiteren Analyse von PfFNPA wurde ein verklrztes Protein durch Integration eines
weiteren PfFNPA-KO-Konstrukts in den Locus von WT-Parasiten generiert. Erste
Analysen des PfFNPA-KO-Phéanotyps deuten darauf hin, dass durch die Ausschaltung
der 3'-Region des Gens das Protein nicht mehr korrekt exprimiert wird, obwohl keine
morphologischen Verédnderungen der Blutstadien des Parasiten feststellbar sind.
AulRerdem werden PfCCp5 und PfFNPA ko-abhangig in PfCCpl-, PfCCp2- und
PfCCp3-KO-Gametozyten exprimiert. Ko-Immunprazipitationsstudien zeigten, dass
beide Proteine mit den anderen PfCCp-Mitgliedern interagieren. Affinitatschromato-
graphiestudien deckten dann direkte Interaktionen einzelner PfCCp-Domé&nen auf.
Hierbei sind v. a. die LCCL-, die SR- und die NEC- Domane an Proteininteraktionen
beteiligt, was die Hypothese einer Komplexbildung der PfCCp-Familie wahrend der
Gametogenese des Erregers stitzt. Transmissionsblockierungsstudien sollen nun die
Eignung ausgewahlter PfCCp-Proteine als TBV-Komponenten naher beleuchten.

Zunehmende Resistenzen gegen gebrauchliche Malariamedikamente veranlassen zur
Suche nach neuen Angriffspunkten zur Behandlung der Erkrankung. Die maRgeblich
an der Hamoglobinhydrolyse beteiligten plasmodialen Cysteinproteasen Falcipain-2
und Falcipain-3 sind mégliche Ziele fur die Entwicklung neuer Antimalariawirkstoffe. In
der vorliegenden Arbeit wurden peptidomimetische 1,4-Benzodiazepin- und nicht-
peptidische Etacrynsaurederivate in vitro auf ihre antiplasmodiale Wirkung an
P.-falciparum-Blutstadien getestet. Ein erstes Screening hatte gezeigt, dass die eine
Vinylsulfonkopfgruppe tragenden 1,4-Benzodiazepinderivate rekombinant exprimiertes
Falcipain-2 irreversibel hemmen. In vitro konnte dann auch eine antiplasmodiale
Aktivitat fir diese Verbindungen festgestellt werden. Dockingstudien und HPLC-Assays
mit den Etacrynséurederivaten deckten eine Hemmung der Cysteinprotease Papain
und der SARS-MP°-Hauptprotease der Coronaviren auf. Weiterhin konnte in einem
Screening an rekombinant exprimiertem Falcipain-2 und Falcipain-3 eine inhibitorische
Wirkung fir einen Teil dieser Etacrynsdurederivate festgestellt werden. Der In-vitro-
Test an P.-falciparum-Blutstadien deckte dann eine schwache antiplasmodiale Aktivitét
von fluorsubstituierten Etacrynséurederivaten und von Derivaten mit einer modifizierten
Etacrynsaurepartialstruktur auf. Der viel versprechendste Inhibitor dieser Studie wurde
nun zur ldentifizierung potentieller Bindungspartner mittels Affinitatsbindungsstudien
biotyniliert. Zusammenfassend besitzen beide getesteten Wirkstoffklassen eine
inhibierende Aktivitat gegeniber Cysteinproteasen womit sie die Grundlage fir die

Entwicklung neuer, effektiverer plasmodialer Cysteinproteaseinhibitoren bieten.
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7/  Summary

The causative agent of Malaria tropica, Plasmodium falciparum, is responsible for more
than 1 million deaths each year. The intensive search for new therapeutic strategies
and drugs remains essential because of a rapidly increasing resistance of the pathogen
against common available drugs and the persistant lack of a malaria vaccine. Sexual
stage-specific surface proteins of the parasite are attractive targets for the development
of transmission blocking vaccines (TBV), which are able to block the development of
P. falciparum within the mosquito. The screening of the P. falciparum genome for
multiple animal- or bacterial-like, extracellular adhesion domains identified a protein
family with highly conserved adhesive modules consisting of six members. They are
supposed to be involved in parasite-parasite or parasite-host interactions making them
promising candidates for subunits of TBV. Due to a shared LCCL-domain these
proteins were named PfCCp1l through PfCCp5 and PfFNPA. PfENPA lacks this LCCL-
domain but because of its similarity to PfCCp5 it was integrated into the PfCCp family.
The three family members PfCCpl, PfCCp2 and PfCCp3 localize within the parasito-
phorous vacuole of mature gametocytes and are partly released during gamete
emergence surrounding exflagellation centers extracellularly in a matrix-like pattern.
Functional disruption of PfCCp2 and PfCCp3 leads to a blockade of transition of
sporozoites from the midgut oocysts to the salivary glands within the mosquito. Sexual
stage-specific expression and an essential role for the parasite development within the
mosquito are two major criteria for prospective components of TBV.

