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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Ausbreitung und Verlauf der Malaria

Malaria ist eine von Moskitos Ubertragene Infektionskrankheit, die durch Parasiten der
Spezies Plasmodium verursacht wird. Aktuell sind 3,2 Milliarden Menschen einem
Infektionsrisiko ausgesetzt, fir 1,2 Milliarden besteht ein hohes Risiko der Ansteckung mit
Malaria (Abb. 1.1) [WHO, 2014]. Obwohl die Krankheit therapierbar ist und bereits
vollstandig entwickelte Praventionsstrategien existieren, berichtete die WHO in ihrem Malaria
Report 2014 von etwa 198 Millionen Menschen, die 2013 an Malaria erkrankt waren. Die
Sterbezahl dieser Erkrankung belief sich dabei auf ca. 584 000, darunter 453 000 Kinder

unter funf Jahren.

WHO Regionen und Malaria endemische Linder

| N/A oder Malaria-frei B Ostliche Mittelmeerregion Bl Amerika B West-Pazifische Region
Quelle:World Health Organization B Afrika I Europa B Siid-Ost-Asien
Erstellung:Global Malaria Programme (GMP), Worid Health Organization

Abb. 1.1: Ubersichtskarte (iber Malaria-endemische Gebiete im Jahr 2012 [WHO 2012].

Etwa 90 % aller Todesfalle ereigneten sich in Afrika mit Schwerpunkt auf stdlich der Sahara
gelegenen Regionen. Dank der seit dem Jahre 2000 zunehmend flachendeckenden
Versorgung endemischer Gebiete, unter anderem mit Hilfsmitteln zur Vektorbekampfung und
diagnostischen Schnelltests, konnte ein weltweiter Rlickgang der Malariainzidenz um etwa
30 % erzielt werden. Gleichzeitig sank die Sterberate weltweit um etwa 47 %, in Afrika allein
um 54 %. Diese vielversprechenden Fortschritte in der Bekdmpfung von Malaria werden
jedoch durch das weiterhin bestehende Problem der Resistenzbildung im Parasiten und der
krankheitsibertragenden Anopheles-Micke bedroht. In den Grenzregionen Thailands zu
Kambodscha z. B. weist die dort auftretende Population des humanpathogenen
Malariaerregers Plasmodium (P.) falciparum bereits multiple Wirkstoffresistenzen gegen die

meisten gangigen Therapeutika auf. Kann diesen zunehmenden Resistenzbildungen nichts
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entgegengesetzt werden, droht eine erneute Zunahme der Sterberaten [WHO, 2014]. Es
sind funf humanpathogene Malariaparasiten bekannt: P. falciparum, P. knowlesi,
P. malariae, P. ovale und P. vivax. Am weitesten verbreitet davon sind P. falciparum und
P. vivax. Ubertragen werden die Parasiten durch Mickenweibchen der Gattung Anopheles.
Je nach vorherrschenden klimatischen Bedingungen variieren dabei die dominierenden
Spezies [Kiszewski et al., 2004]. Als Erreger der Krankheitsform Malaria tropica ist
P. falciparum die Ursache flr die haufigsten Komplikationen und damit verbunden fir die
héchste Malariasterblichkeit [zusammengefasst in Greenwood et al., 2011; WHO, 2014].

Die allgemeine Symptomatik der Malaria &hnelt der eines grippalen Infekts. Zusatzlich zu
Gliederschmerzen, Kopfschmerzen und Ubelkeit kommen auRerdem Anamie und
Fieberschibe hinzu. Die Fieberschibe treten, charakteristisch fir die auslosende
Plasmodium-Spezies, periodisch, oder im Falle der durch P. falciparum hervorgerufenen
Malaria tropica, langanhaltend und unregelmafig auf. Dies liegt im Vermehrungszyklus der
verschiedenen Plasmodium-Arten begriindet. Die Fieberschibe treten auf, sobald der
Parasit aus seinem Wirtserythrozyten ausbricht und dabei eine Immunreaktion ausldst.
Anders als die Ubrigen humanpathogenen Spezies entwickelt sich P. falciparum asynchron,
wodurch auch der Krankheitsverlauf nicht periodisch verlauft. Verschiedene Eigenschaften
von P. falciparum tragen zu seiner vergleichsweise héheren Virulenz bei. Hierzu gehort die
allgemeine Schwachung der Patienten durch die Fiebersymptomatik, schwere Anamie und
Durchblutungsstérungen. Diese Durchblutungsstérungen werden durch eine Anhaftung
infizierter Blutzellen, an vaskulares Endothel verursacht, nadher beschrieben in Kapitel 1.3.
Dieser Pathogenitatsmechanismus liegt auch dem schweren Verlauf der zerebralen Malaria

zugrunde [Miller et al., 1972; zusammengefasst in Crompton et al., 2014].

1.2. Morphologie von Plasmodium ssp.

Die Gattung Plasmodium gehdrt zum Stamm der Apicomplexa [Levine, 1970]. Diesem
Stamm gehdren mehrere obligatorisch intrazellular replizierende Protozoen an, welche flr
eine Vielzahl human- und veterinarmedizinisch relevanter Infektionserkrankungen
verantwortlich sind. Hierzu zahlen u. a. Vertreter der Gattungen Babesia, Toxoplasma und
Cryptosporidium. Komplexe Lebenszyklen, im Falle von Plasmodium mit Wirtswechsel
zwischen Vertebraten und Arthropoden, sowie speziell fur die Wirtszellinvasion ausgerichtete
Organellen, zusammengefasst im namensgebenden Apikalkomplex, sind gemeinsame
Charakteristika der Mitglieder dieses Stammes [zusammengefasst in Cowman und Crabb,
2006]. Der Apikalkomplex in Plasmodium ist in den Invasionsstadien, den Merozoiten (Abb.
1.2A), Ookineten und Sporozoiten, ausgepragt. Der Komplex definiert das Vorderende des
Parasiten und besteht aus den Polringen und sekretorischen Organellen, den Mikronemen

und Rhoptrien. Die Polringe dienen als Ausgangspunkt fur die langs laufenden Mikrotubuli,
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welche dem Parasiten Formstabilitdt verleihen [Russel und Burns, 1984]. Die
verhaltnismaRig grolRen, keulenfdrmigen Rhoptrien sitzen am apikalen Ende des Parasiten

und sind mit der Membran verbunden.

A Polringe B
. Erythrozyten-
Mlkronem Osmiophile membran
Rhoptrie Kérperchen
Nukleus Parasitophore
Innerer Vakuolenmembran
Membrankomplex Mitochondrium
; Parasitare
Mitochondrium Apikoplast Plasmamembran
Apikoplast Nahrungsvakuole
Nukleus mit Hdmozoin Innerer
Endoplasmatisches Membrankomplex
Retikulum

Abb. 1.2: Morphologie der P. falciparum Blutstadien. A Schematische Darstellung der wichtigsten Bestandteile
eines Merozoiten. [modifiziert nach Baum et al., 2006] B Schematische Darstellung der wichtigsten Komponenten
eines reifen Gametozyten [modifiziert nach Wirth und Pradel, 2012].

Die Rhoptrien sind flir Merozoiten und Sporozoiten beschrieben, nicht jedoch fur Ookineten.
Die kleineren Mikronemen sind ebenfalls mit der Membran verbunden und kommen in allen
Invasionsstadien vor [zusammengefasst in Blackman und Bannister, 2001]. Beide
Organellen enthalten essentielle Proteine fir die Anhaftung und aktive Invasion der
Wirtszelle mit Bildung einer parasitophoren Vakuole. Eine Ca?-abhingige Sekretion
mikronemaler Proteine wird zudem mit dem Austritt von Merozoiten aus dem
Wirtserythrozyten in Verbindung gebracht [zusammengefasst in Sharma und Chitnis, 2013].
Der innere Membrankomplex (IMC), zusammengesetzt aus flachen Membransacken, zahlt
ebenfalls zu den allgemeinen Charakteristika der Plasmodium ssp. Er befindet sich direkt
unterhalb der parasitaren Plasmamembran (PPM) und dient der Formstabilitat und
Unterstitzung bei Motilitat und Invasionsvorgangen auf Grund seiner Verbindung mit dem
Aktin-Myosin-Motor, sowie dem Mikrotubulinetzwerk [zusammengefasst in Harding und
Meissner, 2014]. In den unbeweglichen und nicht invasiven Gametozyten (Abb. 1.2B) ist der
IMC ebenfalls vorhanden. Seine Struktur unterscheidet sich jedoch von den invasiven
Stadien [Kono et al., 2012; zusammengefasst in Harding und Meissner, 2014]. Die starken
morphologischen Veranderungen des Parasiten wahrend der funf Stadien der
Gametozytenentwicklung basieren auf Veranderungen des IMC und des damit verbundenen
Zytoskeletts [Sinden, 1982].

Neben den fir Eukaryoten typischen Zellorganellen wie Mitochondrien, Nukleus, Golgi-
Apparat und endoplasmatisches Retikulum enthalten beinahe alle Parasitenstadien ein durch
sekundare Endosymbiose einer Rotalge entstandenes Organell, den Apikoplast [Kohler et
al., 1997; Janouskovec et al., 2010]. Der Apikoplast ist von vier Membranen umgeben und

enthalt eigene, zirkuldre DNS. Chemische Inhibierung dieses Organells zeigte seine
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essentielle Bedeutung fir die Replikation des Parasiten [Yeh und DeRisi, 2011]. Innerhalb
einer Wirtszelle ist Plasmodium ssp. immer von der parasitophoren Vakuolenmembran
(PVM) umgeben, welche von der Wirtszellmembran abstammt. Diese dient der Abgrenzung
des Parasiten vom Wirtszellzytoplasma und des Aufbaus einer fir die weitere parasitare
Entwicklung optimierten Umgebung [zusammengefasst in Cowman und Crabb, 2006].
Intraerythrozytar lebende Parasitenstadien weisen zudem eine Nahrungsvakuole auf. In
dieser wird Hadmoglobin abgebaut und die fur den Parasiten toxische Hamgruppe wird als
eine parakristalline, biologisch inaktive Struktur eingelagert. Dies ist das Hamozoin, auch

Malariapigment genannt [Abu Bakar et al., 2010].

1.3. Der Lebenszyklus von P. falciparum

Plasmodium falciparum durchlauft eine komplexe, zweiphasige Entwicklung (Abb. 1.3). Die
erste Phase beinhaltet die sexuelle Reproduktion des Parasiten und findet im Mitteldarm
weiblicher Anopheles-Micken statt. Fur die zweite, asexuelle Reproduktionsphase muss der
Parasit in den menschlichen Wirtsorganismus wechseln [zusammengefasst in White et al.,
2014]. Der Wirtswechsel erfolgt wahrend der Blutmahlzeit eines infizierten
Moskitoweibchens. Mit dem Speichel dieses Moskitos werden humanpathogene Sporozoiten
in die Dermis des menschlichen Organismus injiziert. Die beweglichen Sporozoiten
verschaffen sich aktiv Zugang zum Blutstrom und gelangen so in die Leber. Durch die in das
gefensterte Endothel eingelagerten Kupfferschen Zellen, stationdre Makrophagen, gelangen
die Parasiten schliel3lich in die Hepatozyten. Bemerkenswerterweise bleiben sie dabei vom
Immunsystem unerkannt. Die Sporozoiten durchqueren in der Regel mehrere Hepatozyten,
bevor sie sich jeweils in einer Leberzelle einnisten [zusammengefasst in Frevert, 2004].
Innerhalb der Wirtszelle grenzen sich die Parasiten vom Wirtszellzytoplasma ab, indem sie
sich mit einer parasitophoren Vakuole umgeben. Diese entsteht durch Invagination der
Wirtszellmembran bei Invasion des Parasiten. Die Membran der parasitophoren Vakuole
wird vom Parasiten modifiziert, um den eigenen Entwicklungsbedirfnissen zu entsprechen
[zusammengefasst in Prajapati und Singh, 2013]. Innerhalb von sechs bis acht Tagen
entstehen durch mitotische Zellteilung aus einem Sporozoiten 10 000 bis 30 000 Merozoiten.
Dieser sogenannte Leberschizont schnurt die Merozoiten als Merosomen in den Blutstrom
ab. Merosomen bestehen aus tausenden Merozoiten, welche von der Wirtszellmembran
umgeben sind. Im Kapillarsystem der Lunge werden die Parasiten schlielich freigesetzt und
infizieren innerhalb von Sekunden Erythrozyten [zusammengefasst in Wirth und Pradel,
2012]. Der Merozoit entwickelt sich innerhalb des Erythrozyten Uber das Ringstadium zum
Trophozoiten und tritt dann in eine weitere Runde der asexuellen Replikation ein. Dabei

werden pro Merozoit bis zu 32 neue Merozoiten im sogenannten Schizonten gebildet. Nach
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etwa 48 h rupturiert die Wirtszellmembran des Schizonten und die einzelnen Merozoiten
werden explosionsartig in den Blutstrom entlassen.

Gametozyten

N
d e Intraerythrozytarer
\Replukatianszykl us

| | Spomzonen &

o Memzolten

O

o

Leberstadium

e —Miicke rimmt Gametozyten auf
J— bzw. injiziert Sporozoiten |

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von P. falciparum. Mit dem Speichel einer infizierten
Anopheles Micke werden dem menschlichen Wirt Sporozoiten injiziert. Sporozoiten infizieren Hepatozyten und
vermehren sich innerhalb des Leberschizonten. Der reife Schizont setzt Merozoiten frei, welche in den
intraerythrozytédren Replikationzyklus eintreten. Einzelne Merozoiten entwickeln sich zu Gametozyten, diese
werden vom Anopheles-Weibchen aufgenommen. Im Mitteldarm der Miicke entwickeln sich Makro- und
Mikrogameten, welche zu Zygoten fusionieren. Die sich daraus entwickelnden Ookineten verlassen den Darm
und bilden an der DarmaufRenwand Oozysten. In diesem Stadium werden Sporozoiten gebildet, welche nach ihrer
Freisetzung in die Speicheldriisen der Miicke einwandern. [modifiziert nach Su et al., 2007]

Mit Invasion der Parasiten in neue Erythrozyten wird der intraerythrozytare
Replikationszyklus wieder begonnen. Die Symptome einer Malaria werden wahrend des
erythrozytaren Zyklus hervorgerufen. Bei der Freisetzung der Merozoiten in den Blutstrom
wird gleichzeitig auch Hdmozoin aus der Nahrungsvakuole des Schizonten freigesetzt. Dies
fuhrt zu einer starken Immun- bzw. Entziindungsreaktion des Korpers und dadurch zu den
charakteristischen Fieberschiben. Mit P. falciparum infizierte Erythrozyten kdénnen sich
zudem an das Endothel der BlutgefalRe anhaften und umgehen somit die Selektion in der
Milz. Diese Zelladhasion wird unter anderem durch PfEMP-1 (,P. falciparum erythrocyte
membrane proteine-1%)  vermittelt, ein parasitares Oberflachenprotein in  der
Wirtserythrozytenmembran, und sorgt fir Organschadigungen auf Grund von
Durchblutungsstérungen in den verengten Kapillaren [zusammengefasst in Rowe et al.,
2009]. Des Weiteren sorgt auch die Rosettenbildung durch Anhaften nicht infizierter
Blutzellen an infizierten Erythrozyten fur eine Storung der Mikrozirkulation [zusammengefasst
in White et al., 2014]. Der intraerythrozytare Replikationszyklus wiederholt sich Uber mehrere
Wochen, bis auf Grund von Stressfaktoren die Differenzierung einzelner Merozoiten zu
Gametozyten induziert wird. Gametozyten durchlaufen innerhalb von etwa zehn Tagen funf
Entwicklungsstadien, genannt Gametozyten Stadium | bis V. Erst reife Gametozyten

Stadium V sind als Transmissionsstadien fahig, die Mucke zu infizieren.
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Werden reife Gametozyten im Zuge einer Blutmahlzeit von einem Anopheles-Weibchen
aufgenommen, tritt P. falciparum in die sexuelle Phase seines Lebenszyklus ein
[zusammengefasst in Aly et al, 2009]. Aufgrund mehrerer Faktoren wird bei den
Gametozyten im Mitteldarm der Mucke die Bildung der Gameten, Gametogenese genannt,
induziert. Die Gametozyten verlassen dabei den Schutz des Erythrozyten (Kapitel 1.4).
Weibliche Makrogametozyten entwickeln sich dabei zu einem Makrogameten, wahrend aus
einem mannlichen Mikrogametozyten acht bewegliche Mikrogameten entstehen. Zuvor
durchlauft der Mikrogametozyt drei mitotische Kernteilungen [Janse et al., 1986] und in
einem ,Exflagellation genannten Vorgang schniren sich anschliefend die einzelnen
flagellenartigen Mikrogameten vom Residualkdrper des Mikrogametozyten ab. Diese
Mikrogameten rekrutieren durch schlagende Bewegungen umliegende Zellen, darunter auch
Makrogameten, und heften sich an deren Oberflache [Templeton et al., 1998]. Dabei
entstehen die lichtmikroskopisch leicht identifizierbaren Exflagellationszentren. Ein haploider
Makrogamet fusioniert mit einem haploiden Mikrogameten und bildet die diploide Zygote. In
diesem Stadium erfolgt einmalig eine Meiose und genetische Rekombination, wodurch die
Zygote einen tetraploiden Zustand erlangt. Die Zygote entwickelt sich Uber das
Zwischenstadium der Retorte zum motilen Ookineten, was das Ende der parasitaren
Sexualphase bedeutet.

Der Ookinet durchquert das Darmepithel und nistet sich unterhalb der Basallamina ein. Dort
findet erneut ein asexueller Replikationszyklus statt, bei dem innerhalb einer Oozyste bis zu
10 000 haploide Sporozoiten gebildet werden [zusammengefasst in Kuehn und Pradel,
2010]. Reife Oozysten brechen auf und entlassen die Sporozoiten in die Hamolymphe der
Micke. Auf diese Weise werden die Sporozoiten zu den Speicheldriisen beférdert, in die sie
aktiv eindringen. Ab diesem Punkt im parasitaren Lebenszyklus wird die Anopheles-Micke

infektios fur den Menschen und der Lebenszyklus beginnt von vorne.

1.4. Der Wirtszellaustritt des Malaria-Parasiten

Im Laufe seines Lebenszyklus wechselt Plasmodium ssp. vielfach die Wirtszelle. Dabei ist
der obligatorisch intrazellular replizierende Parasit gezwungen, aus seiner aktuellen
Wirtszelle auszutreten, bevor er in eine andere Zelle eindringen kann [zusammengefasst in
Wirth und Pradel, 2012]. Zur ErschlieBung neuer Gewebeschichten ist Plasmodium ssp.
auch in der Lage, vor der eigentlichen Wirtszellinvasion Zellschichten ausschlief3lich zu
durchqueren. Der Zellaustritt des Parasiten folgt festen Ablaufen und beinhaltet die
sequenzielle Ruptur zweier Membranhillen, der PVM und der Wirtszellmembran (HCM;
»host cell membrane®).

Die Reihenfolge, in welcher die Membranen wahrend des Zellaustritts gedffnet werden,

konnte in den vergangenen Jahren fur alle Austrittsstadien bestimmt werden. Dabei wird
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immer zuerst die innenliegende PVM zerstort, bevor sich die &uRere HCM offnet
[Glushakova et al., 2009; Graewe et al., 2011; Sologub et al., 2011]. Innerhalb der Wirtszelle
wird der Parasit durch die umgebende PVM vor den zelleigenen Proteasen geschutzt.
Sowohl der Austritt aus einer alten Wirtszelle, als auch das Eindringen in eine neue Zelle
muissen schnell und koordiniert ablaufen, da der Malariaparasit in diesem Zeitraum
weitestgehend schutzlos u. a. der T-Zell-basierten Immunabwehr ausgesetzt ist. Diese
Anforderungen kénnen nur durch eine direkte Steuerung und Beteiligung der Parasiten an
den einzelnen Prozessen erfillt werden.

Derzeit sind die Kenntnisse Uber die fir solch eine Steuerung bendtigten Signalwege fir
Plasmodium spp. noch weitestgehend hypothetischer Natur. Hingegen konnten flr
Toxoplasma gondii, einem weiteren Mitglied des Stammes der Apicomplexa, bereits erste
Faktoren der Signalinduktion ermittelt werden. So konnte gezeigt werden, dass T. gondii die
K*-Konzentration in seiner Umgebung detektieren kann. Ist diese Konzentration hoch,
verbleibt der Parasit unbeweglich in seiner Wirtszelle. Bei Absinken des extrazellularen K’-
Niveaus wird hingegen der Bewegungsapparat des Parasiten induziert und damit der
Zellaustritt eingeleitet [Moudy et al., 2001]. Dementsprechend hatte die Inkubation der
Parasiten mit dem K*/H*-lonophor Nigericin einen induzierenden Effekt auf den Zeitpunkt des
Zellaustritts bei gleichzeitigem Anstieg der intrazelluldren Ca?**-Konzentration [Fruth und
Arrizabalaga, 2007]. Eine ahnliche Beobachtung konnte unsere Arbeitsgruppe in einer
Inhibitorstudie mit Nigericin an P. falciparum Gametozyten machen [Sologub et al., 2011].
Naheres hierzu wird in Kapitel 1.5 erlautert.

Der bisher am intensivsten untersuchte Zellaustrittsmechanismus im Lebenszyklus von
P. falciparum ist die Freisetzung der Merozoiten aus dem Wirtserythrozyten.
Lebendmikroskopische Studien von Glushakova und Kollegen (2010) brachten wichtige
Erkenntnisse zu den letzten Minuten vor dem Austritt der Merozoiten aus der Wirtszelle. So
konnte Minuten vor dem finalen Aufbrechen der Wirtszelle ein osmotisches Anschwellen der
parasitophoren Vakuole mit gleichzeitiger Verkleinerung des Erythrozytenkompartments
beobachtet werden. Nach der Ruptur der PVM kommt es anschlielend zur
Permeabilisierung der Erythrozytenmembran (EM), einem Prozess, welcher nicht durch
Cysteinproteaseinhibitor E-64 beeinflussbar ist [Glushakova et al., 2009, 2010]. Zuletzt wird
die Wirtszellmembran durch Bildung einer Pore gedffnet. Wahrend die Membran sich
zunachst nach auf’en umstilpt und schlieBlich unter Vesikelbildung fragmentiert, werden die
einzelnen Merozoiten explosionsartig in die Umgebung freigesetzt [Abkarian et al., 2011].