These promising data gave reason for a detailed analysis of the so far only hypothetical
PfCCp5 and PfFNPA proteins in the present work. Expression analysis of PfCCp5 and
PfENPA using RT-PCR, Western Blot, immunofluorescence assays and transmission
electronmicroscopy revealed that they are intracellularly expressed as well as in
association with the plasma membrane within the parasitophorous vacuole of mature
gametocytes. Expression of both proteins is detectable in stage Il gametocytes. They
exhibit a punctuated expression pattern in immature gametocytes, but in mature
gametocytes proteins are more restricted to the poles. PfCCp5 as well as PfFNPA are
present on the surface of macrogametes but not in microgametes and their expression
ceases during ookinete maturation. Additionally PfCCp5 is also expressed in a subset
of schizonts of a gametocyte forming parasite strain. Through integration of a PfCCp5-
and a PfFNPA-complementation construct it was possible to show that the genes are
accessible for genetic manipulation. In contrast parasites transfected with either a
PfCCp5- or a PfFNPA-KO-construct do not grow after positive selection. These data

support the assumption that both proteins are essential for the parasite blood stages or
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for the development of gametocytes. For further characterization of PfFNPA a
truncated protein was synthesized by integration of another PfFNPA-KO-construct into
the WT-locus of the gene. First studies of the PfFNPA-KO phenotype revealed that
disruption of the 3’-region of the gene results in an incorrect protein expression
although the parasites blood stages do not exhibit morphological changes. Additionally
PfCCp5 and PfFNPA are co-dependently expressed in PfCCpl-, PfCCp2- and
PfCCp3-KO parasites. Co-immunoprecipitation studies showed interactions of these
two proteins with the other PfCCp family members. Affinitychromatography studies on
recombinantly expressed PfCCp proteins further demonstrated direct interactions of
distinct PfCCp-domains. Especially the LCCL-, the SR- and the NEC-domain are
involved in protein interactions within the PfCCp family supporting the hypothesis that
protein complex formation during gametogenesis of the pathogen is mediated by the
PfCCp family members. Transmission blocking assays will now elucidate the potential
of select PICCp proteins as subunits of TBV.

Rising resistances against common available antimalaria drugs prompt the search for
new targets for the treatment of the disease. Falcipain-2 and falcipain-3 are cysteine
proteases of Plasmodium which play a pivotal role in hemoglobin hydrolysis and are
putative targets for the development of new antimalarial drugs. In the present work a
set of peptidomimetic 1,4-benzodiazepin derivatives and a set of non-peptidic etacrynic
acid derivatives were evaluated for their antiplasmodial activity. Initial screening of the
1,4-benzodiazepin derivatives containing a vinyl sulfone warhead on recombinantly
expressed falcipain-2 revealed irreversible inhibition of the enzyme. These compounds
also exhibited antiplasmodial activity in vitro. Docking studies and HPLC-Assays using
the etacrynic acid derivatives revealed inhibition of the cysteine protease papain and of
the SARS coronavirus main protease MP°. Further screening on recombinantly
expressed falcipain-2 and falcipain-3 revealed inhibitory effects for some of these
derivatives. In vitro testing on P. falciparum blood stages revealed weak antiplasmodial
activity for flourine substituted etacrynic acid derivatives and for derivatives having a
partially modified structure of etacrynic acid. The most promising inhibitor of the study
has now been biotinylated for further affinity binding studies to evaluate its potential
binding partners. Taken together both tested inhibitor classes exhibit inhibiting activity
against cysteine proteases and therefore provide basis for the development of more

effective new cysteine protease inhibitors.
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9 Anhang

Abktrzungen und Einheiten

AX Absorption bei einer Wellenlange von x Nanometern
A. Anopheles

Abb. Abbildung

Ac Acetat

ACT Artemisinin based Combination-Therapy
ALP Alkalische Phosphatase

AMA apical membrane antigen

AMP Ampicillin-Resistenz

Anth anthrax protective antigen

APAD 3-Acetylpyridin-Adenin-Dinukleotid
ApicA Apicomplexa specific domain

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminoséauren

BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat

Bd. Band

bp Basenpaare

BRK Bayerisches Rotes Kreuz

BSA bovine serum albumin, Fotales Kalberserum
BSD Blasticidin

bspw. Beispielsweise

bzw. beziehungsweise

c Konzentration

°C Grad Celsius

ca. circa

CA Cathepsin A

CB Cahtepsin B

cDNA complementary DNA
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Comp.
CRT
CSP
DHFR
DHPS
Disc
DMSO
DNA
dsDNA
DTT
E. coli
EDTA
EGF
ER
EtBr
etal.
evtl.

EZM

FN2

FP-2/-3

xg

G6PD

gDNA

GPI

"
20bidest

HEPES

hLDH

Complementation
chloroquine resistance reporter
circumsporozoite protein
Dihydrofolatreduktase
Dihydropteroatsynthase
discoidin
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinséure
doppelstrangige DNA
Dithiothreitol
Escherichia coli
Ethylendiaminotetraessigsaure
epidermal growth factor
endoplasmatisches Retikulum
Ethidiumbromid
et alii
eventuell
Erythrozytenmembran
Farad, SI-Einheit der elektrischen Kapazitat
Fibronektin-Typ2
Falcipain-2/-3
Gramm

2
Fallbeschleunigung, g = 9,81 m/s
glucose 6 phosphat dehydrogenase
genomische DNA
glycosyl phosphatidly inositol
Proton des Wasserstoffs

zweifach destilliertes Wasser

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

humane Lactatdehydrogenase
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Hz Hamozoin

B Inclusion Bodies

ICsq halbmaximale Hemmkonzentration eines Inhibitors
IFA Immunfluoreszenzstudien

Inkl. inklusive

IP Immunprazipitation

IPTG Isopropyl-B-D-Thigalactopyranosid

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

KO Knockout

Ko-IP Ko-Immunprézipitation

I Liter

lat. lateinisch

LB Luria-Bertani

LCCL Limulus Coagulation Factor C

Lev levanase

LF lethal factor

LH lipoxygenase-homologue

LSA Leberstadienantigen

m Meter bzw. milli

max. maximal

mm Millimeter

V] mikro

M molar (mol/l)

Min. Minuten

MRNA messenger ribonucleic acid

MSP merozoite surface protein

n nano

N Dimensionssymbol der Stoffmenge (Mol)
NAD" Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid, oxidierte Form

NADH Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid, reduzierte Form
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NBT
NEB
NEC
NGS
nm
NV

oD

p. a.
PA

PAGE
Pb

PBS

PCR

Pf

PFA

pLDH

PPM

psi

Pv

PVM

RESA

Ric

RNA

rp
RPMI-Medium
RT

RT-PCR

SDS

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

New England Biolabs
neurexine-collagen

normal goat serum, Normales Ziegenserum
Nanometer

Nahrungsvakuole

optische Dichte

pico

Plasmodium

pro analysi

protective antigen
Polyacrylamidgelelektrophorese
Plasmodium berghei

Phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion
Plasmodium falciparum
Paraformaldehyd

plasmodiale Lactatdehydrogenase
Parasitenplasmamembran

pounds per square inch, Druckeinheit
Plasmodium vivax

parasitophore Vakuolenmembran
ring infected erythrocyte surface antigen
ricin

Ribonukleinséure

rekombinantes Protein

Roswell-Park-Memorial-Institute-Medium

Raumtemperatur bzw. Reverse Transkriptase

Reverse-Transkriptions-PCR
Seite

Sodiumdodecylsulfat
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SFB
Stdw.
Sek.
SR
Tg
Tab.
TAE
TBS
TBSM
TBV
TEM
TEMED
TRAP
Tris
UNK

uv

WARP
WHO
WMC
WT

3-UTR

Sonderforschungsbereich
Standardabweichung

Sekunde

scavenger receptor

Toxoplamsa gondii

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Tris-Puffer

Milchpulver in TBS
Transmissionsblockierende Vakzine
Transmissionselektronenmikroskopie
N,N,N’,N'-Tetramethylethylendiamin
Thrombospondin-related anonymous protein
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Ubernachtkultur

ultraviolett

Volt

Willebrand factor A domain-related protein
World Health Organisation, Weltgesundheitsorganisation
Weill Medical College

Wildtyp

untranlsatierte Region am 3’-Ende eines DNA-Stranges

zum Beispiel
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Peptidomimetika mit den zugehdrigen Standardabweichungen.