Mit den bisherigen Erkenntnissen ist es moglich, die beobachteten Ablaufe auch auf
molekularer Ebene hypothetisch zu begrinden. Nach dem Anschwellen der Vakuole kommt
es in infizierten Erythrozyten zu einer Entspannung der Wirtszellmembran [Glushakova et al.,

2010]. Da die Integritat der Membran zu diesem Zeitpunkt erhalten bleibt, ist der Effekt mit
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dem Abbau des Zytoskeletts zu erklaren. Es konnte gezeigt werden, dass P. falciparum
schon kurz nach seinem Eindringen in den Erythrozyten damit beginnt, das Spektrin/Aktin-
basierte Zytoskelett der Wirtszelle zu verandern [zusammengefasst in Burton und Bruce,
2011]. Unter anderem werden erythrozytare Proteine durch Phosphorylierung in ihrer
Funktion verandert und parasiteneigene Proteine in das Zytoskelett der Wirtszelle eingebaut
[Maier et al., 2008; Pantaleo et al., 2010]. Auf diese Weise wird die Stabilitat der Wirtszelle
erhoht und ihre Verformbarkeit reduziert. Gegen Ende der intraerythrozytaren
Replikationsphase  wird die  Wirtszelle  destabilisiert. =~ Massenspektrometrische
Untersuchungen reifer Blutschizonten bestatigten den Verlust wirtseigener Adapterproteine
zwischen Aktin- und Spektrinfilamenten des Zytoskeletts [Millholland et al., 2011]. Zudem
wurden in der Vergangenheit mehrere am Merozoitenegress beteiligte Proteasen identifiziert.
Darunter befinden sich auch die Cysteinprotease Falcipain-2 und die Aspartatprotease
Plasmepsin Il, die beide am Abbau wirtseigener Zytoskelettelemente beteiligt sind [Le
Bonniec et al., 1999; Dua et al., 2001]. Nach der Ruptur der PVM gelingt es dem Parasiten
zudem durch Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration, die wirtseigene Ca**-abhangige
Protease Calpain-1 zum weiteren Abbau des verbleibenden Zytoskeletts einzusetzen
[Chandramohanadas et al, 2009]. Das Zusammenspiel dieser Faktoren flhrt zur
Entspannung der Wirtszellmembran und bietet eine mdgliche Erklarung fir deren spontane
Fragmentierung wahrend der finalen Merozoitenfreisetzung [zusammengefasst in Franco
und Low, 2010].

Diverse Inhibitorstudien legen zudem eine mafgebliche Beteiligung von Proteasen auch an
der Ruptur der umgebenden Membranen, der PVM und der EM, nahe [zusammengefasst in
Roiko und Carruthers, 2009]. Die Cysteinprotease-Dipeptidylpeptidase PfDPAP3 wurde als
Aktivator der Cysteinprotease PfSUB-1 identifiziert [Arastu-Kapur et al., 2008]. PfSUB1 wird
in Sekretionsorganellen der Merozoiten, den Exonemen, gespeichert und nach Eingang
eines Zellaustrittsignals in die parasitophore Vakuole sekretiert. Dort setzen sie eine
proteolytische Kaskade in Gang, an deren Ende die Ruptur der beiden umgebenden
Membranen steht. Mehrere Mitglieder der SERA-Familie (,serine-rich antigen®) dienen
PfSUB1 als Substrat und sind in der parasitophoren Vakuole der Blutstadien des
Malariaparasiten exprimiert. Frihere Studien haben gezeigt, dass SERA4, -5 und -6 offenbar
eine essentielle Rolle im erythrozytaren Replikationszyklus spielen [Miller et al., 2002]. Bei
Inhibitorstudien in Schizonten wurde PfSERAS5 auch in vivo als PfSUB1-Substrat identifiziert
[Yeoh et al., 2007; Arastu-Kapur et al., 2008]. Zwei bei der proteolytischen Spaltung von
PfSERA5 entstehende Polypeptide binden an den ausbrechenden Merozoiten [Li et al.,
2002; Okitsu et al., 2007]. Dieser Komplex ist mdglicherweise sowohl am Austritt der
Merozoiten aus der Wirtszelle, als auch an der Invasion des Parasiten in neue Erythrozyten

beteiligt. Neuesten Erkenntnissen zufolge kann eine enzymatische Funktion fir PFSERA5 im
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Parasiten ausgeschlossen werden, obwohl dem Protein trotzdem eine essentielle Bedeutung
zuzukommen scheint [Stallmach et al., 2015]. Einem weiteren Vertreter der SERA-Familie,
PbSERA3, wird eine essentielle Rolle bei der PVM-Ruptur wahrend der
Merozoitenfreisetzung aus dem Leberschizonten zugeschrieben [Schmidt-Christensen et al.,
2008]. Fur das PbSERAS3-Ortholog in P. falciparum, PfSERAG, konnte eine Beteiligung am
Austritt der Merozoiten aus dem Wirtserythrozyten gezeigt werden. Kurz vor Ruptur des
Schizonten wird PfSERAG aus der parasitophoren Vakuole in das erythrozytare Zytoplasma
freigesetzt und dort proteolytisch durch PfSUB1 aktiviert. Der molekulare Wirkmechanismus
konnte allerdings bislang nicht aufgeklart werden [Ruecker et al., 2012].

Sekunden vor der finalen Freisetzung der Merozoiten durch Eréffnung der EM kommt es zur
Permeabilisierung der Wirtszellmembran [Glushakova et al.,, 2010]. Dieser Schritt ist
essentiell fur den Abschluss der intraerythrozytaren Replikationsphase und die Beteiligung
von potenziell porenbildenden Mitgliedern der plasmodialen MACPF-Proteinfamilie, PPLP1-5
(,Plasmodium perforin-like proteins®), wurde in diesem Zusammenhang mehrfach diskutiert.
Garg und Kollegen (2013) gelang es, PPLP1 in den Mikronemen der Merozoiten
nachzuweisen. Aulterdem konnte gezeigt werden, dass das Protein im Zuge des plotzlichen
Anstiegs der intrazelluldren Ca?®-Konzentration bei Einleitung der Merozoitenfreisetzung
sekretiert wird, sich an die HCM anlagert und diese permeabilisiert. Inhibierung der PPLP1-
Sekretion durch den Einsatz des Ca?*-Komplexbildners BAPTA-AM fiihrte zur Blockade der

Merozoitenfreisetzung [Garg et al., 2013].

1.5. Wissensstand zum Ausbruch der Gametozyten aus dem
Wirtserythrozyten

Ebenso wie im Falle der Merozoitenfreisetzung aus dem Blutschizonten kénnen nur reife
Gametozyten in die Gametogenese, die Entwicklung der Geschlechtszellen, eintreten und in
diesem Zusammenhang aktiv aus dem Wirtserythrozyten austreten [zusammengefasst in
Wirth und Pradel, 2012]. Die Freisetzung der Gameten aus ihrer Wirtszelle ist fur den
Befruchtungsschritt wahrend der Sexualphase des Parasiten unabdingbar. Anders jedoch als
im Blutschizonten sind die extrinsischen Signale fur die sogenannte Aktivierung der
Gametozyten bekannt. Im Mitteldarm der Mucke erfahrt der reife P. falciparum Gametozyt
eine Absenkung der Umgebungstemperatur um etwa 5°C, wahrend der Parasit gleichzeitig
mit Xanthurensaure (XA), einem Nebenprodukt der Augenpigmentsynthese, in Kontakt
kommt [zusammengefasst in Kuehn und Pradel, 2010].

In einer Transmissionselektronenmikroskopie-Studie gelang es, die ultrastrukturellen
Veranderungen wahrend des Aktivierungsprozesses und der finalen Freisetzung des
Gametozyten aufzuklaren [Sologub et al., 2011]. Hierfur wurden reife Gametozyten in vitro
aktiviert und zu verschiedenen Zeitpunkten nach ihrer Aktivierung insbesondere auf

Intaktheit der Membranhdllen sowie des IMC untersucht. Die Ergebnisse der Studie belegen,
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dass der Zellaustritt von innen nach aufl’en ablauft (Abb. 1.4). Bereits 1 min nach ihrer
Aktivierung wies ein Grolteil der untersuchten Parasiten eine mehrfach rupturierte PVM auf.
An den Membranlasionen wurden besonders in Makrogametozyten vermehrt osmiophile
Korperchen beobachtet. Auf die Bedeutung dieser Sekretionsorganelle wird in diesem
Kapitel spater naher eingegangen. Das mikrotubuldare Netzwerk des IMC war zu diesem
Zeitpunkt der Aktivierung bereits vollstandig abgebaut. Ebenfalls zu diesem Zeitpunkt konnte
das Einsetzen des erythrozytaren Zytoskelettabbaus sowie eine Abnahme des Zytoplasmas
der Wirtszelle beobachtet werden. In aktivierten Gametozyten, 6-12 min nach Aktivierung,
konnte keine PVM mehr beobachtet werden und die Doppelmembranstruktur des IMC war in
ihrer Auflésung begriffen. In dieser Zeit rundete sich der Parasit ab und das
Erythrozytenzytoplasma (EZ) verschwand komplett. Es folgte die Ruptur der destabilisierten
HCM an einer Stelle, im Gegensatz zur mehrfach perforierten PVM. Nach 15-30 min hatten
sich die aktivierten Gametozyten vollstdndig abgerundet, der IMC und die umgebende HCM
hatten sich aufgelést und der Austritt der Parasiten aus dem Wirtserythrozyten war

abgeschlossen.
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— Parasitare == PVM W Osmiophile Kdrperchen Cystein-/Serinproteasen @ Zellaustrittsmolekle
Plasmamembran

Abb. 1.4: Schematische Darstellung des Gametozytenaustritts aus dem Wirtserythrozyten. [modifiziert nach Wirth
und Pradel, 2012]

Wie bereits kurz vor der Freisetzung der Merozoiten aus dem Wirtserythrozyten beobachtet,
kommt es auch in Gametozyten nach ihrer Aktivierung zu einem starken Anstieg der
intrazelluldren Ca?-Konzentration [Billker et al., 2004]. Bei Gen-Knockout-Studien in
P. berghei wurde die Ca”-abhangige Proteinkinase CDPK4 als Bestandteil einer
Signalkaskade aktivierter Mikrogametozyten identifiziert. In dieser Rolle gilt CDPK4 als
malgeblich fur die Bildung der mannlichen Mikrogameten [Kawamoto et al., 1990, 1993;
zusammengefasst in Kuehn und Pradel, 2010]. Bei Inkubation reifer P. falciparum
Gametozyten mit dem intrazelluldren Ca®*-Komplexbildner BAPTA-AM wird der Austritt der
Parasiten aus der Wirtszelle inhibiert. Dabei ist der Gametozyt zwar in der Lage die PVM zu
6ffnen, eine Abrundung des Parasiten, sowie die Ruptur der HCM, werden jedoch inhibiert

[McRobert et al., 2008; Sologub et al., 2011]. Der Einfluss potenzieller Ca®*-abhéngiger
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Signalkaskaden kommt dementsprechend erst nach der initialen Aktivierung des
Gametozyten zum Tragen.

In Anlehnung an eine Studie in T. gondii (Kapitel 1.4) wurde ein mdglicherweise
aktivierungsinduzierender Effekt durch die Erhohung des extrazelluldren K*-Spiegels und
pHs untersucht. Reife Gametozyten, welche zuvor mit dem K*/H'-lonophor Nigericin
inkubiert wurden, durchliefen die Gametogenese ohne zusatzliche Gabe von
Xanthurensaure. Der positiv induzierende Effekt des Nigericins auf die Aktivierung der
Gametozyten ist jedoch wahrscheinlich auf die Erhdhung der H*-Permeabilitat der HCM und
die damit verbundene Erhéhung des extrazellularen pH-Werts durch das lonophor
zurtckzufiihren. Diese Hypothese beruht auf den Erkenntnissen von Mauritz und Kollegen
(2009), die anhand ihres mathematischen Modells eines Plasmodium-infizierten Erythrozyten
den Verlust von K* aus der Wirtszelle vorhergesagt haben. Dementsprechend ware der
Einfluss von K" auf das Zellaustrittsverhalten der Gametozyten unwahrscheinlich. Unterstitzt
wird diese Interpretation der Ergebnisse durch die Beobachtung von Sologub und Kollegen
(2011), dass eine alleinige Erhéhung des pH-Werts auf 8,0 im Kulturmedium zu einer
teilweisen Aktivierung der Gametogenese fihrte.

Wie bereits zuvor fur die Freisetzung der Merozoiten beschrieben, spielen Proteasen auch
beim Austritt der Gametozyten aus dem Erythrozyten eine tragende Rolle. Zwar konnten
bisher noch keine konkreten Proteasen identifiziert werden, mit Hilfe diverser Inhibitorstudien
ist es jedoch gelungen, die Kandidatensuche auf bestimmte Gruppen einzugrenzen. So
konnte gezeigt werden, dass die Fahigkeit zur Mikrogametenbildung durch eine der
Aktivierung  vorangegangene Behandlung der Parasiten mit den Cystein-
/Serinproteaseinhibitoren TLCK und TPCK stark reduziert werden konnte [Torres et al.,
2005; Rupp et al., 2008]. Im Rahmen der Untersuchungen durch Sologub und Kollegen
(2011) wurde festgestellt, dass bei diesen Inhibitor-behandelten Gametozyten zwar die PVM
abgebaut wird, die HCM jedoch nicht ge6ffnet wird. Die gleiche Beobachtung wurde auch bei
Gametozyten gemacht, welche vor ihrer Aktivierung mit dem Serinproteaseinhibitor PMSF
inkubiert wurden. Der Einsatz von E64d, einem Cysteinproteaseinhibitor, flihrte bereits in
einem frihen Stadium der Aktivierung zur Blockade. Hierbei wurde bereits die Ruptur der
PVM inhibiert [Sologub et al, 2011]. Aus diesen Resultaten kann eine hypothetische
Beteiligung von Mitgliedern der Cystein- und Serinproteasefamilien an der Uberwindung der
PVM und HCM abgeleitet werden.

Die Beobachtung, dass die PVM innerhalb der ersten Minute an mehreren Stellen
gleichzeitig rupturiert, lasst eine aktive, koordinierte Perforation der Membran durch den
Parasiten vermuten. Kandidatenproteine hierflr sind die finf potenziell porenbildenden
Mitglieder der plasmodialen MACPF-Proteinfamilie, PPLP1-5 (,Plasmodium perforin-like

proteins®). Die Gruppe der PPLPs wurde noch nicht vollstandig charakterisiert und eine
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Beteiligung eines Mitglieds am Gametozytenaustritt konnte noch nicht bewiesen werden. Alle
zu Projektbeginn vorhandenen Erkenntnisse werden in Kapitel 1.7 ausflhrlicher erlautert.
Reife Gametozyten sowohl des humanpathogenen P. falciparum, als auch des
Nagermalariaerregers P. berghei, weisen Uberdies vesikulare, elektronendichte Strukturen
auf, die osmiophilen Koérperchen bzw. die mannlichen osmiophilen Kérperchen [Sinden,
1982; Aikawa et al., 1984; Olivieri et al., 2015]. In P. falciparum wurden diese sekretorischen
Organellen hauptsachlich in weiblichen Gametozyten vorgefunden [Alano et al., 1995a; de
Koning-Ward et al., 2008; Sologub et al., 2011]. Das gehaufte Auftreten der osmiophilen
Korperchen direkt unterhalb der Perforationsstellen in der PVM aktivierter weiblicher
Makrogametozyten liel3 auf eine mégliche Beteiligung an der PVM-Ruptur spekulieren
[Sologub et al., 2011]. Osmiophile Kérperchen enthalten das fir Gametozyten spezifische
Protein Pfg377 [Alano et al., 1995a], dessen Fehlen zu einer starken Reduktion der Anzahl
dieser Organellen fuhrt. Zudem wurde berichtet, dass der Verlust dieses Proteins einen
Defekt im Austritt der Makrogametozyten aus ihrer Wirtszelle zur Folge hat [deKoning-Ward
et al., 2008]. Neuere Untersuchungen der Pfg377-defizienten Parasiten unter Verwendung
einer neuen Farbemethode der EM konnten diesen Bericht jedoch nicht bestatigen, wodurch
die Bedeutung der osmiophilen Kérperchen in P. falciparum wieder offen ist [Suaréz-Cortés
et al., 2014]. Im Nagermalariaerreger P. berghei ist die malgebliche Beteiligung der
osmiophilen Kérperchen jedoch nach wie vor unumstritten. In einer kirzlich veréffentlichten
Studie gelang es den Verfassern zudem, in P. berghei ein mannlich spezifisches Aquivalent
zu den osmiophilen Korperchen zu identifizieren [Olivieri et al., 2015]. Zwar unterscheiden
sich mannliche osmiophile Koérperchen morphologisch von ihrem weiblich spezifischen
Pendant, jedoch enthalten beide Sekretionsorganellen die gleichen fiur den Austritt der
Gametozyten aus der Wirtszelle essentiellen Proteine, PbGEST und PbMDV-1/PEG3 [Ponzi
et al., 2009; Talman et al., 2011; Olivieri et al., 2015]. Gametozyten, denen eines dieser
Proteine fehlt, kdnnen nach ihrer Aktivierung die parasitophore Vakuole nicht verlassen [Lal
et al., 2009; Ponzi et al., 2009; Talman et al., 2011]. Die Charakterisierung von Pbg377
zeigte allerdings, dass das Protein, ebenso wie sein Ortholog Pfg377, ausschliel3lich in
osmiophilen Kdérperchen enthalten ist. Pbg377-defiziente Makrogametozyten weisen eine
zeitliche Verzégerung in ihrem Wirtszellaustritt auf, entwickeln sich jedoch zu fertilen
Gameten heran [Olivieri et al., 2015]. Da osmiophile Kérperchen und mannliche osmiophile
Kérperchen wahrend der Freisetzung der Gametozyten aus ihrem Erythrozyten offenbar eine
ahnliche Funktion wie die Exoneme wahrend der Merozoitenfreisetzung aus dem
Blutschizonten haben, konnten Gametozyten noch weitere fir den Zellaustritt wichtige

sekretorische Organellen ausbilden [Wirth und Pradel, 2012].
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1.6. Die MACPF/CDC-Superfamilie der porenbildenden Proteine

Innerhalb der MACPF/CDC-Proteinfamilie sind die porenbildenden Toxine (PFT; ,pore
forming toxins®) die am besten untersuchten Vertreter. Wahrend Cholesterin-abhangige
Zytolysine (CDC; ,cholesterol dependent cytolysins®) typische Pathogenitatsfaktoren vieler
Bakterien darstellen, wurden in Eukaryoten MACPF-Proteine (,Membrane attack
complex/perforin“) als essentieller Bestandteil der Immunabwehr identifiziert. Dabei
unterscheidet man bei der Zusammensetzung der Membranporen grundsatzlich zwischen
dem oligomeren Konstrukt eines Proteins und einem Multiproteinkomplex. Die zuvor in ihrer
wasserléslichen Form vorliegenden Porenkomponenten bilden nach Erhalt eines
spezifischen Rezeptorsignals eine Vorpore, welche anschliefend in die Zielmembran
eingefigt wird. Dabei erfahren die  Proteinmonomere eine  umfassende
Konformationsanderung, bevor sie Uber B-Faltblattstrukturen in der Membran verankert
werden [zusammengefasst in Rosado et al., 2008].

PFTs stellen rund ein Drittel der bekannten bakteriellen Toxine und spielen eine tragende
Rolle in vielen human- oder veterindrmedizinisch relevanten Bakterienspezies
[zusammengefasst in Rosado et al., 2008]. Pathogene wie z. Bsp. Clostridium perfringens
verursachen durch die Sekretion von Perfringolysin O (PFO), einem Mitglied der CDCs,
Gewebsnekrosen. Rossjohn und Kollegen (1997) gelang es mit PFO erstmals die Struktur
eines Vertreters der CDCs aufzuklaren. Es konnte gezeigt werden, dass PFO aus einer N-
terminalen CDC-Domane mit zentraler [B-Faltblattstruktur und einer C-terminalen
Immunglobulin-Domane (lg) besteht. Die vierstrangige B-Faltblattstruktur der CDC-Domane
weist in sich einen 90°-Winkel auf und an ihrer Basis befinden sich zwei a-Helix-Cluster, CH1
und CH2 genannt (Abb. 1.5E, G) [Rossjohn et al., 1997; Shepard et al., 1998]. Diese
helikalen Cluster werden fur die Insertion des Proteins in die Zielmembran verantwortlich
gemacht [Shepard et al., 1998; Shatursky et al., 1999]. Das Signal zur Bildung der Vorpore
wird durch die Bindung der Ig-Domane an Cholesterol-reiche Lipidmembranen gegeben
(Abb. 1.6B). Durch laterale Diffusion der membrangebundenen Proteine kdnnen sich
mehrere  CDC-Monomere unter Ausbildung von  Wasserstoffbriickenbindungen
aneinanderlagern [zusammengefasst in Rosado et al., 2008].

Vor der Insertion der Pore in die Zielmembran, kommt es zu einer grundlegenden
Konformationsanderung der Monomere. Wahrend die a-helikalen Strukturen der CH-
Regionen entwunden werden und amphipathische Haarnadelstrukturen ausbilden, kommt es
zu einem Kollaps innerhalb der N-terminalen Proteinregion. Dies bringt die CH1- und CH2-
Regionen naher an die Membranoberflache und ermdéglicht so die Verankerung der Pore
durch Einbringen der Haarnadelstrukturen in die Lipid-Doppelmembran (Abb. 1.5F, H)
[Shatursky et al., 1999; Tilley et al., 2005].
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Abb. 1.5: Schematische Darstellung der Struktur in Perforin-1 (A-D) und einem CDC-Monomere (E-H). A Tertiare
Struktur eines Perforinmonomers mit MACPF-Domane in blau und rot (zentrale B-Faltblattstruktur), CH1-/CH2-
Regionen in orange, EGF-artiger Doméane in griin und C2-Domane in gelb. B Konformation des
Perforinmonomers nach Insertion in Zellmembran. C, D Subdomanenanordnung im Perforinmonomer in
wasserldslicher bzw. membranstandiger Konformation. Farbzuordnung entspricht A und B, Doppelmembran als
hellblaue Balken dargestellt. E-H Darstellung eines CDC aquivalent zu A-D. [maodifiziert nach Law et al., 2010]

Nachdem die Bemuhungen um eine strukturelle und funktionelle Erforschung des CDC-
Aquivalents in Saugetieren in den letzten Jahren intensiviert wurden, konnten bereits
wichtige Erkenntnisse zur Funktionsweise einiger Vertreter der MACPF-Proteine gewonnen
werden [zusammengefasst in Rosado et al., 2008]. Zu den am besten untersuchten
Vertretern der MACPF-Proteine zahlen die Namensgeber selbst, namlich die terminalen
Komponenten des Membranangriffskomplexes (,Membrane attack complex®) des
Komplementsystems, sowie Perforin-1. Diese Molekule sind wichtige Instrumente des
Immunsystems und sind in dieser Rolle unter anderem an der Abwehr viraler und bakterieller
Infektionen beteiligt [Tschopp et al., 1986a; zusammengefasst in Voskoboinik und Trapani,
2006]. Auf Grund grofder Unterschiede in den Sequenzen der MACPF- und CDC-Domanen
brachten erst die Kristallstrukturanalysen einzelner Komplementfaktoren und von Perforin-1
eine Homologie beider Domanen inklusive der membranspannenden Bereiche ans Licht
[Rosado et al., 2007].
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N )

Abb. 1.6: Zwei Modelle der
Membranporenbildung. A Membranrezeptor-

I-niliale "~ Modell am Beispiel des MACs. Initiale
Membranbindung "embrananker  Membranpore Bindung des C5b-7-Komplexes und
Verankerung des Cb5b-8-Komplexes in der

Membranrezeptor-
Madell:
«Membrane attack
complex”

B Membran mit anschlieBender Rekrutierung
’ von C9-Monomeren als porenbildende

Modell ohne Komponente. B Rezeptorfreies Modell am
Membranrezeptor: Beispiel eines CDC-Vertreters, PFO. Direkte
Bsp. Perfringolysin O ’ ” — Bindung der Monomere durch Ig-Domane
(purpur) an Zielmembran. Bildung einer

't Vorpore und anschlielendes Einfiigen der

- o : Pore in die Zielmembran. [modifiziert nach
Membranbindung  Vorpore HMembranpere Kondos et al., 2010]

Wie zuvor bereits fir die CDC-Doméane beschrieben, enthalt auch die MACPF-Domane eine
zentrale, vierstrangige B-Faltblattstruktur, welche im rechten Winkel abgeknickt vorliegt. Die
Domane wird von zwei a-helikalen Clustern flankiert, CH1 und CH2 (Abb. 1.5A, C). Anhand
der Kristallstrukturanalyse muriner Perforin-Monomere konnte gezeigt werden, dass die
MACPF-Domane auf einer Art Sattel, bestehend aus CH1, CH2 und einer EGF-artigen
Domane (,Epidermal growth factor®), sitzt. Unterhalb der EGF-artigen Domane befindet sich
im Perforin-Monomer eine membranbindende C2-Doméne (Abb. 1.5A, C). Diese C2-
Doméne ist homolog zur Ig-Domane der CDCs und verfiigt (iber vier Ca®*-Bindestellen
welche die Bindungsaktivitdt des Monomers regulieren [Law et al., 2010]. Perforin-1 wird von
zytotoxischen T-Lymphozyten exprimiert und in intrazellularen Granula gespeichert. Niedrige
Ca?*-Konzentration sowie ein niedriger pH-Wert innerhalb der Granula verhindern die
vorzeitige Ausbildung der Membranbindungsaktivitat durch die Perforinmonomere. Durch die
Antigen-vermittelte Aktivierung des zytotoxischen T-Lymphozyten wird Perforin-1 in die
Umgebung freigesetzt. Durch die héhere Ca?-Konzentration und den neutralen pH-Wert im
extrazellularen Raum wird eine Bindung der Monomere an die Zielmembran induziert.
Erkennung und Bindung an die Zielmembran werden durch die C2-Domane vermittelt, der
genaue Mechanismus hierflr ist noch unbekannt. Jedoch wird vermutet, dass durch Bindung
von Ca?*-lonen entweder eine Konformationsanderung an der Bindungsstelle hervorgerufen
wird, oder dass durch direkte Interaktion der gebundenen lonen mit den Kopfgruppen der
Lipidmembran eine Bindung des Monomers vermittelt werden kann [Hurley und Misra, 2000;
Shin et al., 2010]. Mit Aktivierung der T-Zelle wird auch verstarkt das der Peptidase C1-
Familie angehdrige Cathepsin B an die Zelloberflache beférdert. Diese Oberflachenprotease
spielt eine entscheidende Rolle fur den Selbstschutz der T-Zelle vor Perforin-vermittelter
Lyse [Balaji et al., 2002].
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Law und Kollegen (2010) gelang es auRerdem mittels elektronenmikroskopischer
Untersuchung membransténdiger Perforinporen zu zeigen, dass es, anders als in CDC-
Monomeren, bei Insertion der Membranpore offenbar zu keinem Kollabieren der
Monomerstruktur kommt. Bei der Sequenzanalyse der CH1- und CH2-Regionen von Perforin
wurden, wie bereits in den homologen Regionen von PFO, amphipathische Bereiche
identifiziert. Dies untermauerte die Theorie, dass CDCs und MACPF-Proteine Uber
denselben Membraninsertionsmechanismus verfigen. Jedoch sind die CH1- und CH2-
Sequenzen von Perforin-1 doppelt so lang wie die in PFO. Dies resultiert in
Haarnadelstrukturen, welche auf Grund ihrer Lange aus ihrer urspriinglichen Position heraus
in die Zielmembran eingefiigt werden koénnen (Abb. 1.5B, D). Im Rahmen der
elektronenmikroskopischen Analysen konnte zudem ermittelt werden, dass Perforinporen
Uberwiegend aus 19-24 Monomeren zusammengesetzt sind und einen Durchmesser von 50-
300 A haben [Law et al., 2010].

Fur die Bildung des MACs durch das Komplementsystem wird im Gegensatz zur
vergleichsweise simplen Porenbildung durch Perforin-1 oder PFO zunachst ein
Rezeptorkomplex bendtigt (Abb. 1.6A). Interessanterweise wird dieser Rezeptor durch das
Komplementsystem selbst aufgebaut [zusammengefasst in Kondos et al., 2010]. Nach
Aktivierung des klassischen oder alternativen Signalwegs des Komplementsystems wird
durch proteolytische Spaltung C5b gebildet. Durch Bindung zweier weiterer Komponenten,
C6 und C7, entsteht der C5b-7-Komplex. Dieser Komplex weist bereits eine schwache
Interaktion mit der Zielmembran auf. Ein Heterotrimer, bestehend aus C8a, - und -y, bindet
anschliefend an den C5b-7-Komplex. Dabei verankert C8a den gesamten Rezeptorkomplex
fest in der Doppelmembran der Zielzelle.

Die porenbildende Komponente des Komplementsystems, C9, wird von diesem
Rezeptorkomplex rekrutiert [zusammengefasst in Muller-Eberhard, 1986].
Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass eine durchschnittliche C9-
Membranpore aus 12-18 Untereinheiten besteht [Biesecker et al., 1993]. Wahrend mit der
Bildung von Perforinporen das Einschleusen weiterer apoptotisch wirksamer Proteine
einhergeht, wird die lytische Wirkung des MACs, je nach Anzahl der Membranporen, auf
einen osmotischen Effekt zuriickgefihrt [Kolb et al., 1972]. Obwohl nur C8a und C9 sich in
die Membran einfligen kdnnen, weisen auch C6, C7 und C8B eine MACPF-Domane auf.
Allerdings zeigten Sequenzanalysen, dass diese Rezeptorproteine uber keinerlei fir eine
Membraninsertion notwendigen, amphipathischen oder hydrophobe Bereiche in den CH1-

und CH2-Regionen verfligen [Rosado et al., 2007; zusammengefasst in Kondos et al., 2010].
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1.7. ,,Plasmodium perforin-like proteins“— Wissensstand zu Beginn des
Projekts

Das Genom des Malariaerregers P. falciparum kodiert eine Gruppe von finf Proteinen mit
MACPF-Domane [Kaiser et al, 2004]. Basierend auf der Sequenzhomologie ihrer
konservierten Domane zu bekannten porenbildenden Proteinen (Kapitel 1.6) werden diese
Proteine ,Plasmodium perforin-like proteins, kurz PPLP1-5, genannt. Seit ihrer ersten
Beschreibung gelang es bereits, fir einige Vertreter der PPLPs im Rahmen genetischer
Studien Hinweise zur Funktionsweise zu erlangen.

PPLP1 wurde erstmals von Ishino und Kollegen (2005) im Nagermalariaerreger P. berghei
charakterisiert. = Die  Homologie der MACPF-Domane in PPLP1 zu den
membranporenbildenden MACPF-Proteinen Perforin-1 und Komplementfaktor C9 (Kapitel
1.6) betragt 56,7% bzw. 55,7%. Entsprechend ist die Ahnlichkeit der plasmodialen MACPF-
Domane zu den bekannten Porenbildnern sogar héher als die Sequenzhomologie von 51,5%
zwischen Perforin-1 und C9 untereinander [Ishino et al., 2005]. /In-silico Strukturanalysen von
PPLP1 ergaben zudem, dass PPLP1 Uber ein putativ membranspannendes Motiv verflgt,
bestehend aus zwei amphipathischen, a-helikalen Regionen. Dies ahnelt den in Kapitel 1.6
beschriebenen CH1- und CH2-Regionen von Perforin-1 und C9 und unterstitzt die
Hypothese, dass auch PPLP1 eine membranporenbildende Funktion erfillen kdnnte [Ishino
et al., 2005]. Expressionsstudien in den Moskitostadien ergaben, dass PPLP1 mikronemal
und ausschlieRlich in Mikronemen der Sporozoiten in den Speicheldriisen exprimiert wird,
nicht jedoch in den Sporozoiten der Oozysten. In Ubereinstimmung mit diesen Befunden
ergaben auch Funktionsstudien zu PPLP1 mittels Gen-Knockout einen phanotypischen
Defekt der Parasiten beim Ubergang aus dem BlutgefaR in die Leber des humanen
Wirtsorganismus [Ishino et al., 2005]. Der Defekt konnte nicht beobachtet werden, wenn
Kupffer-Zell-defiziente Ratten mit den mutierten Parasiten infiziert wurden. Daraus konnte
gefolgert werde, dass PPLP1 ausschlieBlich fiir die Durchquerung der Kupfferschen Zellen in
den Lebersinusoiden essentiell ist [Ishino et al., 2005]. Aufgrund seiner stadienspezifischen
Funktion und Lokalisierung wurde PPLP1 auch ,Sporozoite microneme protein essential for
cell traversal 2“ (SPECT2) genannt.

PPLP2 war zum Zeitpunkt des Projektbeginns noch nicht charakterisiert. Im Rahmen einer
Proteomstudie in P. falciparum wurde PPLP2 jedoch in Merozoiten nachgewiesen [Florens et
al., 2002].

PPLP3 wurde von Kadota und Kollegen (2004) in P. berghei charakterisiert. Die konservierte
MACPF-Domane weist eine Homologie von 53,3% bzw. 52% zum Komplementfaktor C9
bzw. Perforin-1 auf und ist beiden Proteinen somit &hnlicher als C9 und Perforin-1
untereinander. Wie bereits fur PPLP1 gezeigt werden konnte, weist auch die in-silico

Proteinstruktur der PPLP3 MACPF-Domane ein putatives Transmembranmotiv, bestehend
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aus zwei amphipathischen a-Helices, auf [Kadota et al., 2004]. Expressionsstudien fir alle
Lebensstadien des Nagermalariaerregers zeigten eine ausschliellich Ookineten-spezifische
Expression von PPLP3, daher auch ,Membrane-attack ookinete protein“ (MAOP) genannt.
Die apikale Lokalisation von PPLP3 in den Ookineten lasst eine mikronemale Speicherung
des Proteins vermuten [Kadota et al., 2004]. Durch Generierung einer PPLP3-defizienten
Mutante wurde die Funktion des MACPF-Proteins in den invasiven Ookineten untersucht.
Der Verlust des MACPF-Proteins fuhrte in den Ookineten zu einem Defekt bei der
Durchquerung des Mitteldarmepithels und somit zu einem Arrest im Lebenszyklus des
Parasiten. PPLP3-defiziente Ookineten lagerten sich scheinbar irreversibel an das
Mitteldarmepithel der Micke an, konnten das Gewebe jedoch noch nicht durchqueren
[Kadota et al., 2004].

PPLP4 wurde bisher nicht funktional analysiert. Eine Untersuchung des Ookinetenproteoms
in P. berghei ergab jedoch die Expression von PPLP4 in diesem Invasionsstadium [Raibaud
et al., 2006].

PPLP5 wurde im Rahmen einer Proteomanalyse in P. berghei Ookineten nachgewiesen
[Ecker et al., 2007]. Die Charakterisierung einer PPLP5-defizienten Parasitenzelllinie ergab
einen vergleichbaren Phanotyp zu den PPLP3-defizienten Parasiten. Nach Anhaften der
Knockout-Parasiten mit ihrem apikalen Ende an das Mitteldarmepithel kommt es zu einem
Arrest des Lebenszyklus. Ecker und Kollegen (2007) gelang es jedoch zu zeigen, dass eine
Umgehung der Epithelschicht flr die Parasiten ausreicht, um den Lebenszyklus zu beenden.
PPLP5 Ubernimmt dementsprechend ebenfalls ausschlieBlich in reifen Ookineten eine
essentielle Funktion flr die parasitare Entwicklung in der Micke. Flr P. falciparum konnte
PPLP5 aufgrund von Proteomanalysen auch in Gametozyten und Sporozoiten
nachgewiesen werden [Florens et al., 2002]. Weitere Untersuchungen zu diesem MACPF-
Protein im humanpathogenen Malariaerreger wurden jedoch bisher nicht vorgenommen.

Alle bisherigen Untersuchungsergebnisse zu den plasmodialen PPLPs unterstitzen die
Annahme einer potenziell membranporenbildenden Funktion der Proteine. Es konnte in
verschiedenen invasiven Stadien eine essentielle Bedeutung eines oder mehrerer PPLPs
demonstriert werden. Jedoch gelang es bisher nicht, die Beteiligung von MACPF-Proteinen
beim Austritt des Parasiten aus seiner Wirtszelle nachzuweisen. Erkenntnisse zur Funktion
eines PPLP-Homologs in einem nahen Verwandten von Plasmodium, Toxoplasma gondii,
lieferten allerdings erste Hinweise auf eine mogliche Funktion der MACPF-Proteine beim
Zellaustritt der Parasiten. So konnten Kafsack und Kollegen (2009) zeigen, dass TgPLP1
maligeblich an der Ruptur der PVM in Schizonten beteiligt ist. Im humanpathogenen
Malariaerreger P. falciparum wurden PPLP1-5 bisher nur auf Proteomebene analysiert.

Funktionsanalysen beschrankten sich auf den Modellorganismus P. berghei. Obwohl
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erfahrungsgemal® eine ahnliche Funktion homologer Proteine auch in P. falciparum

angenommen werden kann, ist eine speziesspezifische Charakterisierung unabdingbar.

1.8. Ziel der Arbeit

Die Sexualphase von P. falciparum in der Micke kann metaphorisch als ,Flaschenhals® in
der Entwicklung des Parasiten bezeichnet werden. Von den wahrend einer Blutmahlzeit
aufgenommenen sexuellen Vorlauferstadien, den Gametozyten, durchlauft nur ein Bruchteil
erfolgreich den Fertilisationsschritt. Getragen durch humane und insekteneigene
Immunabwehrmechanismen im Mitteldarm der Micke, wird die Parasitenzahl weiter
reduziert, so dass zuletzt nur vereinzelt Ookineten den Mitteldarm verlassen und Oozysten
bilden kénnen. Eine solch gravierende Reduktion der Parasitdmie bietet eine optimale
Angriffsflache flr neue Strategien zur erfolgreichen Bekampfung der Malariatransmission in
Kombination mit therapeutischen Malinahmen.

Fir die Identifikation potenzieller Angriffsziele, u. a. transmissionsblockierender Vakzine, ist
eine Aufklarung molekularer Mechanismen der parasitaren Entwicklung im Mickendarm
unabdingbar. Der Austritt der Gametozyten aus dem Wirtserythrozyten gilt dabei als initialer
Schritt bei der Infektion der Micke durch Plasmodium. Eine Intervention wahrend dieses
Prozesses wiirde zu einer effektiven Blockierung der Malariatransmission fihren. In den
letzten Jahren gelang es bereits, erste Erkenntnisse zur Gametozytenfreisetzung zu
gewinnen. Beobachtungen zur Art der Ruptur der PVM im Zuge dieses Prozesses fuhrten
erstmals zu der Hypothese einer Beteiligung membranporenbildender Proteine. Eine Gruppe
von funf Perforin-artigen Proteinen (PPLP1-5) wurde im plasmodialen Genom identifiziert
und teilweise funktionell charakterisiert. Ziel dieser Arbeit war es daher, die Rolle der PPLPs
insbesondere in Bezug auf die PVM-Ruptur beim Gametozytenaustritt aus der Wirtszelle zu
charakterisieren.

Das erste Hauptziel dieser Arbeit stellte die Expressionsanalyse von PPLP1-5 dar,
insbesondere in beiden intraerythrozytaren Zellaustrittsstadien von P. falciparum, den
Schizonten und reifen Gametozyten. Hierflr sollte mittels reverser Transkriptase PCR
zunachst das Transkriptionsmuster der PPLPs in den intraerythrozytaren Parasitenstadien
untersucht werden. Fir die Analyse der Proteinexpression und der subzellularen Lokalisation
der Proteine sollten IFAs durchgefuhrt werden. Zur Herstellung der verwendeten
polyklonalen Antiseren gegen PPLP1-5 sollten entsprechende rekombinante Proteine im
bakteriellen System hergestellt werden.

Das zweite Hauptziel dieser Arbeit umfasste die Charakterisierung und funktionelle Analyse
von PPLP2 und PPLP4, mit Hilfe der reversen Genetik. Die subzellulare Lokalisation und
stadienspezifische Expression beider Proteine sollte mittels Immunfluoreszenzanalysen

detailliert untersucht werden. Aullerdem sollten fir das entsprechende PPLP jeweils eine

-19-



Einleitung

defiziente Zelllinie durch homologe Rekombination erzeugt und auf phanotypische
Veranderungen hin untersucht werden. Mittels Giemsa-gefarbter Blutausstriche sollte die
Morphologie der intraerythrozytédren Blutstadien sowie der aktivierten Gametozyten
miteinander verglichen werden. Die Exflagellationsfahigkeit der Gametozyten sollte in
Exflagellationsassays untersucht werden und Membranfiutterungsexperimente mit
Anopheles stephensi (,Standard membrane feeding assay“, SMFA) sollten zur Validierung
der Transmissionsfahigkeit dieser Parasiten auf die Muicke verwendet werden.
Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen aktivierter PPLP2- und PPLP4-
defizienter =~ Gametozyten sollten der  ultrastrukturellen Untersuchung des
Gametozytenaustritts im Zuge der Gametogenese dienen. Zudem sollten diverse
Substanzen auf ihre Fahigkeit hin untersucht werden, phanotypische Eigenschaften PPLP2-

defizienter Gametozyten aufzuheben bzw. nachzuahmen.
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2. Material & Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerite

Tab. 2.1: Wichtige verwendete Gerate und deren Hersteller.

Gerit Hersteller

Elektroporationsapparatur, Gene Pulser Xcell

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Plattenleser, Multimode Reader infinite200

Tecan, Mannedorf, CH

Lichtmikroskop, Leica DMLS

Leica, Wetzlar

Lichtmikroskop, Leica Laborlux 11

Leica, Wetzlar

Fluoreszenzmikroskop, Leica DM 55008

Leica, Wetzlar

Falkonzentrifuge, 5870R

Eppendorf, Hamburg

Thermocycler, Primus96 PLUS

peqLAB, Erlangen

Zentrifuge, Avanti J-E

Beckmann, Krefeld

2.1.2. Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Alle Einwegmaterialien, soweit nicht anders angegeben, stammen von folgenden Anbietern:

BD Falcon, Heidelberg; Bio-Rad, Minchen; Eppendorf, Hamburg; Sarstedt, Nimbrecht
Erythrozytenkonzentrat (EK) und humanes Serum (A+) wurde vom Bayerischen Roten
Kreuz (Augsburg) bzw. aus der transfusionsmedizinischen Abteilung des
Universitatsklinikums Aachen bezogen

NMRI-Mause (weiblich, sechs Wochen alt) wurden von Charles River (Sulzfeld) bezogen
Zellkulturgas 5 % O,, 5 % CO, in Stickstoff von Westfalen (Minster)

Zellkulturmedium RPMI (,Roswell Park Memorial Institute” Medium) 1640 + 25 mM

Hepes + L-Glutamin + Natriumbicarbonat von Invitrogen/Gibco, Karlsruhe

Tab. 2.2: Wichtige Chemikalien und deren Hersteller.