Tab. 4.1. Ubersicht der Expression ausgewahlter sexualstadienspezifischer Adh&sionsproteine
in sieben verschiedenen KO-Parasitenstammen.

Tab. 4.2. Vergleich der 1C5o-Konzentration [uM] der an P.-falciparum-3D7-Blutkulturen
getesteten Peptidomimetika mit den kpng-Werten [x10° M™ min™] von rekombinant
exprimiertem FP-2, CB und CL.

Tab. 4.3. Vergleich der ICso-Konzentrationen [uM] der an P.-falciparum-3D7-Blutkulturen
getesteten Etacrynsdurederivate mit den ICgsy-Konzentrationen von rekombinant exprimiertem
FP-2 und FP-3.
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Gensequenz von PfCCp5 und Lokalisation der Primer

ATGTTAAAGATAACATGTGTTGGCCTTTTTTTTTACATCATTAAAAGTCTCTTTGTAAATACAAAAGCTC
CTGAAACGTCTCTTGAAAAAATAACAGAGTTTAGGCAACAACATAGAAAAACATTAGATGGAAGATTATG

AGCGGTTCCTTAAAAAAATAATAAAATAAATAAATATATACATATATATATATATTAGACCGTATCAATA
TTTTTACATAATTTATACTTTCCATTTTAGGAAGAGAATGGTGTTATGTCGAAGTTCAATTACTAGGAAA
AGGTTCGCGCGATTGGGATTATTGTAGGGATTCGATAAATTATGACAAGTTAAGGTTGCATGCTAAAAAG
GTGTTTGAAGAAAAATCTTTAGAAGCAGACAGACTTAAGGATAGATTACATGTATTGAATAGTAGAGTAT
ATAGTATGTTACAAAAATATGATTCTGTGTGCGGAAAAAAGCATGAACTAATAAATTCCAGGATTGAAAA
GATAAATGAATGGTTAGATAAGAGTTCAGAATCTATTATGAAAATAGAAAACAATACTAATGATTTAAAT
TCAACAAAAAGTATTATTGATCAATTACAAATAGATATTAAAGAAGAAAATAAAAATGTGAAACAATCTG
AAGAAAATTGTAAGAATTTACCAGGATATGAAAATGAACCACATAGTGATGGATTAAAAGTTTCTTATTT
TAATAATCTGTTTTTTGATGGTATACCTATAGAAACAAGAATTGAAAAAGATATTAATTTTTTATATAAT
AGTAGAGGACCATTAGAAAATATATCACCTCATAAATATTCTATTCGTTATGAAGGGTATATATTTGTTC
CACATAATGGGACATATACATTTACTATAGAAACAGATTGTTATATTAGATTATTGGTAAATAATAAAGT
TATATTAACTTATGGTTTAGAAGAAGTTGTAGATATGACAGATGAAAATATGTATCATTATAATCAACAT
GATATGTATCAATATAATGATGGATATAAATTAAATACACCTTTTTCTTTTTCATATCCACAATATAGTC