Chemikalien

Hersteller

Acrylamid-Stammldsung

Roth, Karlsruhe

Albumin Fraktion V (BSA)

Roth, Karlsruhe

Ampizillin Natriumsalz

Roth, Karlsruhe

BCIP/NBT-Tabletten

Roche, Basel, CH

Blastizidin Lésung

Invivogen, San Diego, CA, USA

Bradford Reagenz

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Diaphorase Sigma-Aldrich, Taufkirchen
1,4-Dithiothreitol (DTT) Roth, Karlsruhe
Ethanol p.a. Roth, Karlsruhe
Evans Blue Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Fluoreszenz-Einschlussmedium

Citifluor Ltd, London UK

Freund'’s Incomplete Adjuvant

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

GelCode® Blue Stain

Pierce Biotechnology Inc., Waltham, MA, USA

Gentamyzin

Invitrogen, Karlsruhe
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Chemikalien

Hersteller

Giemsa-Stammldsung

Roth, Karlsruhe

Hoechst 33342

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Hypoxanthin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG)

Roth, Karlsruhe

Ketamin

Ceva Sante Animale, Libourne, FR

Lysozym

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Methanol, p.a.

Roth, Karlsruhe

Michpulver, Blotting Grade

Roth, Karlsruhe

p-Nitrotetrazoliumblauchlorid (NBT)

Roth, Karlsruhe

Neutrales Ziegenserum

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Percoll®

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Proteaseinhibitorcocktail (cOmplete EDTA-free)

Roche, Basel, CH

Pyrimethamin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

RPMI-Pulver

Invitrogen, Karlsruhe

Saponin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

SDS, ultra pure fir die Elektrophorese

Roth, Karlsruhe

Sorbitol

AppliChem, Darmstadt

TEMED fir die Elektrophorese

Roth, Karlsruhe

Tetronic® 90R4 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Trizol® Invitrogen, Karlsruhe

Trypton aus Kasein Roth, Karlsruhe

Tween 20 Roth, Karlsruhe

Wasser, doppelt destilliert Roth, Karlsruhe

Xanthurensaure Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Xylazin Medistar Arzneimittelvertrieb GmbH, Ascheberg

2.1.3. Enzyme, Laborkits, GroRenstandards

Folgende Enzyme kamen in der vorliegenden Arbeit zur Anwendung:

GoTaq® DNA Polymerase (Promega, Mannheim)

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB New England Biolabs, Frankfurt)

Protector® RNase Inhibitor (Roche, Basel, CH)

Diverse Restriktionsenzyme (NEB New England Biolabs, Frankfurt)

SuperScript™||l Reverse Transkriptase (Invitrogen, Karlsruhe)

T4-DNA Ligase (NEB New England Biolabs, Frankfurt)

Folgende Laborkits wurden verwendet:

RNase free DNase Set (Qiagen, Hilden)

NucleoSpin® Blood (Macherey-Nagel, Diren)
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NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel, Duren)

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Duren)
NucleoBond® Xtra Midi (Macherey-Nagel, Diren)

Epoxy Embedding Medium Kit (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)
Folgende GroRenstandards wurden verwendet:

Fur die Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinsaure-Fragmenten wurde der 700 bp DNA
Ladder-GrofRenstandard bzw. 1 kb DNA Ladder (NEB New England Biolabs, Frankfurt)
verwendet. Als Molekulargewichtsstandard fiir SDS-PAGE wurde PageRuler™ Prestained
Protein Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot) eingesetzt (Abb. 2.1).

A Base Pairs Kilobases c kDa
- 1517 —_— :;000
—_— —E.D -~170
- 1,200 [E— _ ;) e
e — 40
1.000
~ 900 — T -~100
- 800 -
- 700
- 600 -20 — 5
500/517 1s .40
o - -35
- 300 -10 — 25
200 .
- 100

- 05 -~10

Abb. 2.1: Verwendete GroRenstandards. A 100 bp DNA Ladder. Die den Banden entsprechenden DNS-
FragmentgréRen sind in Basenpaaren (,Base Pairs) angegeben. B 71 kb DNA Ladder. Die den Banden
entsprechenden DNS-Fragmentgréfien sind in Kilobasen (,Kilobases®) angegeben. C PageRulerTM Prestained
Protein Ladder. Das in der SDS-PAGE auftretende Bandenmuster ist dargestellt. Die Molekulargewichte der
Banden sind in Kilodalton (kDa) angegeben. Die Abbildungen sind den jeweiligen Produktseiten der Hersteller

entnommen und wurden ggf. modifiziert.
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2.1.4. Puffer und Stammlésungen

Tab. 2.3: Zusammensetzungen der verwendeten Puffer und Stocklésungen.

Name

Zusammensetzung

5 % Acrylamid-Sammelgel

0,6 ml 30 % Acrylamid
1ml0,5M Tris pH 6,8
12 ul 10 % SDS

12 ul 10 % APS

4 ul TEMED

2,4 ml dH,0O

12 % Acrylamid-Trenngel

4 ml 30 % Acrylamid
2,5ml 0,5 M Tris pH 8,8
100 pl 10 % SDS

100 pl 10 % APS

4 ul TEMED

3,3 ml dH,0

1000 x Ampizillin

100mg/ml in dH,O

IFA Blockierlésung

3 % BSAin PBS

Chloramphenicol

50 mg/ml Chloramphenicol in Ethanol

Cytomix-Puffer

120 mM KClI

0,15 mM CacCl,
2mMEGTAPpH 7,6

5 mM MgCl,

10 mM K,HPO, pH 7,6
10 mM KH,PO, pH 7,6
25 mM Hepes pH7,6
pH 7,6

DEPC-Wasser

0,1 % (v/v) DEPC in dH,O
Inkubation Uber Nacht bei 37 °C, Autoklavieren

Elutionspuffer Proteinaufreinigung

20 mM Tris pH 7,1
200 mM NaCl

1 mM EDTA

10 mM Maltose

In dH,0O

Fixierungslosung fir EM

4 g Paraformaldehyd in 90 ml 60 °C warmem dH,O
ca. 50 pl 2 M NaOH (bis Lésung klar wird)

10 ml 10x PBS, pH 7,2

1 % Glutaraldehyd

Fixierungslésung fur IFA

4 g Paraformaldehyd in 90 ml 60 °C warmen dH,O
ca. 50 pl 2 M NaOH (bis Lésung klar wird)
10 ml 10x PBS, pH 7,2

10 x Giemsapuffer

8 mM KH,PO,
6 mM NazHPO4
In dH,0, pH 7,0

Glycerolyte 57

13,33 g DL-Natriumlactat
285 g Glyzerol (45 % [v/Vv])
4 mM KCI

8,75 mM Na,HPO,

3,77 mM NaH,PO,

dH,0O ad 500 mi

1000 x Hypoxanthin

50 mg/mlin 1 M NaOH

IFA-Permeabilisierungslésung

125 mM Glyzin
0,1 % Triton-X-100
In PBS

Lysepuffer Proteinaufreinigung

50 mM Tris-HCI pH 8,0
1 mM EDTA

100 mM NaCl

In dH,0
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Name

Zusammensetzung

Lysozymldsung

10 mg/ml in dH,O

Malstat-Reagenz

2ml 10 % Triton-X-100
2 g L-Lactat

0,66 g Tris

66 mg APAD

dH,0 ad 200 ml, pH 9,0

Narkose fir Mause

80 mg/ml Ketamin
12 mg/ml Xylazin

NBT/Diaphorase-Lésung

1 mg NBT
1 mg Diaphorase
2 ml ddH20

10 x PBS

75 mM Nay,HPO,
75 mM NaH,PO,
1,45 M NaCl
dH,Oad 11, pH 74

10 x SDS-PAGE-Laufpuffer

29 g Tris
144 g Glycin
10 g SDS
dH,O ad 1|

2 x Probenpuffer

2,5 ml 500 mM Tris-HCI pH 6,8
2 ml Glycerin

4 ml 10 % SDS

0,5 ml 0,1 % Bromphenolblau
dH,O ad 10 ml

10 x RPMI incomplete

0,05 g Hypoxanthin
5,94 g HEPES
10,43 g RPMI 1640
ddH,0 ad 100 ml

50 x TAE-Puffer

242 g Tris

57,1 ml Essigsaure

100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0
dH,0 ad 11

1x TE-Puffer

10 mM Tris-Cl pH 7,5
1mM EDTA
in dH20

Waschpuffer Proteinaufreinigung

20 mM Tris pH 7,1
200 mM NaCl
1mM EDTA

in dH,0

1 mM Xanthurensaure

20,5 mg/ml Xanthurensaure in 0,5 M NH,OH

2.1.5. Medien

Alle verwendeten Lésungen sowie das humane Serum wurden sterilfiltriert.

Tab. 2.4: Herstellung der verwendeten Zellkulturmedien.

Medium

Zusammensetzung

Medium fir Plasmodium-Zellkultur ohne
Selektion

Blastizidin (BSD)-Selektionsmedium

500 ml 1 x RPMI 1640

50 ml Humanes Serum A"

550 ul 1000 x Hypoxanthin

550 pl 1000 x Gentamycin

500 ml 1 x RPMI 1640

50 ml Humanes Serum A"

550 ul 1000 x Hypoxanthin

550 pl 1000 x Gentamycin

275 pl Blastizidin (5 mg/ml stock)
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Medium Zusammensetzung

1 x RPMI incomplete 10,43 g RPMI-1640-Pulver

5,94 g Hepes
0,05 g Hypoxanthin
ddH,O ad1l

LB/Amp/Cam-Agar 10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

15 g Agar

ddH,Oad 11

1 ml Ampizillin-Lésung und 1 ml Chloramphenicol-
Lésung nach dem Autoklavieren zugeben, wenn
Medium < 50 °C

LB/Amp/Cam-Medium 10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

ddH,O ad 11

1 ml Ampizillin-L6sung und 1 ml Chloramphenicol-
Lésung nach dem Autoklavieren zugeben, wenn
Medium < 50 °C

2.1.6.

Zelllinien

Verwendete P. falciparum-Zelllinien:

Wildtyp NF54 (WT); Pyrimethamin-sensitiv [Ponnudurai et al., 1981]

F12; Klon aus dem Klon 3D7 des NF54 [Alano et al., 1995b]

PPLP2(-); PPLP2-gene disruption-Transfektion in NF54; Blastizidin-resistent;
entstand im Rahmen dieser Arbeit

PPLP4(-) 1C10 und 2D6; Klone einer PPLP4-gene disruption-Transfektion in NF54;

Blastizidin-resistent; entstand im Rahmen dieser Arbeit

Verwendete Escherichia (E.) coli-Stamme:

2.1.7.

Transformationszellen TopTen® (NEB New England Biolabs, Frankfurt)
Proteinexpressionszellen BL21-CodonPlus®-(DE3)-RIL (Stratagene); Genotyp E. coli
OneShot®-Top10-Competent-Cells B F— ompT hsdS (rB— mB-) dem+ Tetr gal endA
Hte [argU ileY leuW Camr]

Plasmide

Expressionsvektor pIH902

Dieser Vektor wurde freundlicherweise von Frau Prof. Dr. Williamson (Chicago) zur

Verfligung gestellt. Es handelt sich bei dem pIH902-Vektor um das Vorlauferkonstrukt von

pMAL-c und seinen Derivaten [Maina et al., 1988], die von New England Biolabs vertrieben

werden. Der Vektor kodiert unter anderem das Maltose-bindende Protein (MBP). Dieses Gen

liegt direkt vor der Klonierungsstelle, in die das gewlinschte DNS-Fragment eingefiigt

werden soll. Die Expression des auf diese Weise entstandenen Fusionsproteins wird Gber
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das /lac-Operon reguliert, indem der vom /ac/-Gen kodierte Repressor die Expression
unterbindet. Erst durch Zugabe von Isopropyl-3-D-Thiogalactopyranosid (IPTG), welches den
Repressor bindet, wird die Expression des MBP-Fusionproteins induziert (Abb. 2.2A). Die
Selektion des Plasmids erfolgt Uber eine vektorvermittelte Ampizillinresistenz. Durch das
hinter der Klonierungsstelle befindliche /acZ-Gen wird parallel zur Expression des
Fusionsproteins auch der funktionelle Teil der B-Galaktosidase gebildet, wodurch eine Blau-

Weilk-Selektion der exprimierenden Bakterienkolonien mdglich wird.
Knockout-Vektorkonstrukt pCAM-BSD-KO

Dieser Vektor dient der Herstellung von P. falciparum-knockout-Parasiten durch homologe
single-crossover-Rekombination (Abb. 2.2B). Die Selektion der transfizierten Parasiten wird
durch eine vektorvermittelte Blastizidin-S-HCI-Resistenz erreicht [Mamoun et al., 1999]. Es
handelt sich dabei um eine Genkassette aus Aspergillus terreus, die das Blastizidin-S-
Desaminase-Gen enthalt. Auf Grund der Abstammung vom pDT-Tg23-Vektor, verfugt
pCAM-BSD-KO zusatzlich Uber eine Ampizillinresistenz. Der Vektor wurde freundlicherweise

von Prof. Christian Doerig (Glasgow, UK) zur Verfigung gestellt.

Rt 1(680)
BmH(GS) |
EoR@) || HodiQ
No 10 \\\ ///>/Iac2
= AnTIE)
ATpR

Abb. 2.2A: Vektorkarte des pIH902 Expressionsvektors.
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AMP-Resistenz

~—BSD-Resistenz

it Hn dlI (1701)
Nl % T

Ban H(2zx) /

smiezs |
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Abb. 2.2B: Vektorkarte des Knockout-Vektors pCAM-BSD-KO. Die Abbildung wurde freundlicherweise von
Dr. Andrea Kiihn zur Verfligung gestellt.

2.1.8. Genidentifikationsnummern

Tab. 2.5 Relevante Gene und die dazugehdrigen friiheren bzw. aktuellen Genidentifikationsnummern (Gen-ID)

basierend auf P. falciparum-Datenbank www.plasmodb.org [Aurrecoechea et al., 2009].

Genname | Frihere Gen-ID Aktuelle Gen-ID
pplp1 PFDO0430c PF3D7_0408700
pplp2 PFL0805w PF3D7_1216700
ppip3 PF3D7_1216700 PF3D7_0923300
pplp4 PF3D7_0923300 PF3D7_0819400
pplp5 PF3D7_0819400 PF3D7_0819200
pfaldolase | PF14_0425 PF3D7_ 1444800
pfama-1 PF11_0344 PF3D7_1133400
pfcep2 PF14_0532 PF3D7_1455800
pfs230 PFB0405w PF3D7_0209000
pfs25 PF10_0303 PF3D7_1031000
pfg377 PFL2405c PF3D7_1250100
Pfs28 PF10_ 0302 PF3D7 1030900
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2.1.9. Oligonukleotide

Tab. 2.6 Oligonukleotidsequenzen fiir die Herstellung rekombinanter Proteine (RP) und genetisch modifizierter

Parasiten (pplp2(-) bzw. pplp4(-)). Restriktionsschnittstellen sind in GroRbuchstaben und Fettdruck dargestellt,

Stopcodons sind unterstrichen.

Restriktionssohnitatelle Sequenz Produkt
ppip1 RP

PFD0430cS1-EcoRl, S, EcoRI atGAATTCgcctctttttctgcctcaac 870 bp
PFD0430cAS1-EcoRlI, AS, EcoRI atGAATTCttatgcattcgtgttatcccaga

ppip2 RP1/2

PFL0805wS1-EcoRl, S, EcoRl atGAATTCggtgataaacgttcaaaggaaa 1020 bp
PFLO805wAS1-EcoRlI, AS, EcoRl taGAATTCttaggaaaatcccattaatatcgttg
PLP2-pIH/Stu-ac-S, S, Stul gcgtaAGGCCTtcaagcgcttttcaaaaagaagca 948 bp
PLP2-plH/Sal-ac-AS, AS, Sall tacgcGTCGACttatctggttgcttgaaaatttgtatg

pplp2(-)

PLP2KO2-BamHI-S, S, BamHI taGGATCCttgtctcttaagtatttaggtttagga 802 bp
PLP2KO2-Notl-AS, AS, Notl atGCGGCCGCttatatttcatatgcaacatgtgtacc

ppip3 RP

PF11145S1-EcoRl, S, EcoRl atGAATTCcgagataatcgcaaa 666 bp
PFI1145AS1-EcoRI, AS, EcoRI taGAATTCttaatcttttaaatttgataaatcattagg

ppip4 RP1/2

PF08_0050S1-EcoRl, S, EcoRl atGAATTCaaaccattttcagcgtctatgc 903 bp
PF08_0050AS1-EcoRlI, AS, EcoRIl | atGAATTCttacagaccagtgctttttatatatcc
glérF:L-lpGex/BamHl-aCZ-S, S, gcgtaGGATCCagcactggtctgattttcgtt 634 bp
PLP4-plH/Pstl-ac-AS, AS, Pstl tacgcCTGCAGttaggattggctttcacaaggttc

pplp4(-)

PPLP4-KO-S1, S, BamHI atGGATCCctaatcgtatgttactigtttatc 531 bp
PPLP4-KO-AS1, AS, Notl taGCGGCCGCttattggtacataacttcatttgg

ppip5 RP

PF08_0052S1-EcoRl, S, EcoRl atGAATTCttaaaatacctggggatgtcg 999 bp
PF08_0052AS1-EcoRlI, AS, EcoRIl | taGAATTCttatttggcttgttcccattca

Tab. 2.7 : Fur RT-PCR verwendete Oligonukleotidsequenzen.

Name, Orientierung Sequenz Produkt
pplp1

PFDO0430c.1for, S atgatgatgaaagtgaaaat 227 bp
PFDO0430c.1rev, AS cataacatcatcttgttcct

pplp2

PLP2-RT-ac-S, S agtagtacaacaaggagaag 281 bp
PLP2-RT-ac-AS, AS ctgatataacatcacctaaa

pplp3

PF11145w.1for, S actaggggctcatttatatt 217 bp
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Name, Orientierung Sequenz Produkt
PFI1145w.1rev, AS gatcgtgctgtaatatgttt

pplp4

PF08_0050.1for, S gatccaggatttaaagaagt 206 bp
PF08_0050.1rev, AS gcaaaatagcttttatatgg

pplp5

PF08_0052.1for, S gttatgcttttgcattattt 227 bp
PF08_0052.1rev, AS atccgaatttagttttctct

pfama-1

PfAMA-1 RT1S, S ggattatgggtcgatgga 180 bp
PfAMA-1 RT1 A, AS gatcatactagcgttctt

pfcep2

PfCCp2-RT2-S, S tcggatggagaatccgtt 187 bp
PfCCp2-RT2-AS, AS gtatcccatgtcttgtga

pfaldolase

Aldo-RT-S, S tagatggattagcagaaagatgc 378 bp
Aldo-RT-AS, AS agaaaccaaccatcttgagtagtgg

Tab. 2.8: Oligonukleotidkombinationen, welche fiir die diagnostische PCR zur Analyse spezifischer Genloci in
genetisch modifizierten Parasiten verwendet wurden. 5° bzw. 3* Integration entsprechen der 5° bzw. 3‘ Region des

modifizierten Zielgens. Episom bezeichnet episomal vorliegende Plasmid-DNS, Wildtyp bezeichnet den

wildtypischen Genlokus.

Zielregion | Name | Sequenz | Produkt
pplp2(-)

s st oo | Soseasee sneee | o
> st e 1T
oo e s
ey | eeaancnasimenees | 1aton
ppip4(-)

3 Integrator SCAMBSDR | caataseccicsoisazg | O2%
@ et P e LT
PONITSOT —— lllecstalgaasictass |,
e ey | actstaastiaescertl | 7019
ﬁ?g;;?ﬂﬁ;ﬂ?uges 5 pCAM 5’Seq-R ctaactcacattaattgcgt
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2.1.10. Antikorper

Primarantikérper, welche im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, sind in Tab. 2.5
aufgelistet. Als Sekundarantikdrper wurden in Immunfluoreszenzanalysen (IFA)
Fluorochrom-gekoppelte Alexa Fluor® 488-Antikorper, sowie Alexa Fluor® 594-Antikorper
(beides aus Ziege) jeweils in einer 1:1000 Verdlnnung eingesetzt (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen).

Tab. 2.9: Verwendete Primarantikdrper.

Antikorper Tier Verdi]nnung_] Herkunft

anti-PfPLP1 RP1 Maus 1:20 AG Pradel
anti-PfPLP2RP1 Maus 1:10-20 AG Pradel
anti-PfPLP2RP2 Maus 1:20 AG Pradel
anti-PfPLP3RP1 Maus 1:20 AG Pradel
anti-PfPLP4RP1 Maus 1:20 AG Pradel
anti-PfPLP4RP2 Maus 1:50-100 AG Pradel
anti-PfPLP5RP1 Maus 1:20 AG Pradel

anti-Pfs25 Kaninchen 1:1000 ATCC (Virginia, USA)
anti-Pfs230 Kaninchen 1:400 Biogenes
anti-PfMSP1 Kaninchen 1:1000 ATCC (Virginia, USA)
anti-Pfs28 Kaninchen 1:300 ATCC (Virginia, USA)
anti-MBP Maus 1:20 AG Pradel

2.2. Zellbiologische Methoden

2.2.1. In vitro Kultivierung von P. falciparum

Die kontinuierliche Kultivierung aller verwendeten P. falciparum Stamme erfolgte wie in
Ifediba und Vanderberg (1981) beschrieben. Alle Parasitenkulturen wurden in luftdicht
verschlossenen Zellkulturflaschen inkubiert. Hierfir wurden 5 ml A+-Zellkulturmedium mit
humanem EK auf einen Hamatokrit von 5 % eingestellt und mit infizierten Erythrozyten
angeimpft. Die Parasitdamie wurde alle zwei Tage mittels Blutausstrich ermittelt und
gegebenenfalls durch Verdinnung der Kultur auf etwa 0,2-0,5% eingestellt, um
Wachstumsinhibition bzw. unerwiinschte Gametozytenbildung durch Dichtestress zu
vermeiden [Stephens und Christophers, 1904]. Zur Kultivierung von Gametozyten wurden
15 ml Zellkulturmedium mit 5 % Hamatokrit vorgelegt und mit infizierten Erythrozyten aus
einer kontinuierlichen Kultur auf eine Ausgangsparasitamie von etwa 2 % eingestellt. Alle
Kulturen wurden mit einem Gasgemisch aus 5% CO, 5% O, in N, begast und im
Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Ab Tag zwei nach Ansetzen der Gametozytenkultur, wurden
taglich etwa 10 ml Zellkulturmedium ausgetauscht, wobei die Kultur stets auf einer Heizplatte

bei 37 °C warmgehalten wurde.