ATATAAAATATACTTTAAATAATGATGATTTAAGTGAAATAATTAAAAAAAATTCTATACCTATAGAATT

GAATCCAGTTCTTTCAAATTATATTGGAAATCCAGTAGAATTCATCAACAAATAATACAAAGTCATTATT
TTTTTACAGAAAATATTATTCCACCCACTAGATTCTCTTCTTTAGATCCTGATATATTTGAACTTGGATT
AGTAGATATAAATCAACAAGTGTATAAAAATAATAATAATTGGATTATAACAAATGTTAATACAAAGTAT
GTAGGTTTACATCTTTTAAAAACACAAGAACATCCTACATATAATAACTTCTCTCTATCTATTAATACAG
CATCAAATTTATTTATCGCTTCGCCTATAGATAATGTATTTCCATTAAGTCCCTACAAAGATTCTTTGTG
GAAAGTATTCGATACGGGTGATATTATAGAAATAGAAAATAAAGGTAATAGTAATAATAATAATAATATA
ATCTATAAAAAGAAACAGTTTAAAATAAAATTCATTCCTTTAAAAAATAAATCAGAATTAAAATTTTATA
TATCAAATAATATTCCCTTCTTTATTTTTGCTCAACAAAGAAAAATATTTCCAACGATATGTAATGGGGA
ACAACAAATTTTGTCATCACCTTCTAATGCTGTATTTAAAGAATGTGAAGAATCATCTTCTTTATCTAAA
GAATTTAATTGCATAGCTGGATTAAGTTCTTTGCATATGGATAAAAAATTTCATGTATGGAGATCATTAA
ATTCAGGTATTGGAGAATATATTAAAGTTTCTTTTAATACACCAGTACAAATTAATAAATTTAGATTTAA
ACCAAGAGATGATGTTTTAACATGGCCATCAGAAATATCATTACTATTTGATGATACCGAAATTATCATC
CCAATTTTACATACATCTAATATTGAACATAATACAACCAAACTAGAACATCCAATTATAACAACATTTG
TCAAAATAGAAATTAAAGATATGTTTCTTAATCATAATGAAACAGGAGGTTCTTTTGAACTTATTGGGAA
TTCTTGTAATCTTACTAATGATGATTATTTAACTCATCATGGTGCTACTATAGATATTAATGATTGTCAT
AATAATACTTTAAACAATATACCTGATGTTCTTCCGTTAATACATGGAGATAAATTTTTAATAACATGTG
ATCCAAATTGTTTAGACAACTTATCTGGAGAAGTATATGGTTCAGATGTATATTCTATAGATTCATCTAT
ATGTAAAGCTTCTATTCATGCAGGTGTTTGTAATATCCAAAATAAACATAATTGTAAATTTTTAATTATA

GGAGATGTTTTTAATAATTATGGATCTTTTGCTTACGGATGGAATAAACCAATTACTTTTTTAAACTCTT
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CATCACAAAAAAAAAAATCTTATTCTAATGGTCTCTATTCAGGAGGTATACCATTTCCCCCTGCAACAGC
TAGTCAACATTGTATTACCGATTTAGAATGCCAAACGAATTTCTGGACTTTCCAAACTCATGAAAATGGT
ACATATACTATTCAAGTACTTGTTGGAAATCTTTCATCCGATATTAAACAAAATACATTTATTGAAGTAA
ACGGATTGCCTTTAATCAAAAATATACAACTCGAAAAAAATGAATATTTTGTTGCAGTTAAAAATGTTCA
CGTTACAAGTAGGTCTTTGATATTTACATCGACATGTTTGGAAACAGACAACGAATGTGCTAACGCAAAA
ACGACAATAATGGCACTTCAAATATTGAAAATTTAAATTTAACAAAAAAATGAAAAGAAAAAGATATACC

AAAAGGAAATATGCTC

Verwendete Primer zur Herstellung der PfICCp5-KO- und -Comp-Konstrukte:
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Gensequenz von PfFNPA und Lokalisation der Primer

ATGACACTAGAACATATAAGACAAAAAAAAGGAGAACATAATAATGAAGTTTATGAAAGTACATGTATAT
GTAACCATTTATAATAGTTCTAAATATTTGTACCTACCTACATATATATAAATATATATATATTTTTTTT

GGGAAAGGAATGGTGCTATGTGGAGGTTCAATTAATAGGAAAAGGAAATAGAGATTGGGATTATTGCAAA
GGAGTAATTAATTATGATGTTGTACGAAGTAAGGCACGTACTTTTTTCCAATCTAAATCCAATGAACTTC

TTGATGCTGTAAACAAATTAGATTTTGAATACAAAAAATTAGTTGGTATATATGAAAAATATAAAGAAGT
ATGTGGTAATGCATCCGATTTGTTAAAAAAAAAAATTCAAGATATTAATGATTTAGCAAAAAATTCCAGT

AAGAGGAGGTAGAAAAAAATAGAAAATCATATCTTGAAAATAAAAAGAACTGTTCTATGCAGAAAGGTTA
TGTTGTTGAAGAAAAAGCTGATGGATTAATGGCTAGTTATTATAATAATGCTTATTTTTCTGGTTATCCT
ACAGCCATACATAATGATAAATATATAAACTTTATATGGGACACAGGGATACCAATAGAAAATATTCCTT
ACCAACATTTTTCAATTAGATGGGATGGATATTTAAAAATCCCTGAATCAGATAATTACATTTTCTCAGT
AGATCATGATTGCGGGATAAGAATATTTTTAGATAATTCTCCTATAATTGTAGACAATATGCCTTTTCCA
AAAGAAGAAGAATCAGAAGAAATAAGACCTATATCTATTCAATCATTCGATAAAATGAATTCCAAAGTGC
ATAAAACAAATTCAGAAAAGTTAGGATTAATAGGTGGAAAGAAATATAAAATAAGAATTGAATATTTTCA