2.2.2. Kryokonservierung und Auftauen von P. falciparum
Zur dauerhaften Erhaltung aller Parasitenstdmme, wurden infizierte Erythrozyten nach
moglichst geringer Kultivierdauer eingefroren. Zu diesem Zweck wurden kontinuierliche

Kulturen mit einer Parasitdmie zwischen finf und acht Prozent, iberwiegend Ringstadien,
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verwendet. Die Zellen wurden bei Raumtemperatur (RT) und 500 x g pelletiert und in 1,2 ml
Glycerolyte 57 resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in ein 1,5 ml Kryoréhrchen
Uberfuhrt, fir 5min bei RT inkubiert und anschlieBend bei -80 °C eingelagert. Zur
Ruckfuhrung kryokonservierter Parasiten in die aktive Zellkultur wurden die Zellen bei 37 °C
aufgetaut und in ein 15-mI-Réhrchen Gberfihrt. Unter standigem Schwenken wurden 200 pl
einer sterilen 12 %igen NaCl-Lésung tropfenweise zugegeben und die Suspension danach
fur 2 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden 10 ml einer 1,6 %igen NaCl-Lésung
langsam zugetropft, die Zellen bei RT und 500 x g abzentrifugiert und das Pellet in 10 ml
0,2 % Glukose/ 0,9 % NaCl resuspendiert. Zuletzt wurden die Zellen pelletiert, in 5 ml
Zellkulturmedium mit 5 % Hamatokrit resuspendiert und als Kkontinuierliche Kultur
weitergefuhrt (Kap. 2.2.1).

2.2.3. Anfertigung von Blutausstrichen und Ermittlung der Parasitamie

Zur Ermittlung der Parasitdmie sowie zur morphologischen Evaluierung von Parasiten
wurden dinne Blutausstriche hergestellt und anschlieRend mit Giemsa angefarbt. Flr den
Ausstrich wurden 100 pl einer Parasitenkultur bei RT und 2500 x g pelletiert, 90 ul des
Uberstandes entfernt und die Zellen sorgfaltig im verbliebenen Medium resuspendiert.
AnschlieBend wurden die Zellen auf einen Objekttrager getropft und mit einem zweiten
Objekttrager gleichmalliig zu einer einzigen Zellschicht ausgestrichen. Der Ausstrich wurde
luftgetrocknet und durch Abspllen mit Methanol und anschlieRender Lufttrocknung fixiert.
Die Farbung erfolgte in einem 10-mindtigen Tauchbad in 5 %iger Giemsalésung. Der
Objekttrager wurde mit dH,O abgespult und final luftgetrocknet. Die Auswertung der
Blutausstriche erfolgte am Lichtmikroskop bei 1000-facher Vergréflerung mit einem
Olimmersionsobjektiv. Zur Ermittlung der Parasitamie wurde fiir zehn Gesichtsfelder die
Gesamtzellzahl sowie die Anzahl infizierter Zellen bestimmt und in ein prozentuales

Verhaltnis gesetzt.

infizierte Zellen x 100

_ N,
Gesamtzellzahl Parasitdmie [%)]

2.2.4. Synchronisierung kontinuierlicher P. falciparum-Kulturen

Fur eine vorribergehende synchrone Entwicklung der asexuellen Parasiten in einer
kontinuierlichen Kultur wurde diese mit Sorbitol behandelt, wodurch alle Stadien aul3er dem
Ringstadium abgetdtet werden [modifiziertes Protokoll nach Lambros und Vanderberg,
1979]. Hierfur wurde ein Zeitpunkt abgewartet, an dem die Kultur min. 1 % Ringstadien
enthielt. Die Zellen wurden bei RT und 500 xg pelletiert und in 5% igem Sorbitol
resuspendiert. Nach 10-mindtiger Inkubation bei RT wurden die Zellen wieder pelletiert,

einmal mit A+-Medium gewaschen, zuletzt in 5ml A+-Medium aufgenommen und
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weiterkultiviert. Nach 4 h wurde dieser Vorgang wiederholt und im letzten Schritt 250 pl

frisches EK zugegeben.

2.2.5. Exflagellations-Assay

Um die Fahigkeiten verschiedener P. falciparum Zelllinien, Mikrogameten durch
Exflagellation zu bilden, miteinander zu vergleichen oder den Effekt von potenziell
exflagellationsinhibierenden Substanzen zu quantifizieren, wurden in vitro Exflagellations-
Assays durchgefuhrt. Hierfir wurden pro Ansatz 100-300 ul einer reifen Gametozytenkultur
entnommen. Fir den Vergleich der Exflagellationsfahigkeit verschiedener Zelllinien wurde
jeweils zum selben Zeitpunkt eine Probe des urspringlichen Wildtyp-Stammes NF54 als
Referenz, sowie eine Probe der genetisch modifizierten Zelllinie enthommen. Diese Proben
wurden durch Zugabe von 10 yM Xanthurensaure aktiviert und flr 15 min bei RT inkubiert.
Zur lichtmikroskopischen Auswertung wurden 10 yl des Ansatzes auf einen Objekttrager
gegeben, mit einem Deckglaschen abgedeckt und bei 400-facher VergréRerung analysiert.
Es wurde die Anzahl an Exflagellationszentren in jeweils 30 Gesichtsfeldern ermittelt. Pro
Experiment und Zelllinie wurden in der Regel drei Proben ausgewertet. Bei der Evaluierung
des Porenversieglers Tetronic® 90R4 wurden die Proben vor ihrer Aktivierung 1 h bei 37 °C
mit 5, 10, 20 bzw. 30 mg/ml Tetronic® 90R4 inkubiert. Die gleichzeitig angesetzte Kontrolle
wurde mit der gleichen Menge des verwendeten Ldésungsmittels, dH,O, behandelt. Die

graphische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Microsoft® Excel 2010.

2.2.6. Aufreinigung von Gametozyten tiber Percoll®-Gradient

Um Gametozyten mdglichst rein aus einer gemischten Parasitenkultur zu isolieren, wurden
die Zellen Uber eine Dichtegradientenzentrifugation mit Percoll® aufgetrennt [modifiziertes
Protokoll nach Kariuki et al., 1998]. Fiur die Auftrennung wurde ein Gradient aus je 4 ml 50-
und 35 %-igem Percoll® in RPMI-Incomplete-Medium (ICM) hergestellt und in ein 15-ml-
Roéhrchen geschichtet, beginnend mit der 50 %-igen Schicht. Alle Schritte der Aufreinigung
erfolgten bei 37 °C. Pro Gradient wurden maximal zwei reife Gametozytenkulturen bei
800 x g pelletiert und einmal mit 10 ml ICM gewaschen. Die Zellen wurden in 2 ml ICM
aufgenommen und auf den vorgewarmten Gradienten geschichtet. Der Gradient wurde
12 min bei 500 x g zentrifugiert, wobei auf eine stark reduzierte Beschleunigung und
Bremswirkung der Zentrifuge geachtet wurde. Die Gametozyten befanden sich in der
Interphase zwischen den beiden Percoll®-Schichten und wurden mit einer vorgewarmten 2-
ml-serologischen Pipette abgenommen und in ein frisches Ro&hrchen Uberfuhrt. Die
entnommenen Zellen wurden mit ICM auf ein Volumen von 10 ml gebracht und bei 800 x g
pelletiert. Zuvor wurden 10 pl der Suspension abgenommen und mit Hilfe einer Neubauer
Zahlkammer wurde die Gesamtzahl der Parasiten bestimmt. Hierfir wurden die vier

GroRquadrate ausgezahlt, der Mittelwert gebildet und mit dem Berechnungsfaktor 10* der
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Zahlkammer multipliziert um die Zellzahl pro ml zu berechnen. Dieser Wert wurde mit dem
Gesamtvolumen der Zellsuspension, 10 ml, multipliziert um die Gesamtzellzahl zu
berechnen. Nach dem Pelletieren der Zellen wurden diese zweimal mit je 10 ml ICM
gewaschen um verbliebenes Percoll® zu entfernen. Falls bendtigt, wurden die Gametozyten
an dieser Stelle durch Zugabe von 10 yM Xanthurensaure aktiviert. Wurden die Zellen fur
eine Einbettung in Epon verwendet, wurden sie in 4 % Formaldehyd/ 1 % Glutaraldehyd in
PBS pH 7,4 aufgenommen und bei 4 °C gelagert. Wurden die Gametozyten fir die
Extraktion der Gesamt-RNS verwendet, wurden die Zellen im 5-fachen Pelletvolumen

Trizol® aufgenommen, 5 min bei 37 °C inkubiert und anschlieend bei -80 °C gelagert.

2.2.7. Generierung genetisch veranderter P. falciparum-Zelllinien

Im Rahmen dieser Dissertation sollte der wildtypische Genlokus verschiedener Gene von
P. falciparum durch die Integration eines Vektors unterbrochen und somit funktionslos
gemacht werden [modifiziertes Protokoll nach Wu et al., 1995]. Eine zum wildtypischen
Genlokus homologe Gensequenz wurde mittels PCR amplifiziert, wobei am 5‘-Ende eine
BamHI-Schnittstelle und am 3‘-Ende ein Stopp-Codon sowie eine Notl-Schnittstelle
eingebracht wurde. Diese Schnittstellen wurden flr die Ligation des Genfragments in den
pCAM-BSD-KO-Vektor verwendet (Kap. 2.3.5). Das fertige Plasmid wurde in
hitzekompetente E. coli Zellen transformiert (Kap. 2.3.1), vervielfaltigt und mit dem Kit
NucleoBond® Xtra Midi gemall Herstellerangaben aufgereinigt. Die Transfektion von
Parasiten des Stammes NF54 erfolgte nach dem von Wu und Kollegen (1995)
beschriebenen Protokoll. Dabei wurden 4 ml einer synchronen kontinuierlichen
Parasitenkultur mit min. 5 % Ringstadien bei 4 °C und 500 x g pelletiert und einmal in 5 ml
kaltem Cytomix-Puffer gewaschen. Die Zellen wurden mit 60 ug des Plasmids vermischt und
mit Cytomix-Puffer auf ein Gesamtvolumen von 400 pl eingestellt. Die Zellsuspension wurde
in eine vorgeklhlte Elektroporationskiivette Uberfiihrt und bis zur Elektroporation auf Eis
gelagert. Als Kontrolle wurde ein Ansatz ohne Plasmid inkubiert. Die Elektroporation wurde
bei einer Spannung von 0,31 kV und einer Kapazitat von 950 yF im Optimalfall fur 10-13
msec durchgefiihrt. Sofort nach erfolgtem Impuls wurden 500 yl A+-Medium zum Ansatz
gegeben und dieser fiur weitere 5 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde die
Zellsuspension restlos aus der Kuvette entfernt, in eine Zellkulturflasche mit 5 ml A+-Medium
und 200 pl EK Uberfuhrt, begast und bei 37 °C inkubiert. Nach 4 h Inkubation wurde das
Zellkulturmedium gewechselt und die Transfektanten-Selektion mit Blastizidin (BSD)
begonnen. Der Kontrollansatz wurde auf zwei Flaschen aufgeteilt und eine davon mit A+-
Medium, die andere mit dem BSD-Selektionsmedium versetzt. An Tag 1 nach der
Transfektion wurde bei den Transfektanten das Medium gewechselt und 50 pl frisches EK
zugegeben. Bei den Kulturen wurde taglich das Medium gewechselt und etwa alle finf Tage

der Zustand der Parasiten mittels Blutausstrich Uberprift, sowie 100 uyl frisches EK
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zugegeben. Sobald Wachstum in den Transfektionsansatzen beobachtet wurde, wurden
regelmallig Aliquots kryokonserviert (Kap. 2.2.2). Die mit Selektionsmedium inkubierte
Negativkontrolle wurde auf Uberlebende Zellen untersucht und entsorgt. Nach etwa zwei
Wochen des Wachstums, wurde regelmafig gDNS der Transfektanten isoliert, um mittels
Integrations-PCR die Integration des Plasmids in das Genom zu Uberprifen (Kap. 2.3.4). Die
dabei verwendeten Oligonukleotide sind in der schematischen Darstellung der Mutanten
eingezeichnet (Abb. 3.6A und 3.13A). Die Kombination der Oligonukleotide 1 und 2 weist
den intakten wildtypischen Genlokus nach, 3 und 4 das episomal vorhandene Plasmid, 1 und
4 das 3“-Ende des Integrationslokus und 2 kombiniert mit 3 das 5“-Ende des

Integrationslokus. Als Negativ-Kontrolle wurde gDNS der Kontroll-Transfektanten mitgefihrt.

2.2.8. Isolierung klonaler P. falciparum-Zelllinien durch limitierende Verdiinnung

Fir die phanotypische Charakterisierung genetisch veranderter Parasiten wurden einzelne
Klone mit vollstandiger Plasmidintegration durch systematische Verdiinnung aus gemischten
Parasitenkulturen isoliert. Als vorbereitende MalRnahme wurden Transfektanten unter
langsamer Rotation zwei Tage vor Ausklonierung Kkultiviert. Dies sollte die Anzahl an
Mehrfachinfektionen reduzieren. Am Tag der Ausklonierung wurde die Gesamtzellzahl pro ml
mittels Neubauer Zahlkammer bestimmt. Mittels Blutausstrichs wurde die Parasitdmie
ermittelt. Aus beiden Werten wurde die Anzahl infizierter Erythrozyten pro ml Parasitenkultur
berechnet. Durch eine Verdlnnungsreihe wurde die Parasitenkultur in vier Schritten auf
12 Parasiten in einem Endvolumen von 38,4 ml BSD-Selektionsmedium und 5 % Hamatokrit
eingestellt. Die verdinnte Kultur wurde auf zwei 96-Loch-Mikrotiterplatten zu je 200 pl
Parasitensuspension pro Vertiefung verteilt. Die Platten wurden in einem luftdicht
verschlossenen Plastikbehalter mit 5 % COJ./ 5 % O, in N, begast und bei 37 °C inkubiert.
Alle zwei Tage wurden 100 yl Medium pro Vertiefung gewechselt. Bei jedem dritten Medium-
Wechsel wurde zusatzlich 1 % EK zugegeben. Nach drei Wochen Inkubation wurden die
Ansatze mittels Malstatassay auf Parasitenwachstum getestet. Der Malstat-Assay basiert auf
einer Farbreaktion, welche auf das Vorhandensein der plasmodialen Lactat-Dehydrogenase
hinweist [Makler et al., 1998]. Fur diesen Test wurden 20 pl pro Ansatz in eine
Mikrotiterplatte Gberfuhrt, 100 yl Malstatreagenz und 20 ul einer 1:2 Mischung von NBT und
Diaphorase zugegeben und max. 30 min schittelnd bei RT inkubiert. Bei positiver
Malstatreaktion verfarbte sich die Suspension lila. Positiv auf Parasitenwachstum getestete
Ansatze wurden umgehend in eine kleine Zellkulturflasche transferiert und mit 5 %
Hamatokrit in BSD-Selektionsmedium, wie zuvor beschrieben, kultiviert. Sobald Parasiten im
Blutausstrich nachgewiesen werden konnten, wurden einige Aliquots fur die
Kryokonservierung vorbereitet und gDNS wurde zur Untersuchung des Integrationslokus
mittels diagnostischer PCR isoliert. Wurden im Rahmen der diagnostischen PCR 5' und

3‘ Integration ohne zusatzliches Vorhandensein des wildtypischen Genlokus nachgewiesen,
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so galt die Ausklonierung als erfolgreich und die klonale Zelllinie wurde fur die phanotypische

Charakterisierung weiterverwendet.

2.2.9. Aufzucht von An. stephensi-Moskitos

Fir die Untersuchung der Mitteldarmstadien von P. falciparum wurden Moskitos der Spezies
An. stephensi im Insektarium geziichtet. Zunachst wurden Eier in 1 %o Salzlésung bei einem
Raumklima von 28 °C und 80 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Larven schlipften nach
ca. zwei Tagen und verpuppten sich innerhalb von sechs bis acht Tagen. Bendtigte
Nahrstoffe wurden taglich in Form von Trockenfutter flr Katzen in die Salzlésung gegeben.
Puppen wurden taglich mit einer Pipette eingesammelt, in ein kleines Glasschalchen mit
Salzlésung Uberfuhrt und in einen Moskitokafig gestellt, wo die adulten Moskitostadien nach
ca. zwei Tagen schlipften. Die tagliche Futterung der adulten Moskitos erfolgte Uber
Wattetupfer, welche zuvor mit Zuckerlésung aus 5 % Saccharose (Sigma) und 0,05 % Para-
Aminobenzoesaure (PABA; Sigma) getrankt und auf den Kafig gelegt wurden. Fir die
Produktion neuer Eier wurde Moskitoweibchen einmal wdchentlich eine Blutmahlzeit an einer
nicht infizierten NMRI-Maus ermdéglicht. Zu diesem Zweck wurde das Tier mit 0,01 ml/g
Ketamin / Xylazin narkotisiert und flr 20 min auf den Kafig gelegt. Die Eiablage erfolgte zwei

bis drei Tage spater in Salzlésung.

2.2.10. Gewinnung diverser P. falciparum-Mitteldarmstadien in Moskitos

Infektion von Moskitos mit P. falciparum (,Standard membrane feeding assay”, SMFA)

Zur Gewinnung von P. falciparum Mitteldarmstadien mussten weibliche An. stephensi-
Moskitos gezielt mit sexuellen Vorlauferstadien, den Gametozyten, infiziert werden. Drei bis
funf Tage alte Moskito-Weibchen (ca. 50 Stick), welche bis zum Vortag ihrer Verwendung
mit einer Zuckerlésung aus 5 % Saccharose, 0,05 % PABA und 0,04 mg/ml Gentamyzin
gefuttert wurden [Beier et al., 1994], wurden in einen speziell vorbereiteten Pappkontainer
Uberfihrt. Die zu verfutternden Gametozyten wurden am selben Tag mittels
Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt und durch Mischung mit frischem EK auf eine
Parasitamie von 0,25 % in hitzeinaktiviertem A+-Serum gebracht. Es wurde darauf geachtet,
dass die Temperatur der Zellsuspension konstant bei 37°C blieb. Die
Gametozytensuspension wurde in einen vorgewarmten Glas-,Feeder transferiert, dessen
Boden dinn mit Parafim bespannt war und auf den netzbespannten Deckel des
Pappkontainers gelegt. Wahrend der 20 min Blutmahlzeit wurde der Raum abgedunkelt und
verlassen. AnschlieRend wurden die potenziell infizierten Moskitos im Pappkontainer in den
S3**-Bereich des Insektariums verbracht und bei 26 °C und 80 % Luftfeuchtigkeit gehalten.
Die Moskitos wurden weiter mit 5 % iger Saccharose-Ldsung inkl. 0,04 mg/ml Gentamyzin

geflttert.
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Sektion infizierter Moskitos und Transmission Assay

Fir die phanotypische Charakterisierung der Mitteldarmstadien bzw. der
Transmissionsfahigkeit verschiedener Parasitenlinien, wurden weibliche An. stephensi
Moskitos zum selben Zeitpunkt mit der zu untersuchenden Zelllinie und dem entsprechenden
WT-Kontrollstamm infiziert. Entsprechend dem zu untersuchenden Parasitenstadium wurden
zu einem definierten Zeitpunkt 20 bis 30 Moskitos pro Infektion und Zelllinie seziert und
analysiert. Zur Untersuchung der Ookineten wurde 24 h nach Infektion kaltebetaubten
Moskitos der Mitteldarm entfernt und in 1xPBS durch Resuspendieren mechanisch zerstort.
Die dabei freigesetzten Ookineten wurden mittels IFAs analysiert (Kap. 2.2.11). Fir die
Bewertung der Transmissionsfahigkeit einer Zelllinie im Rahmen eines Transmissions-
Assays wurden acht Tage nach erfolgter Blutmahlzeit die Mitteldarme von je 20 Mucken pro
Infektion und Zelllinie entfernt und 10 min mit 0,2 % Mercurochrom/PBS gefarbt. Die Anzahl

an Oozysten wurde lichtmikroskopisch bei 400-facher Vergro3erung bestimmit.

2.2.11.Indirekte Imnmunofluoreszenzanalyse (IFA)

Fur die Analyse der Proteinexpression und —lokalisation in den verschiedenen Blutstadien
von P. falciparum wurden die zu untersuchenden Proteine mit spezifischen Antiseren
detektiert und indirekt durch einen sekundaren Antikorper fluoreszenzmarkiert [modifiziertes
Protokoll nach Child et al., 2010]. Zunachst wurden die Felder von mit Teflon umrandeten
Objekttragern mit entsprechendem Zellmaterial so beschichtet, dass sich eine einzelne
Zellschicht auf dem Glas befand. Nach Lufttrocknung wurden die Praparate zur Fixierung mit
einem Tropfen 4 % Formaldehyd/PBS beschichtet und 10 min bei RT inkubiert.
Anschlieend wurden die Zellen mit 125 mM Glyzin/0,1 % Triton-X-100/PBS fir 20 min bei
RT permeabilisiert bzw. freie reaktive Aldehyd-Gruppen blockiert. Zur Blockierung
unspezifischer Bindestellen folgte eine Inkubation fir 1 h mit 3 % BSA/PBS bei RT. Zur
Immunodetektion der zu untersuchenden Proteine und einer stadienspezifischen
Gegenmarkierung wurden diese primaren Antikdrper mit Blockierldsung entsprechend
verdinnt (Tab. 2.9) und als 20 ul-Tropfen auf das Praparat aufgetragen. Die
Antikorperinkubation erfolgte fur 2 h bei 37 °C. Nach zweimal 10 min Waschen der Praparate
in 1xPBS wurden die Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikérper, verdinnt mit
Blockierlosung, ebenfalls als Tropfen auf die Zellen aufgetragen und fir 1 h bei 37 °C
inkubiert. Alle folgenden Schritte wurden abgedunkelt durchgefiihrt. Nach dreimal 10 min
Waschen in 1xPBS wurde die Kernfarbung mit Hoechst 33342 ebenfalls am Tropfen flr
2 min bei RT durchgefiihrt. Der Objekttrager wurde durch Abklopfen von Uberschissiger
Farbelésung befreit, mit einem Reagenz zur Sicherung der Fluoreszenz (Citifluor)
beschichtet und mit einem Deckglaschen blasenfrei abgedeckt. Die Rander des Praparates

wurden luftdicht mit Nagellack verschlossen. Die IFAs wurden bis zu ihrer Auswertung am

-37 -



Material & Methoden

Fluoreszenzmikroskop dunkel bei 4 °C gelagert. Aufgenommene Bilder wurden mit Adobe®©
Photoshop CS5.1 bearbeitet.