TTTGAGTACTATGAAATTTGCAAATCCACACATATCCCATATTATATTATACTGGAAGTCAAATAATATT

TTTAATTAATGACATACCTACAATACATGAAAAATTAAAAGCAATTAGAACTCTTTATAATTTTAATAAA
AATATAATCAAATTTAGGATAAATGTATATTGTATTGTTTATATAGCTATACCAAAAGAACAAAAAAAGA
ATATCCCTTTAAATGATATTACTAAAAAAGAGTTTACAAACACTAAAGAAACGTTATCCATATATGAAGT
ACAACAAAATTCAAATAACAGTTCAACGGAACAAAAGATATATTATATATATTCTTCACAATATAATGAA
GGAGAGGTTATTATATCTCTACCTACTCCTACAACATTTTTACTCTTTGTACAACCGAGTGATTTACGAT
CAGGTGATACATGTAAAGGTTATGTACAACCAGTTTCTCTAACTAGTTCGGATTATTTCCATTCATGTTA
CACCTCTTCTTATGAATCCCAAATGTTTGATTGTAACGCTGGATTCAGTGGTAATAACCAAGAAAAAGAA
TATTCAACATGGAAAACTGCACAAAATAAATCACTGGGTCAATACGTAAGTATAAATTTTAAGTATGACA

TAGACATACACTCTTTTACGTTTAAAACATTGAATTTATCTAATAATAATACAATCAATGAATTATCTTT
ATATTTTCCAAGCATAAAAAACCCAGAAATATTTTCTATATCTCCTGGGCATCATCATTATGTCCTTAAA

AAGTCAATATGAAATTAATATTTTTTTTAGAAGCAAAAATGTACATATTTCTAAACCATTCAATTGGATA
ATAGATAATGGAATGAAAAAATCAGATCATGGATTTTTCAAATACGGATGGGATTTATTACCTACACCAA
TTGATTTGAGATATTTAGATAAAAAAGATCCTACACATGCAGGAATTTCGTTTGTCCCATATGAATGTAA
TAACACTAATACATGTAATAAGCAAACATTTAATAAATGGTCCATAGATCTTATACATGAAGGAACATAT
TCTGTTACTATAGAAATAGGATCTCCTACGGGCAAACAAGAAATTAATTCAATTAAAGTTAATAATGAAA
TTTTTATAAATAATATTTTTCTTAAACCTAAACAATATACTAAAGTAACTGCTAACATTGTTATCAAGGA
AAATAAGACATTGGAACTTACAACTAATACAAATACGGTAATACAATCTATACAGATATTATTCCTTCAT

AACTAAACAATATACTAAAGTAACTGCTAACATTGTTATCAAGGAAAATAAGACATTGGAACTTACAACT
AATACAAATACAATACAATCTATACAGATATTATTCCTTCATAACTAACAAAATGAAATAAAATAAAAAA
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AATAATGAAAAAGGATATTTAAATGGTAAATCCATGTGTAGAACAAAAAAAAAAAAAAAAAATAAATAAA
TAA

Verwendete Primer zur Herstellung der PFENPA-KO- und-Comp-Konstrukte:

PfENPA wtl Sense 5'-ACTAGGGCAACAGATCCT-3’
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Einzelwerte der Viabilitatstests
Substanzbezeichnung Mﬁlsrélljfg Mﬁlsr'sgfg Mﬁlsr'sgfg MeNSfZEg

P-la 0,03167 0,07916 - -
P-1b 0,009106 0,009 - -
P-1c 0,01229 0,01464 - -
P-1d 0,0618 0,0573 - -
P-2a 0,009733 0,02282 0,02587 0,01388
P-2b 0,04261 0,07046 - -
P-2c 0,1055 0,02309 - -
P-2d 0,3193 - - -
P-2e 1,882 9,799 16,43 -

*|Cso-Konzentration [UM]

Substanzbezeichnung MeNSr.Slng M,e\lsr's;’r:g M,e\lsr'sg’r:g

E-1 0,085420 0,01975 0,1342
E-2 0,1804 0,06932 -
E-3 0,088220 0,04452 -
E-4 0,19870 0,11060 -
E-5 0,13770 0,14430 -
E-6 0,016850 - -
E-7 k. 1. k. I.
E-8 0,12100 0,11580 -

*|Cso-Konzentration [uM]
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