2.2.12. Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Fiar die Untersuchung ultrastruktureller Veranderungen in fixierten Zellen eignet sich
besonders die Transmissionselektronenmikroskopie. Hierfiir werden die fixierten Zellen in ein
festes Medium eingebettet und davon Ultradinnschnitte hergestellt. AnschlieRend werden
die Schnitte mit elektronendichten Partikeln kontrastiert und anschlieRend mikroskopisch

ausgewertet.

Einbettung von Zellmaterial in Epon

Pro EM-Probe wurden min. 2ml einer Parasitenkultur mit einer Parasitamie =5 %
verarbeitet. Zur Untersuchung des Gametozytenaustritts aus dem Wirtserythrozyten wurden
einer reifen WT-Gametozytenkultur sowie einer Gametozytenkultur genetisch modifizierter
Parasiten jeweils drei Proben enthommen. Eine der Proben wurde umgehend pelletiert
(200 xg, 2min), der Uberstand entfernt und die Zellen zur Fixierung in 4%
Formaldehyd/1 % Glutaraldehyd in PBS resuspendiert und min. 1 h bei 4 °C inkubiert. Zwei
Proben wurden mit 100 mM Xanthurensaure bei RT aktiviert und nach 7 bzw. 15 min fixiert.
Vor der weiteren Verarbeitung wurden die Zellen zweimal mit PBS bei RT gewaschen
(200 x g, 2 min). Zur Postfixierung und Kontrastierung der Proben wurden die Zellen in
200 pl 1 % 0Os04/1,5 % K;iFe(CN)es/PBS resuspendiert und 2 h bei RT inkubiert. Nach zwei
Waschschritten mit ddH,O wurden die Proben in 200 ul 0,5 % Uranylacetat/ddH,O fir 30 min
bei RT gefarbt. Nach zwei Waschschritten mit ddH,O wurden die Zellen mittels Ethanol
vollstandig entwassert. Hierfur wurden die Zellen nacheinander jeweils zweimal fir 15 min in
200 pl 70 %, 80 %, 95 % und 100 % Ethanol bei RT inkubiert. AnschlieRend erfolgten
zweimal 30 min Inkubation der Zellen in je 200 uyl Propylenoxid. Die entwasserten Zellen
wurden dann fir 1 h in einer 1:2 Mischung aus Epon und Propylenoxid bei RT inkubiert,
pelletiert (300 x g, 2 min) und in 400 ul Epon resuspendiert. Nach 16 h Inkubation bei RT
wurden die Zellen abzentrifugiert (300 x g, 5 min), das Epon ausgetauscht und die Probe

2 Tage bei 60 °C ausgehartet.

Vorbereitung und Auswertung der Ultradiinnschnitte fiur TEM

Die Proben der PPLP2(-)-Experimente wurden zur weiteren Bearbeitung zu Dr. Urska
Repnik (Department of Biosciences, University of Oslo) gesendet. Proben der PPLP4(-)-
Parasiten wurden in der Abteilung fur Elektronenmikroskopie der Universitat Wurzburg
vorbereitet. Die Ultradinnschnitte der Proben wurden mit einem Ultramikrotom (Leica
Ultracut UCT) angefertigt und zur weiteren Farbung 30 min mit 1 % Uranylacetat sowie 15 s

mit 0,2 % Bleicitrat inkubiert. Die optische Untersuchung der Schnitte fir PPLP2(-) erfolgte
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mit dem CM100 Transmissionselektronenmikroskop (FEI). Die Bilder wurden digital mit einer
Quemesa TEM CCD Kamera und iTEM Software (Olympus Soft Imaging Solutions)
aufgenommen. Die optische Auswertung der PPLP4(-)-Praparate wurde mit einem EM10
Transmissionselektronenmikroskop (Zeiss, Oberkochen) von Prof. Gabriele Pradel
durchgefuhrt. Zur weiteren Bearbeitung des Bildmaterials wurde Adobe© Photoshop CS5.1

verwendet.

2.2.13. Kultivierung und Konservierung von E. coli-Bakterien

Fir die Klonierung und Expression rekombinanter Proteine wurden in der vorliegenden
Arbeit zwei verschiedene E. coli-Stamme verwendet. Fir die Amplifizierung von Plasmiden
wurde der Transformationsstamm E. coli Top10 verwendet. Alle transformierten Plasmide
vermitteln Ampizillin-Resistenz, weshalb die Transformanten in LB/Amp-Medium bzw. —Agar
kultiviert wurden. Der verwendete Expressionsstamm E. coli BL21-CodonPlus®-(DE3)-RIL
besitzt ein zusatzliches Plasmid, welches mit Chloramphenicol selektiert wird. Daher wurden
transfizierte E. coli BL21 in LB/Amp/CAM-Medium bzw. —Agar kultiviert. Flissigkulturen
wurden Uber Nacht bei 37 °C und 180 rpm (,rounds per minute®) schittelnd inkubiert,
angeimpfte Nahrbéden wurden kopflber im Brutschrank gelagert. Plattenkulturen wurden bis
zu mehrere Wochen bei 4 °C gelagert. Zur Langzeitlagerung wurden Aliquots einer
Flassigkultur mit 50 % sterilem Glyzerin resuspendiert und bei -80 °C gelagert. Zur
Wiederaufnahme der kryokonservierten Bakterienkultur wurde mit einer Impfose etwas
Zellmaterial von der Oberflache des Aliquots entfernt, in frisches Nahrmedium tberfihrt und

wie beschrieben kultiviert.

2.3.Molekularbiologische Methoden

2.3.1. Transformation hitzekompetenter Bakterien

Fur die Klonierung und Expression rekombinanter Proteine in E. coli wurde die Fahigkeit
kompetenter Bakterien genutzt, Fremd-DNS in Form gentechnisch veranderter Plasmide
aufzunehmen und zu amplifizieren bzw. plasmidkodierte Proteine zu exprimieren. Pro
Transformationsansatz wurden 80 ul hitzekompetente E. coli-Zellen auf Eis aufgetaut, mit
50 ng Plasmidpraparation oder 2 pl Ligationsansatz gemischt und 30 min auf Eis inkubiert.
Durch Eintauchen des Transformationsansatzes flir 30 s in ein 42 °C warmes Wasserbad
wurde den Zellen ein Hitzeschock zugefugt. Nach 1 min Inkubation auf Eis, erfolgte die
Zugabe von 200 pyl SOC-Medium zum Reaktionsansatz. Die Zellen wurden 1 h bei 37 °C
rollend regeneriert und anschlieRend auf Selektions-Agarplatten ausplattiert. Inkubation der

Agarplatten erfolgte Gber Nacht.
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2.3.2. Isolation genomischer DNS (gDNS) aus P. falciparum

Fir die gezielte Uberpriifung von Genloci nach Transfektion von P. falciparum wurde
regelmalig gDNS aus Transfektanten isoliert. Auflerdem wurde plasmodiale gDNS aus
wildtypischen Parasiten als Matrize fir Klonierungs-PCR verwendet. Zur gDNS-Gewinnung
wurden Parasitenkulturen mit Parasitamie > 4 % pelletiert (800 x g, 2 min, RT), die Zellen in
5 ml 0,1 % Saponin/PBS resuspendiert und zur vollstdndigen Lyse der Erythrozyten 5 min
inkubiert. Die freigesetzten Parasiten wurden pelletiert (1800 x g, 10 min, RT), in 200 yl PBS
resuspendiert und die gDNS mit Hilfe des Kits NucleoSpin® Blood (Machery-Nagel), gemaf
der Herstellerangaben, isoliert. Die finale Elution der Nukleinsauren von der Saule erfolgte in

30 ul vorgewarmtem ddH,0.

2.3.3. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren mittels UV-Spektroskopie

Um die Konzentration und Reinheit von Nukleinsaureisolaten zu bestimmen, wurden die
Proben mit einem Photometer basierend auf der UV-Spektroskopie analysiert. In einer UV-
Einmalkivette wurden 2 ul der Probe mit 68 pl ddH,O gemischt und die Absorption der
Mischung bei 260 nm im Photometer gemessen. Fir die Festlegung des Nullpunkts der
Messung wurde reines ddH,O verwendet. Der Reinheitsgrad der Probe wird als Verhaltnis
E260/E280 angegeben. Laut Herstellerangaben liegt das Absorptionsoptimum fir DNS bei
ca. 1,8, fir RNS bei ca. 2,0.

2.3.4. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur gezielten Vervielfaltigung von Nukleotidsequenzen wurde die PCR verwendet. Bei dieser
Reaktion wird durch eine sequentiell wiederholte Temperaturveranderung doppelstrangige
Matrizen-DNS im Denaturierungsschritt einzelstrangig gemacht, in der Hybridisierungsphase
binden spezifisch gewahlte komplementdre Oligonukleotide an die DNS und im
Verlangerungsschritt  (Elongationsphase) verlangert das Enzym DNS-Polymerase
ausgehend vom Oligonukleotid den komplementaren Nukleotidstrang. Durch Wiederholung
dieser einzelnen Schritte werden spezifische Nukleotidsequenzen exponentiell amplifiziert.
Die Hybridisierungstemperatur wurde 3 °C unter der niedrigsten Schmelztemperatur der
verwendeten Oligonukleotide gewahlt. Die Dauer der Elongationsphase wurde abhangig von
der Lange der zu amplifizierenden Sequenz gewahlt. Die drei Schritte der PCR wurden 25
bis 35 mal wiederholt. Fir Kolonie-PCR, Integrations-PCR und RT-PCR wurde GoTaq®-
Polymerase (Promega), fur die initiale Amplifikation von Klonierungsfragmenten wurde
Phusion® Polymerase (NEB) verwendet. Die jeweiligen Pipettierschemata sind in Tab. 2.10

dargestellt. Jeweils verwendete Thermocycler-Programme sind in Tab. 2.11 aufgeflhrt.
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Tab. 2.10: Pipettierschemata fiir die jeweils verwendeten DNS-Polymerase-Reaktionen

GoTaq® DNA Polymerase Phusion® DNA Polymerase

Komponenten - -

Stock Konz. Volumina Stock Konz. Volumina

5 x (Green Go .
Reaktionspuffer | Tag® Reaction | 10 S x (Phusion® HF |

Buffer)

Buffer)
MgCl,-Lésung 25 mM 2 ul in Puffer enthalten
dNTPs 10 mM 1ul 10 mM 1l
Oligonukleotid
sense 10 pmol 2 ul 10 pmol 2,5l
Oligonukleotid
antisense 10 pmol 2 ul 10 pmol 2,5 ul
gDNS/cDNS
Matrize 100 ng/pl 1ul 100 ng/pl 1l
Polymerase 5 u/pl 0,25 i 5 u/pl 0,5 pl
MQ ddH,O 31,75 pl 32,5l
Endvolumen 50 pl 50 ul
Konz. Konzentration; u Einheit (unit).
Tab. 2.11: Verwendete Thermocycler-Programmierung fiir PCR-Reaktionen.

GoTaq® DNA Polymerase Phusion® DNA Polymerase

Temperatur Dauer Temperatur Dauer
Initiale 95°C 2 min 98 °C 30's
Denaturierung

10s

Phase 1 95 °C 30s 98 °C
Denaturierung
Phase 2 Oligonukleotid 30s Oligonukleotid 30s
Hybridisierung abhangig abhangig
Phase 3 72°C 1 min 72 °C/ 68 °C 1 min
Elongation
Finale 72 °C 2 min 72 °C/ 68 °C 5 min
Elongation
Lagerung 12°C 0 12°C 0
Zyklenanzahl 25-35 35

min Minuten; s Sekunden; « unendlich; Klammer kennzeichnet Zykluslange.

2.3.5. Erzeugung rekombinanter Plasmide

Fir die Herstellung genetisch modifizierter Parasiten, sowie flr die Expression
rekombinanter Proteine wurden im Rahmen dieser Arbeit rekombinante Plasmide generiert.
Die spezifischen DNS-Fragmente, welche in das entsprechende Plasmidgertst kloniert
werden sollten, wurden unter Verwendung spezifischer Oligonukleotide (Tab. 2.6) in einer
PCR-Reaktion amplifiziert (Kap. 2.3.4). Die Oligonukleotidsequenzen enthielten zusatzlich
Restriktionsschnittstellen, welche fiir die Ligation der Fragmente in das Plasmid verwendet

wurden, sowie ein Stopcodon im ,antisense®-Oligonukleotid.
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Reinigung von DNS-Fragmenten

Um unerwiinschte Komponenten, wie etwa Salze und Enzyme aus einer vorangegangenen
Reaktion, aus dem Nukleinsaureansatz zu entfernen, wurden die Ansatze jeweils nach PCR-
Amplifikation und Restriktionsverdau mit dem Kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up nach
Herstellerangaben gereinigt. Zur Reinigung von PCR-Reaktionen und restriktionsverdauter
DNS-Fragmente wurde nach dem Protokoll ,PCR Clean-up®, zur Reinigung
restriktionsverdauter Plasmide nach dem Protokoll ,Agarose Gel Clean-up®“ vorgegangen.

Die finale Elution der Nukleinsauren erfolgte in 30 pl vorgewarmten ddH,0.

Restriktionsverdau von DNS-Fragmenten und Plasmiden

Die in dieser  Arbeit  durchgefiihrten Klonierungen basieren  auf  der
restriktionsschnittstellenvermittelten Ligation des DNS-Fragments mit dem kompatiblen
Plasmid. Zu diesem Zweck wurden das jeweilige PCR-Fragment sowie das Plasmid mit
denselben Restriktionsenzymen nach dem in Tab. 2.12 aufgefihrten Pipettierschema

geschnitten.

Tab. 2.12: Pipettierschema fiir den Restriktionsverdau von PCR-Fragment und Plasmid

Komponente Plasmid-Verdau Fragment-Verdau Probe-Verdau
DNS 3-5 ug 3 ug 1-3 yg

10x Puffer 5l 5l 2 ul

10x BSA 5l 5l 2 ul
Restriktionsenzym 1 1,3 ul 1,3 ul 0,5 ul
Restriktionsenzym 2 1,3 ul 1,3 ul 0,5 ul

ddH,O ad 50 pl ad 50 pl ad 20 pl

Fir die Reaktion wurde ausschlie3lich gereinigte DNS verwendet und die Inkubation erfolgte
fur Plasmidverdau 3 bis 8 h, fur PCR-Fragmente 1 bis 4 h bei 37 °C. Zur Inaktivierung der
Enzyme wurde der Reaktionsansatz nach erfolgter Inkubation fur 15 min auf 65 °C erhitzt.
Der Restriktionsverdau wurde zusétzlich zur Uberpriifung der erfolgreichen Ligation von
PCR-Fragment und Plasmid verwendet. Dieser Probe-Verdau (Tab. 2.12) wurde 1 bis 2 h

bei 37 °C inkubiert und umgehend zur Analyse gelelektrophoretisch aufgetrennt.

Ligation des PCR-Fragments mit dem Plasmid

Das Enzym T4-DNA-Ligase (NEB) katalysiert die Ausbildung von Phosphodiesterbindungen
zwischen 3’Hydroxyl- und 5’Phosphat-Gruppen zweier doppelstrangiger DNS-Fragmente.
Zur Ermittlung des optimalen Mengenverhaltnisses zwischen restriktionsgeschnittenem

Plasmid und PCR-Fragment, wurde folgende Formel verwendet:

9 50 [ng Plasmid] X Insertldnge[bp]

=ngl t
Vektorlange [bp] ng nser
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Die Reaktion wurde gemaR Tab. 2.13 angesetzt und 1 bis 3 h bei RT oder Uber Nacht bei
4 °C inkubiert. Der Ligationsansatz wurde anschlieBend direkt fir die Transformation in

E. coli Top10 verwendet.

Tab. 2.13: Pipettierschema fiir Ligationsreaktion.

Komponente Volumen
T4 DNA Ligase (NEB) 1ul

10 x Puffer 2 ul
geschnittener Vektor 50 ng/ul 1l
geschnittenes PCR-Produkt X Ml
ddH,O ad 20 ul
Kolonie-PCR

Tab. 2.14: Pipettierschema fiir den PCR-Reaktionsmix

Komponenten Stock Konz. Volumina
5 x (Green Go

Reaktions Puffer Taq® Reaction 5l
Buffer)

MgCl,-Lésung 25 mM 1ul

dNTPs 10 mM 0,5 ul

Fragmentspezifischer

OIiggonukIecF:tid sense 10 pmol 1wl

Fragmentspezifischer

Oligonukleotid 10 pmol 1ul

antisense

Bakterien in ddH,O 10

[vorgelegt]

GoTaq® DNA

Polymerase 5 ulul 0.12 ul

Milli-Q ddH,0 6,38 pl

Endvolumen 25 ul

Konz. Konzentration; u Einheit (unit).

Nach der Transformation der Liganden in E. coli Top10 und positivem Kolonienwachstum auf
Selektionsagarplatte wurden Bakterienklone mittels diagnostischer PCR auf das
Vorhandensein des vollstandigen Vektorkonstrukts getestet. Hierfir wurde pro PCR-
Reaktionsansatz eine einzelne Bakterienkolonie mit einer sterilen Pipettenspitze von der
Agarplatte gepickt, auf einer frischen Agarplatte ausgestrichen (sog. ,Masterplatte®) und in
einem 0,2-ul-Reaktionsgefall mit 10 pl ddH,O resuspendiert. Als Negativkontrolle wurde
100 ng Plasmid-DNS ohne ligiertes Genfragment verwendet. Nach Zugabe des PCR-
Reaktionsmixes, hergestellt nach dem in Tab. 2.14 angegebenen Pipettierschema, wurden
die Reaktionsansatze im ,Thermocycler® inkubiert (Tab. 2.11; GoTag® DNA Polymerase)

und anschlieBend mittels Agarose-Gelelektrophorese ausgewertet. Fur die auf das
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gewunschte Genfragment positiv getesteten Bakterienklone wurden jeweils 5 ml
Flissigmedium von der ,Masterplatte” angeimpft und Uber Nacht kultiviert um die Vektor-

DNS zu amplifizieren.

2.3.6. Sequenzierung

Zur Uberprifung der DNS-Sequenz rekombinanter Plasmide, sowie der Integrationsloci
genetisch modifizierter Parasiten, wurden diese am Fraunhofer IME (Aachen) sequenziert.
Rekombinante Plasmide wurden in E. coli Top10 amplifiziert, aus einer 5 ml Flissigkultur
gereinigt und ca. 200 ng in den Sequenzieransatz gegeben. Fur die Sequenzierung des
Integrationslokus einer Transfektante wurde der 5° bzw. der 3‘ Bereich des Genlokus
amplifiziert, das PCR-Fragment gereinigt und ca. 150 ng in den Sequenzieransatz gegeben.
Der Sequenzieransatz wurde nach dem in Tab. 2.15 dargestellten Pipettierschema
angefertigt. Die Auswertung der Sequenzierungsergebnisse erfolgte mit Chromas© und

CloneManager®©.

Tab. 2.15: Pipettierschema des Sequenzieransatzes

Komponente Volumen
DNS (Plasmid 200 ng, PCR 150 ng) X Ml
Oligonukleotide 10 pmol 2 ul
ddH,O ad 30 pl

2.3.7. Gelelektrophorese
Bei der Gelelektrophorese werden Molekiule in einer Gelmatrix nach ihrer Gré3e und Ladung
aufgetrennt. Dabei wird ein elektrisches Feld erzeugt, in welchem die kleinsten Molekile am

schnellsten die Gelmatrix durchlaufen.

Auftrennung von Nukleinsaure-Fragmenten durch Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNS- und RNS-Fragmenten wurden 1,2 % ige Agarosegele in TAE-
Puffer mit 0,5 ug/ml Ethidiumbromid verwendet. Die Proben wurden mit 6 x DNS-Ladepuffer
gemischt, 10 bis 20 uyl auf das Gel aufgetragen und bei 0,5 bis 10 V/cm aufgetrennt. Als
GroRRenstandard wurde je nach zu erwartender Fragmentlange der Probe zusatzlich
5 pl 700 bp DNA ladder bzw. 1 kb DNA ladder (NEB) aufgetragen (Abb. 2.1). Auf Grund der
negativen Ladung der Nukleinsduren wandern diese nach Anlegen des elektrischen Felds

zur Kathode. Die Auswertung des Bandenmusters erfolgte unter UV-Licht.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteinen aus Parasiten- und Bakterienlysaten bzw. aus

Proteinaufreinigungen wurden 12 %ige Trenngele mit 5 %igen Sammelgelen verwendet. Zur
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Denaturierung der Proteine und zur Vereinheitlichung der Ladung wurden die
aufzutrennenden Proteinproben mit 5 x SDS-Probenpuffer vermischt und 10 min bei 90 °C
gekocht. Die Proben wurden 5 min bei 2500 x g zentrifugiert und 10 bis 20 ul des
Uberstandes in eine Geltasche pipettiert. Als GréBenstandard wurde jeweils 5 pl
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas) verwendet. Die negativ geladenen
Proteine wurden zur Bildung einer gleichmafigen Lauffront zunachst bei 80V 15 min,
anschlief3end bei 120 bis 140 V in SDS-Laufpuffer aufgetrennt. Zur Farbung der Proteine im
Polyacrylamidgel wurde das Gel 3 x 10 min in ddH,O gewaschen und dann 1 h in einer
Coomassie-basierten Farbelésung (GelCode® Blue Stain Reagent; Pierce Biotechnology,
Inc.) bei RT inkubiert. Zuletzt wurde das Gel nach Bedarf mit ddH,O entfarbt.

2.3.8. Transkriptanalyse mittels Reverser-Transkriptase-PCR (RT-PCR)

Fir die Transkriptionsanalyse einzelner Gene in bestimmten Stadien des plasmodialen
Lebenszyklus wird die Methode der RT-PCR genutzt. Hierflr wird die Gesamt-RNS aus
Parasiten eines bestimmten Stadiums isoliert und als Matrize fir die Herstellung von cDNS
mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase verwendet. Anschlielend wird die so
gewonnene cDNS fir eine diagnostische PCR zum Nachweis stadienspezifischen

Transkripts eingesetzt.
RNS-Isolation

Fir die Gewinnung der Gesamt-RNS aus asexuellen Blutstadien von P. falciparum wurden
synchronisierte Parasitenkulturen pelletiert, wahrend Gametozyten Uber einen Percoll®-
Gradienten aufgereinigt wurden (Kap. 2.2.6). Die pelletierten Zellen wurden im 20fachen
Volumen Trizol® resuspendiert, 5 min bei 37 °C inkubiert und bei -80 °C bis zur weiteren
Verarbeitung gelagert. Zur weiteren Verarbeitung wurde die Suspension bei 37 °C aufgetaut,
das 0,2fache Trizolvolumen an Chloroform zugegeben und die Probe durch Schiitteln
grindlich gemischt. Nach 2 min Standzeit bei RT wurde das Lysat zur Phasentrennung
zentrifugiert (1800 x g, 1h, 4 °C). AnschlieRend wurde, unter Vermeidung der Interphase, die
wassrige Phase in ein steriles Gefaly Uberfuhrt. Zur Prazipitation der Nukleinsduren wurde
die Probe mit dem 0,5fachen ihres eigenen Volumens an 100 %igem Isopropanol durch
mehrfaches Invertieren gemischt und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Das Prazipitat wurde
durch 30 min Zentrifugation bei 21000 x g, 4 °C pelletiert und mit 0,5 ml kaltem 75 %igem
Ethanol gewaschen (21000 x g, 5 min, 4 °C). Nach Lufttrocknung des Pellets wurde dieses
bei 60 °C in 50 yl DEPC-H,O gel6st. Die Nukleinsdurekonzentration in der Probe wurde
photometrisch bestimmt (Kap. 2.3.3).
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Entfernung von genomischer DNS, Proteinen und Salzen aus RNS-Proben

Zur Entfernung moglicher gDNS-Kontaminationen in RNS-Proben wurde das ,RNase free
DNase Set‘ verwendet. Der Reaktionsansatz wurde gemal dem Pipettierschema in
Tab. 2.16 erstellt und 10 min bei RT inkubiert. Zur Entfernung von Salzen, Proteinen und
Enzymen wurde die Probe anschlielend mit 250 yl DEPC-H,O, 150 uyl Chloroform und
150 pl Phenol grindlich vermischt. Nach 2 min Standzeit bei RT wurde das Gemisch zur
Phasentrennung 10 min bei 4000 x g, 4 °C abzentrifugiert. Die wassrige, obere Phase wurde
in ein frisches 1,5-ml-Reaktionsgefal} tUberfuhrt und zur Prazipitation der RNS mit 30 yl 3 M
NaAc und 1 ml Ethanol gemischt. Die Probe wurde min. 1 h bei -20 °C inkubiert und
anschlieflend das Prazipitat 30 min bei 21000 x g, 4 °C pelletiert. Das Pellet wurde einmal
mit 1 ml kaltem 75 %igem Ethanol gewaschen, kurz luftgetrocknet und bei 60 °C in 50 pl
DEPC-H,0O geldst. Die Konzentration und Qualitdt des RNS-Isolats wurde zum einen
photometrisch bestimmt, zum anderen wurde 1 pl der RNS-Probe gelelektrophoretisch
aufgetrennt und analysiert. Das Vorhandensein einer deutlichen Doppelbande bei 1,9 bzw.

4,5 kb zeigte die erfolgreiche Reinigung von RNS an.

Tab. 2.16: Pipettierschema fiir das ,RNase free DNase Set” zur Entfernung von gDNS aus RNS-Proben.

Komponente Volumen
Gesamt-RNS-Isolat (max 5 ug) X Ml
RDD-Puffer 10 pl
DNAse | 2,5 ul
DEPC-H,0 aa 100 pl

cDNS-Synthese

Bei der Herstellung der cDNS wurde die zuvor isolierte Gesamt-RNS als Matrize verwendet.
Als Negativ-Kontrolle wurde pro Isolat eine Probe mitgefiihrt, welche nicht mit dem Enzym
.Reverse Transkriptase® versetzt wurde (-RT). Pro Ansatz wurden bis zu 5pug RNS
verwendet und unter Verwendung unspezifischer kurzer Oligonukleotide (,Random
Hexamers®) durch die SuperScript™Ill-Reversen Transkriptase in cDNS umgewandelt. Die
Ansatze wurden nach dem Pipettierschema in Tab. 2.17 hergestellt. Nach 5 min Inkubation
bei 65°C wurde die Reaktion min. 1 min auf Eis gekuhlt. AnschlieBend wurden pro
Reaktionsansatz 5 ul des RT-Mixes zugegeben (Tab. 2.18), vorsichtig gemischt und kurz
abzentrifugiert. Fir die (-)-RT-Kontrolle wurde anstelle des Enzyms das gleiche Volumen an
DEPC-H,0O zugegeben. Die Reaktion wurde 5 min bei 25°C, 1h bei 50 °C und zur
Terminierung der Enzymreaktion 15 min bei 70 °C inkubiert. Nach Abklhlen der Proben auf
Eis wurde jeweils 1 puyl RNase H zugegeben und 20 min bei 37 °C inkubiert. Die
Endkonzentration wurde zur Orientierung anhand der eingesetzten Menge RNS berechnet.

Bis zur weiteren Verwendung wurde die cDNS bei -20 °C gelagert.
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Tab. 2.17: Pipettierschema fiir den cDNS-Synthese-Mix.

Komponente Probe
[Volumen]

RNS, max. 5 ug max. 11 pl

“Random hexamers” 1ul

10mM dNTP-Mix 1ul

DEPC-H20 aa 13 i

Tab. 2.18: Pipettierschema fiir den RT-Mix.

Komponente Probe (-)-RT-Kontrolle
[Volumen] [Volumen]

5x SuperScript™ IIl RT Puffer 4 ul 4 ul

0,1 MDTT 1ul 1ul

Protector RNase Inhibitor 1ul 1l

SuperScript™ Ill Reverse Transkriptase 1ul -

DEPC-H20 - 1ul

Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR)

Zum Nachweis von Genexpression auf RNS-Ebene, wird aus Gesamt-RNS hergestellte
cDNS als Matrize fur eine diagnostische PCR (Kap. 2.3.4) verwendet. Zum Abschéatzen der
cDNS-Konzentration in den einzelnen Proben wurde zunachst eine PCR-Reaktion zum
Nachweis des Haushaltsgens pfaldolase durchgeflihrt. In die PCR-Reaktion wurde jeweils
1 ul einer cDNS-Probe eingesetzt. Das Bandenmuster der gelelektrophoretisch analysierten
PCR-Amplifikate wurde fotografiert und mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogramms Adobe®
Photoshop CS5.1 wurde die Intensitdt der einzelnen Banden gemessen. Die relative
Intensitat der Banden wurde verwendet um das jeweils einzusetzende Probenvolumen zu
berechnen. Die PCR-Reaktion wurde nach dem in Tab. 2.19 angegebenen Pipettierschema

angesetzt und nach dem in Tab. 2.20 angegebenen Thermocycler-Programm inkubiert.

Tab. 2.19: Pipettierschema des RT-PCR-Reaktionsmix.

Komponenten Stock Konz. | Volumina [ul]
Green Go Tag® Reaktions Puffer 5x 5
MgCl,-Lésung 25 mM 1,5

dNTPs 10 mM 0,5
Fragmentspezifisches Oligonukleotid sense 10 pmol 1
Fragmentspezifisches Oligonukleotid antisense 10 pmol 1

cDNS (ca. 125 ng) X

GoTaq® DNA Polymerase 5 u/pl 0,25

MQ ddH,O aa 25

Konz. Konzentration; u Einheit (unit).
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Tab. 2.20: Verwendetes Thermocycler-Programm fiir RT-PCR-Reaktion.

GoTaq® DNA Polymerase
Temperatur | Dauer

Initiale Denaturierung 95 °C 2 min

Phase 1 Denaturierung | 95 °C 30s

Phase 2 Hybridisierung | 45 °C 20s ]

Phase 3 Elongation 72 °C 45s

Finale Elongation 72 °C 1 min

Lagerung 12°C 0

Zyklenanzahl 25

min Minuten; s Sekunden; « unendlich; Klammer kennzeichnet Zykluslange.

Fir alle RT-PCR-Reaktionen wurden dieselbe Hybridisierungstemperatur und dasselbe
Thermocyclerprogramm verwendet. Die verwendeten Oligonukleotide sind in Tab. 2.7
aufgefihrt. Zum Ausschluss einer Kontamination der cDNS-Proben mit gDNS wurde
dasselbe Volumen der (-)-RT-Kontrolle in einer RT-PCR-Reaktion eingesetzt wie von der
dazugehdrigen cDNS-Probe. In diesem Ansatz und in jeweils einem cDNS-positiven RT-
PCR-Ansatz als Ladekontrolle wurden die Oligonukleotide zum Nachweis von pfaldolase
verwendet. Zum Ausschluss einer Kontamination der cDNS aus asexuellen Blutstadien mit
cDNS der Gametozytenstadien wurde Transkript des sexualstadienspezifisch transkribierten
Gens pfecp2 amplifiziert. Zum Ausschluss einer Kontamination des Sexualstadientranskripts
mit Transkript aus asexuellen Stadien wurden die cDNS-Proben auf das Vorhandensein von
pfamai-Transkripts hin untersucht. Die Auswertung der RT-PCR erfolgte mittels Agarose-

Gelelektrophorese (Kap. 2.3.7).

2.4.Proteinbiochemische Methoden

2.4.1. Expression rekombinanter Proteine in E. coli

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden rekombinante Proteine als Antigene zur
Antikoérperproduktion hergestellt. Als Expressionssystem wurde E. coli verwendet und um
eine Isolation des Zielproteins aus dem Bakterienlysat zu ermoglichen, wurden die
rekombinanten Proteine mit dem N-terminalen MBP exprimiert. Mittels dieses Affinitats-

»1ags” wurde das Zielprotein via Affinitats-Chromatografie aus dem Lysat gereinigt.

Miniexpression

Nach erfolgreicher Klonierung des rekombinanten pIlH902-Expressionsvektors (Kap. 2.3.5)

und dessen Transformation in den E. coli Expressionsstamm BL21-CodonPlus® (DE3)-RIL

(Kap. 2.3.1) wurden einzelne Bakterienklone im kleinen Maf3stab auf die Expression des

rekombinanten Proteins hin untersucht. Hierfir wurde pro Bakterienklon eine Vorkultur in

5 ml LB/Amp/Cam-Flissigmedium Uber Nacht bei 37 °C und 160 rpm inkubiert. Am Folgetag

wurden jeweils zwei Ansatze pro Klon, bestehend aus 5 ml LB/Amp/Cam-Flissigmedium mit
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250 pl Vorkultur, angesetzt und bei 37 °C und 160 rpm inkubiert. Bei einer ODgo von ca. 0,5
wurde in jeweils einem der beiden Ansatze durch Zugabe von 0,75 mM Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) die Uberexpression des rekombinanten Proteins induziert.
Nach 5 h Inkubation der Bakterienkulturen wurden pro Ansatz 100 pl Probe entnommen, die
Zellen pelletiert und in 20 pl PBS resuspendiert. Anschlieiend wurden die Proben via SDS-
PAGE (Kap. 2.3.7), durch direkten Vergleich des Proteinmusters der nicht induzierten und

induzierten Kulturen, analysiert.

Maxiexpression und Aufreinigung von MBP-Fusionsproteinen

Im Rahmen der Miniexpression positiv auf Uberexpression des rekombinanten Proteins
getestete Bakterienklone wurden fir die Proteinexpression im gro3en Malstab verwendet.
Hierfir wurden 50 ml Vorkultur in LB/Amp/Cam-Flissigmedium Uber Nacht bei 37 °C und
200 rpm inkubiert. Am folgenden Tag wurden 2| LB/Amp/Cam-Flissigmedium, jeweils
500 ml pro 2 |-Erlenmeyerkolben, im Verhaltnis 1:40 mit der Vorkultur angeimpft und bei
37 °C und 200 rpm inkubiert. Bei einer ODgy von ca. 0,5 wurden die Kulturen auf 16 °C
abgeklhlt und durch Zugabe von 0,75 mM IPTG induziert. Nach 5-10 h Inkubation bei 16 °C
und 180 rpm wurden die Zellen bei 4 °C und x g 10 min zentrifugiert, das Zellpellet einmal
mit kaltem PBS gewaschen und in ein 50-ml-Reaktionsgefall Gberflhrt. Die Aufreinigung der
MBP-Fusionsproteine erfolgte, mit Modifikationen, wie in Wiliamson et al. (1995)
beschrieben. Nach erneuter Zentrifugation und Entfernung des Uberstands, wurde das
Zellpellet gewogen, die Zellen pro Gramm Zellmaterial in 3 ml Lysepuffer mit cOmplete®
EDTA-free Proteaseinhibitorcocktail und 0,27 mg/ml Lysozym vollstandig resuspendiert und
20 min auf Eis inkubiert. Zur Unterstiitzung des Lysevorgangs, sowie zur Zerstérung der
freigesetzten DNS wurde das Lysat einer Ultraschallbehandlung unterzogen (50 % Intensitat,
50 % Betriebszyklus, 2 x 2 min). AnschlieBend wurden pro ml Lysat 6 pl MgCI2 (1 M) sowie
0,08 g NaCl zugefigt und 1 h rollend bei 4 °C inkubiert. Das Zelllysat wurde im nachsten
Schritt abzentrifugiert (18000 x g, 1,5h, 4 °C) und der Uberstand in ein frisches 50-ml-
Reaktionsgefall Uberfuhrt und mit 2ml, nach Herstellerangaben gewaschenen,
Amylosekligelchen gemischt. Das Volumen wurde mit TE-Puffer auf 50 ml eingestellt und die
Suspension Uber Nacht bei 4 °C rollend inkubiert um den Fusionsproteinen eine Bindung an
die Amylose zu ermdglichen. Am folgenden Tag wurden die Amylosekligelchen bei 200 x g
5 min pelletiert und zweimal mit jeweils 40 ml Saulen-Waschpuffer gewaschen. Fir die
Elution der Proteine von den Amyloseklgelchen wurden diese mit 10 ml Elutionspuffer
30 min bei 4 °C rollend inkubiert und anschlieBend pelletiert. Der Uberstand enthielt die
Fusionsproteine und wurde in ein frisches Reaktionsgefall dberfihrt. Zwei weitere

Elutionsschritte mit jeweils 5 bzw. 3 ml Elutionspuffer folgten. Der Erfolg der
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Proteinaufreinigung wurde durch eine SDS-PAGE uberprtft. Die Amylosekigelchen wurden

nach Herstellerangaben recycelt und max. finfmal wiederverwendet.

2.4.2. Proteinkonzentrationsbestimmung via Bradford-Assay

Die Bestimmung des Proteingehalts in wassrigen Lésungen erfolgte mittels Bradford-Assay.
Dabei wird der Proteinlésung Coomassie Brilliant Blue Farbstoff zugegeben, dessen
Adsorptionsspektrum sich durch die Bindung an Proteine von 470 zu 595 nm verschiebt. Im
Rahmen des Assays wird eine Standardgerade mit einer BSA-Verdinnungsreihe bekannter
Konzentrationen erstellt und die Absorption bei 595 nm gemessen. Die so ermittelte
Geradengleichung wird zur Berechnung der unbekannten Proteinkonzentration einer Probe
verwendet. Zur Erstellung einer solchen Standardreihe wurden in einer 96-Loch-
Mikrotiterplatte jeweils 0, 2, 4, 6, 10, 15 und 20 pl einer BSA-Lésung (100 pg/ml) vorgelegt
und mit ddH,O auf ein Gesamtvolumen von 20 ul gebracht. Von der zu untersuchenden
Proteinlésung wurde jeweils eine 1:10 und 1:100 Verdinnung hergestellt und ebenfalls in die
Mikrotiterplatte pipettiert. Alle Ansatze wurden als Triplikat angesetzt. Zu den
Proteinlésungen wurde jeweils 180 ul Bradford-Reagenz zugegeben und durch leichtes
Ruatteln der Platte vermischt. Die Absorption der Ansatze bei 595 nm wurde umgehend im
Plattenleser Tecan© Reader gemessen und die Geradengleichung der Standardgerade mit
Hilfe von Microsoft® Excel 2010 ermittelt.

2.4.3. Gewinnung polyklonaler Inmunseren aus Mausen
Fur die Charakterisierung des Expressionsmusters von Proteinen mit antikdrperbasierten
Methoden wurden im Rahmen dieser Arbeit polyklonale Antiseren gegen PPLP1-5

hergestellt. Die Antiseren wurden in Mausen generiert.

Pufferaustausch und Aufkonzentration von Proteinldsungen

Als vorbereitende MalRnahme flr die Immunisierung von Mausen mit rekombinantem Protein
aus eigener Herstellung, wurde bei den proteinhaltigen Elutionsfraktionen (Kap. 2.4.1)
mittels Amicon® Zentrifugal Filtereinheiten ein Pufferaustausch vorgenommen sowie das
Gesamtvolumen eingeengt. Hierfir wurden die erste und zweite Elutionsfraktion in der
Filtereinheit zentrifugiert (2000 x g, ca. 30 min, 4 °C) und der Durchfluss sicherheitshalber bis
zur Auswertung der Proben durch SDS-PAGE bei -20 °C aufbewahrt. Die Filtermembran
wurde dreimal mit je 10 ml 5 % Glycerin/PBS gewaschen. Die an die Membran gebundenen
Proteine wurden zuletzt durch wiederholtes Spllen der Membran mit ca. 1ml 5%
Glycerin/PBS wieder abgeldést und in ein frisches Reaktionsgefall Uberfuhrt. Die
Konzentration und Reinheit der Proteinlésung wurde durch SDS-PAGE (Kap. 2.3.7) und
Bradford-Assay (Kap. 2.4.2) bestimmt.
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Immunisierung und Immunserumgewinnung bei Mausen

Die fir diese Arbeit hergestellten polyklonalen Immunseren wurden in weiblichen NMRI-
Mausen produziert. Pro Konstrukt wurden zwei bis vier Wochen alte Mause subcutan oder
intraperitoneal mit 100 uyg Protein in 150 bis 200 pl Freund's Incomplete Adjuvant
immunisiert. Nach vier Wochen erfolgte eine zweite Immunisierung der Tiere mit 60 pg
Protein in Freund's Incomplete Adjuvant. Etwa zehn Tage nach der zweiten Immunisierung
wurden die Tiere durch die Verabreichung von 150 pl Narkose-Losung pro Maus betaubt,
das Blut durch Herzpunktion entnommen und in einem Serumréhrchen 30 min bei RT
inkubiert. Den Tieren wurde nach erfolgter Blutentnahme die Halswirbelsdule durchtrennt.
Nach der Inkubationszeit wurden die geronnenen Blutbestandteile 15 min bei 800 x g

pelletiert und der flissige Bestandteil, das Immunserum, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

2.4.4. Quantifizierung der Hamoglobinfreisetzung wahrend Exflagellation

Zur Bestimmung der wahrend des Zellaustritts von Gametozyten freigesetzten Menge an EZ
im Uberstand wurde der Hamoglobingehalt im Medium bestimmt. Fir exflagellationsfahige
WT NF54 und PPLP2(-)-Gametozytenkulturen wurde mittels Neubauer Zahlkammer die
Gametozytamie bestimmt. Daraus wurde ermittelt, welches Kulturvolumen 2x10°
Gametozyten enthielt. Fir den Assay wurde das errechnete Volumen an Zellsuspension
jeweils als Triplikat aliquotiert und zweimal mit A+-Medium gewaschen. Die Zellen wurden
zuletzt in 100 pl Medium aufgenommen und in eine Mikrotiterplatte tGberflhrt. Anschlielend
wurden die Gametozyten durch Zugabe von 100 uM XA bei RT aktiviert. Die Platte wurde
45 min nach Aktivierung der Gametozyten bei 150 x g zentrifugiert und jeweils 60 pl
Uberstand pro Probe in eine frische Mikrotiterplatte (berfiihrt. Die optische Dichte der
einzelnen Anséatze wurde bei OD4s im Plattenleser gemessen. Als Negativkontrolle wurde
der Uberstand nicht aktivierter Gametozyten verwendet und als 0 % festgelegt. Zur
Festlegung der 100 % Lyse wurde dasselbe Volumen an Gametozytenkultur nach
Zentrifugation in 0,1 % Saponin/PBS komplett lysiert. Die Auswertung erfolgte mit Microsoft®
Excel 2010.
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3. Ergebnisse

3.1. Expressionsanalyse von PPLP1-5 in den intraerythrozytaren Stadien
von P. falciparum
Die Transkription der finf bekannten plasmodialen Gene mit konservierter MACPF-Domane,
pplp1-5, wurde via semiquantitativer RT-PCR untersucht (Abb. 3.1). Gesamt-RNS aus
Trophozoiten, Schizonten und unreifen (Stadium Il — 1V) sowie reifen Gametozyten
(Stadium V) wurde isoliert und in cDNS umgeschrieben. Jeweils 100 ug cDNS wurden als
Matrize in einer diagnostischen PCR verwendet um genspezifisches Transkript

nachzuweisen.
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Abb. 3.1 Transkriptanalyse flr pplp7-5 in den Blutstadien von P. falciparum mittels RT-PCR. Stadienspezifische
cDNS aus Trophozoiten (TZ), Schizonten (SZ), unreifen (GZII-IV) und reifen Gametozyten (GZV) wurde auf die
Transkription von pplp1-5 (pplp1: 227 bp; pplp2: 281 bp; pplp3: 217 bp; pplp4: 206 bp; pplpb: 227 bp) mittels
diagnostischer PCR untersucht. Transkript von pfama? wurde zum Nachweis asexueller Gentranskripte
verwendet (180 bp), pfccp2 zum Nachweis sexualstadienspezifischer Gentranskripte (187 bp). Transkriptanalyse
von pfaldolase wurde als Ladekontrolle verwendet (378 bp). Zum Ausschluss einer Matrizenkontamination mit
gDNS wurden cDNS-Ansatze ohne Zugabe des Enzyms reverse Transkriptase inkubiert (-RT). Diese Proben
wurden in der diagnostischen PCR auf vorhandenes pfaldolase-Transkript hin untersucht. Die abgebildeten
Ergebnisse sind reprasentativ fiir drei unabhéangige Experimente.
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Transkript von pplp1 wurde in unreifen und reifen Gametozyten nachgewiesen. Dabei wurde
zusatzlich ein etwa 350 bp grol’es Fragment amplifiziert. Die verwendeten Oligonukleotide
flankieren eine gDNS-Sequenz, welche ein Intron enthalt. Da die gDNS-Kontrolle der RT-
PCR in allen Experimenten negativ war, ist eine Amplifikation der entsprechenden
genomischen pplp71-Sequenz unwahrscheinlich. Dies konnte ein Hinweis auf alternatives
Spleien der pplp7-mRNS sein.

Transkription von pplp2 wurde sowohl in Trophozoiten und Schizonten, als auch in unreifen
und reifen Gametozyten nachgewiesen. In reifen Gametozyten wurde das Gen jedoch
geringer exprimiert als in unreifen Gametozyten. Da der pplp2-Genlokus Uber keine
bekannten Intronsequenzen verfugt, ist ein zusatzlich amplifiziertes Genfragment von etwa
1 kb in den RT-PCR-Ansatzen fir Schizonten und Gametozyten nicht naher definierbar.
Transkript von pplp3 wurde in allen untersuchten Parasitenstadien amplifiziert. Das
nachgewiesene Expressionslevel war insgesamt gering, wobei es in reifen Gametozyten am
schwachsten ausfiel. Pplp4-Transkript wurde in geringem Mafe in Trophozoiten und
Schizonten, starker in Gametozyten aller Stadien amplifiziert. Der Nachweis einer geringen
pplp5-Transkription gelang in allen untersuchten Stadien. Die starkste Expression wurde in
Trophozoiten und Schizonten nachgewiesen. Zusatzlich zum amplifizierten pplp5-Transkript
wurde auch ein PCR-Fragment von deutlich weniger als 100 bp GréRe amplifiziert. Dies ist
auf die Bildung von Oligonukleotid-Dimere zurtickzufihren.

Amplifikation des fiir die asexuellen Blutstadien spezifischen pfama7i-Transkripts (,apical
membrane protein 1% apikales Membranprotein 1) [Peterson et al, 1989] und des
Gametozyten-spezifischen pfcecp2-Transkripts (,LCCL-domain protein 2¢) [Pradel et al., 2004]
dienten zur Uberprifung der Stadienspezifitit der verwendeten cDNS-Proben. Wéahrend
pfccp2 erwartungsgemaly ausschlielllich in Gametozyten nachgewiesen wurde, wurde
pfama1 zusatzlich zu den asexuellen Blutstadien auch in einer sehr geringen Konzentration
in den untersuchten Gametozytenstadien amplifiziert. Dies ist am wahrscheinlichsten auf
eine technisch bedingte geringe Verunreinigung des RNS-Isolats aus Gametozyten mit RNS
aus Schizonten zurlickzufihren. Transkriptanalyse flr pfaldolase, welches das in den
Blutstadien konstitutiv exprimierte Enzym Fructose-bisphosphat-Aldolase [Knapp et al.,
1990] kodiert, wurde als Ladekontrolle verwendet. Die Fructose-bisphosphat-Aldolase ist
essentieller  Bestandteil der Glykolyse und somit der Energiegewinnung.
Matrizennukleinsaure, welche ohne Zugabe des Enzyms reverse Transkriptase hergestellt
wurde (-RT), wurde auf pfaldolase-Transkript hin untersucht und diente zum Ausschluss
einer moglichen Kontamination mit gDNS. Die sogenannte -RT-Kontrolle fiel fir alle Proben
negativ aus.

Zur Analyse der Proteinexpression in P. falciparum Blutstadien wurden Immunseren gegen

PPLP1-5 in Mausen hergestellt. Zur Immunisierung verwendete rekombinante Proteine (RP)
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wurden als MBP-Fusionsproteine in E. coli als heterologes Expressionssystem hergestellt
(Abb. 3.2). Hierflir verwendete Proteinregionen umfassten fir die jeweiligen RP1-Varianten
einen grofl3en Teil der konservierten MACPF-Domane. PPLP2RP2 umfasste das C-terminale
Ende der MACPF-Domane, sowie den Hauptteil des C-Terminus. Das rekombinante Peptid
PPLP4RP2 umfasste den Uberwiegenden Teil des nicht konservierten C-Terminus. Die
jeweiligen Fusionsproteine wurden via Affinitdtschromatografie aus Bakterienlysat gereinigt

(Abb. 3.3) und nach erfolgreicher Aufkonzentrierung zur Immunisierung der Mause

verwendet.
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Abb. 3.2 Domanenstruktur von P. falciparum PLP1-5. Signalpeptid (S; rote Box) und MACPF-Doméne (blaue
Box) sind dargestellt. Die unterstrichenen Regionen beschreiben die entsprechenden Regionen der

rekombinanten Proteine. Pfeile geben die Koordinaten in der Aminosauresequenz an.

Gewonnene Immunseren detektierten im Rahmen von IFAs die jeweiligen Zielproteine in den

plasmodialen Zellaustrittsstadien, den Schizonten und den aktivierten Gametozyten

(Abb. 3.4A). In spaten Schizonten wurde Expression aller PPLPs detektiert, wobei PPLP3

lediglich eine schwach ausgepragte Markierung zeigte. Die Lokalisation der Proteine war fir

alle Proteine intrazellular und in vesikelartigen Strukturen. Mehrere fir PPLP1/2/4 und

PPLP5 positive vesikelartige Strukturen konnten auflerdem in Gametozyten 10 min nach
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Aktivierung nachgewiesen werden. PPLP2-positive Vesikel wiesen in diesen Stadien eine
periphere Verteilung auf.
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Abb. 3.3 Expression rekombinanter MBP-Fusionsproteine fiir PPLP1-5. SDS-PAGE der Uberexpression mit
anschlieRender Aufreinigung von A PPLP1RP-MBP (34 kDa+43 kDa), B PPLP2RP1-MBP (39 kDa+43 kDa) und
PPLP2RP2-MBP (35 kDa+43 kDa), C PPLP3RP-MBP (27 kDa+43 kDa), D PPLP4RP1-MBP (35 kDa+43 kDa)
und PPLP4RP2-MBP (23 kDa+43 kDa ) und E PPLP5RP-MBP (42 kDa+43 kDa ) in E. coli. Gezeigt werden
jeweils eine Probe der nicht induzierten (Ul) und induzierten (I) Expressionskultur, des Lysatiiberstands (U), des

ersten und zweiten Waschschrittes (W1, W2) und der beiden Eluate (Elu1, Elu2). Pfeile markieren die erwartete
Laufhéhe der rekombinanten Proteine.

PPLP3 zeigte in |IFAs von aktivierten Gametozyten keine Markierung. Zur
stadienspezifischen Markierung der Parasiten wurde bei Schizonten MSP1 (,merozoite
surface protein 1%, Merozoiten Oberflachenprotein 1) [Hall et al., 1984] markiert. Bei
aktivierten Gametozyten wurde zur Hervorhebung dieser Parasitenstadien Pfs230 markiert,
ein  sekretiertes  Oberflachenprotein  mannlicher und  weiblicher =~ Gametozyten
[zusammengefasst in  Williamson, 2003]. Zum  Ausschluss  unspezifischer
Antikérperbindungen wurden Schizonten und reife Gametozyten in IFAs anstelle eines
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Primarantikérpers mit Serum nicht immunisierter Mause bzw. Immunserum gegen MBP

inkubiert  (Abb. 3.4B). Diese Negativkontrollen zeigten keine  Markierung.

A
5Z aGZ 10 min p.a.

PPLP MSP1 Mukleus Uberlagerung PPLP Pfs230 Mukleus Uberlagerung

HEE0 BREG
HEEE BOED
HEEE EEEE
SEEE EEEE
HEEE BREE

B IFA-Kontrollen

SZ GZ
Kontrolle MSP1 Mukleus Uberagerung Kontrolle  Pfs230 Mukleus Uberagerung

.-.. - ....
.... w ....

Abb. 3.4 Expressionsanalyse von PPLP1-5 in den Zellaustrittsstadien von P. falciparum mittels IFA. A Inkubation
reifer Schizonten (SZ) und 10 min aktivierter Gametozyten (aGZ 10 min p.a.) mit Antiseren gegen PPLP1-5 (griin)
aus Maus. SZ wurden mit Antiserum gegen MSP1, aGZ mit Antiserum gegen Pfs230 aus Kaninchen (rot)
visualisiert. Die Kernfarbung erfolgte mit Hoechst 33342 (blau). Der MafRstab betragt 5 um. B Serum nicht
immunisierter Mause (NMS; griin) wurde als Negativkontrolle fur IFAs von SZ und Gametozyten (GZ) verwendet.
Antiserum gegen MBP aus Maus wurde als Negativkontrolle verwendet, um eine unspezifische Markierung der
Parasiten durch Antiseren, welche gegen MBP-Fusionsproteine gerichtet sind, auszuschlielen. SZ wurden durch
Inkubation mit Antiserum gegen MSP1 aus Kaninchen, GZ mit Antiserum gegen Pfs230 aus Kaninchen (beides
rot) stadienspezifisch markiert. Zellkerne wurden durch Hoechst 33342 angefarbt (blau). Der Mafistab betragt
5 pum.
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3.2.Charakterisierung von PPLP2

3.2.1. Proteinexpressionsstudie zu PPLP2

Expressionsstudien zu PPLP2 wurden via IFAs in Trophozoiten und Schizonten (Abb. 3.5A)
und in aktivierten Gametozyten durchgefiihrt (Abb. 3.5B) [Wirth et al., 2014]. Zur Detektion
von PPLP2 wurde polyklonales Antiserum gegen PPLP2RP1, generiert in Maus, verwendet.
Die Expression von PPLP2 konnte ab dem Trophozoitenstadium nachgewiesen werden und
lag intrazellular in vesikelartigen Strukturen vor. Mehrere PPLP2-positive Vesikel wurden
auch in spaten Schizonten detektiert. Die asexuellen Blutstadien wurden durch Markierung
des Oberflachenproteins MSP1 hervorgehoben. Auch in reifen Gametozyten konnte PPLP2-
Expression gezeigt werden. Dort lag das Protein ebenfalls in vesikelartigen Strukturen vor
(Abb. 3.5B). Diese Strukturen lagen, mit Ausnahme der Kernregion, relativ gleichmafdig im
Zytoplasma der Gametozyten verteilt vor. Nach in-vitro-Aktivierung der Gametozyten und
somit nach Einleitung der Gametogenese relokalisierten diese Vesikel innerhalb von zwei
Minuten in die Peripherie des Parasiten, insbesondere nahe der PPM. Zehn Minuten nach
Aktivierung hatte sich die Anzahl an PPLP2-positiven Strukturen deutlich reduziert. Nach
15 Minuten und somit nach Austritt des Gametozyten aus der Wirtszellmembran, konnte
PPLP2 hingegen nicht mehr detektiert werden. Gametozyten und Gameten wurden durch
immunhistologische Detektion des geschlechtsunspezifischen Oberflachenproteins Pfs230
markiert.

Als nachstes wurde untersucht, ob PPLP2 in den osmiophilen Kérperchen der Gametozyten
vorliegt (Abb. 3.5C) [Wirth et al., 2014]. Fur dieses Experiment wurde eine transgene
P. falciparum-Zelllinie verwendet, welcher das Protein Pfg377 fehlt, ein flir osmiophile
Korperchen spezifisches Protein. Pfg377-defiziente (Pfg377(-)) Makrogametozyten zeigen
eine stark reduzierte Anzahl an osmiophilen Koérperchen und galten bis vor kurzem als
unfahig zum Austritt aus der Wirtszelle [de Koning-Ward et al., 2008]. In IFAs wurde in
Pfg377(-)-Gametozyten eine PPLP2-Markierung vergleichbar mit der in WT-Gametozyten
beobachtet. Pfg377(-)-Gametozyten wurden durch Immunodetektion von Pfs230
stadienspezifisch markiert. Als Kontrolle ist in Abb. 3.5C ein weiblicher Pfs25-positiver WT-
Gametozyt dargestellt, welcher ebenfalls positiv fir PPLP2 markiert wurde. Pfs25 ist ein
Sexualstadienprotein, welches geschlechtsspezifisch in weiblichen Gametozyten intrazellular
vorliegt und wahrend der Gametogenese an die Parasitenoberflache verlagert wird

[zusammengefasst in Pradel, 2007].
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TZ
Abb. 3.5 PPLP2 wird in
asexuellen Blutstadien und
Gametozyten exprimiert
[modifiziert nach Wirth et al.,

A FPPLPZ2 MSP1 Mukleus  Uberagerung
2014]. A Trophozoiten (TZ) und
Schizonten (SZ) wurden mit

Antiserum gegen PPLP2RP1 aus

B PPLP2 Pfs230 Nukleus  Uberlagerung Maus  inkubiert (grin). Die

SZ

asexuellen Blutstadien wurden mit
Antiserum gegen MSP1
visualisiert (rot). Zellkerne wurden
mit Hoechst 33342 gefarbt (blau).
B Reife Gametozyten (rGz) und
Gametozyten 2/10/15 min nach
ihrer Aktivierung (aGZ 210715
p.a.) wurden mit Antiserum gegen
PPLP2RP1 aus Maus inkubiert
(griin). Gametozyten wurden mit
Antiserum gegen Pfs230 aus
Kaninchen sichtbar gemacht (rot).
Nuklei wurden mit Hoechst 33342
gefarbt (blau). Pfeile markieren
Mikrogameten. C Die
Immundetektion erfolgte wie in B.
Pfg377(-) Gametozyten wurden
mit Antiserum gegen Pfs230 aus
Kaninchen markiert, weibliche
WT-Gametozyten mit Antiserum
gegen Pfs25 aus Kaninchen (rot).

A-C zeigen PPLP2-Detektion mit
Antiserum gegen PPLP2RP1, ein
vergleichbares Muster wurde auch

G

aGZ
2 pa

aGZz
10" p.a.

aGZ
15" p.a.

C PPLP2 Stadien Marker Mukleus  Uberagerung

Pfg3T7()

mit Antiserum gegen PPLP2RP2
beobachtet. Ergebnisse aus A-C
sind reprasentativ fiir drei bis finf
unabhangige Experimente. Der
MafRstab entspricht 5 um.

Wie zuvor in Garg et al. (2013) berichtet, wird PPLP1 in Abhangigkeit von der intrazellularen
Calciumkonzentration aus dem Schizonten freigesetzt. Diese Freisetzung von PPLP1 konnte
durch Zugabe des intrazellularen Calcium-Komplexbildners BAPTA-AM inhibiert werden. In
diesem Kontext wurde bereits gezeigt, dass BAPTA-AM die Ruptur der EM beim Austritt
aktivierter Gametozyten aus der Wirtszelle blockiert [Sologub et al, 2011].
Dementsprechend wurde untersucht, ob BAPTA-AM einen Einfluss auf die Freisetzung von
PPLP2 nach Aktivierung der Gametozyten hat. Reife Gametozyten wurden wahrend ihrer
Aktivierung mit BAPTA-AM inkubiert und die Lokalisation der PPLP2-positiven vesikularen
Strukturen zwischen 0—20 min nach erfolgter Aktivierung mittels IFAs untersucht (Abb. 3.6).

Im Gegensatz zu unbehandelten Gametozyten verblieben die PPLP2-positiven Strukturen in
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Abb. 3.6 Relokalisation PPLP2-
positiver  Vesikel in  die
Peripherie  von  aktivierten
Gametozyten wird durch deren
Behandlung mit BAPTA-AM
inhibiert [modifiziert nach Wirth
et al., 2014]. Unbehandelte und
mit BAPTA-AM behandelte
Gametozyten, jeweils 0/5/10/20
min nach ihrer Aktivierung
(‘p.a.) wurden mit Antiserum
gegen PPLP2RP1 aus Maus
(grin)  markiert.  Fur die
stadienspezifische Markierung
der Gametozyten wurde
Antiserum gegen Pfs230 aus
Kaninchen (rot) verwendet. Die
Zellkerne wurden mit Hoechst
33324 markiert. Ergebnisse
sind reprasentativ fiur zwei
unabhangige Experimente. Der
MafRstab entspricht 5 um.
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3.2.2. Funktionale Charakterisierung von PPLP2 mittels Gen-,,Knockout*

Zur funktionalen Charakterisierung von PPLP2 wurde eine PPLP2-defiziente (PPLP2(-))
Zelllinie generiert [Wirth et al., 2014]. Der pplp2-Genlokus wurde innerhalb der MACPF-
Domane via homologer Rekombination durch Einzelstrangtberlagerung (,single cross-over®)
mit dem pCAM-BSD-Plasmid unterbrochen (Abb. 3.7A).
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Abb. 3.7 Herstellung einer PPLP2(-)-Parasiten-Zelllinie [modifiziert nach Wirth et al., 2014]. A Schema der
Versuchsstrategie zur ,Single-crossover homologen Rekombination. Nummerierte Pfeile markieren die Position
der Oligonukleotide, welche zur Bestatigung einer Integration des Vektors pplp2(-)-pCAM-BSD verwendet
wurden. B Nachweis der Plasmidintegration in das Parasiten-Genom durch diagnostische PCR. Ampilifikation
spezifischer PCR-Fragmente fiir Oligonukleotide 1 und 4 (1085 bp; siehe A) sowie 2 und 3 (1039 bp) zeigen eine
5'- bzw. 3'- Integration von pplp2-pCAM-BSD in den WT Genlokus. Des Weiteren zeigt die Amplifikation mit
Oligonukleotiden 3 und 4 (870 bp) das Vorhandensein episomalen Plasmids an, wahrend mit 1 und 2 (1154 bp)
der WT-pplp2-Genlokus nachgewiesen wird. Ergebnisse sind reprasentativ fur finf unabhangige Experimente.
C Inkubation von WT- und PPLP2(-)-Gametozyten mit Antiserum gegen PPLP2RP2 aus Maus (grin). Die
Gametozyten wurden mit Antiserum gegen Pfs230 aus Kaninchen markiert (rot), Zellkerne wurden mit Hoechst
33324 angefarbt. Ergebnisse sind reprasentativ fir zwei unabhangige Experimente. Der MaRstab betragt 5 pm.
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Die Unterbrechung des WT-pplp2-Genlokus und die Abwesenheit des wildtypischen pplp2-
Genlokus wurden durch eine diagnostische PCR verifiziert (Abb. 3.7B). Als Negativkontrolle
wurde gDNS der parentalen WT NF54-Zelllinie als Matrize in der PCR verwendet. Die in der
PCR gewonnenen DNS-Fragmente vom 5‘- bzw. 3-Ende des pplp2-Integrationslokus
wurden zusatzlich sequenziert und in silico abgeglichen (Abb. A1A). Der Abgleich zeigte die
Integration des pplp2(-)-pCAM-BSD-Vektorkonstrukts in die entsprechende homologe
Region des WT-pplp2-Lokus. Die fehlende Expression von PPLP2 in Gametozyten der
PPLP2(-)-Zelllinie im Gegensatz zu WT-Parasiten wurde via IFA mit anti-PPLP2RP2
Antiserum demonstriert (Abb. 3.7C).
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2
WT = / : )Q@%

& | 1.
v &y y ' >
PPLP(- € # . ) P
( ) {’ - _ } !J ' -

Abb. 3.8 Morphologie der asexuellen und sexuellen Blutstadien von PPLP2(-)-Parasiten [modifiziert nach Wirth et
al., 2014]. A Mit Giemsa gefarbte Blutausstriche von Ringstadien, Trophozoiten und friihen sowie spéten
Schizonten wurden mittels Hellfeldmikroskopie analysiert und mit WT-Parasiten verglichen. B Mit Giemsa
gefarbte Blutausstriche von Gametozyten der Stadien Il bis V sowie von Exflagellationszentren 15 min nach
Aktivierung (15° p.a.) wurden lichtmikroskopisch analysiert und mit WT-Parasiten verglichen. Pfeile kennzeichnen
einzelne Mikrogameten, Sterne kennzeichnen Superflagellen. Der Malstab betragt 5 um.

Der morphologische Vergleich der PPLP2(-)-Blutstadien mit den Parasiten der parentalen
WT-Zelllinie wurde an Giemsa-gefarbten Blutausstrichen vorgenommen (Abb. 3.8A) [Wirth
et al., 2014]. Die asexuellen Ringstadien, Trophozoiten sowie friihe und spate Schizonten
der beiden Zelllinien wiesen keinerlei Unterschiede zueinander auf. Beim Vergleich der
verschiedenen Gametozyten-Entwicklungsstadien (Stadien 1I-V) wurden ebenfalls keine

Unterschiede zwischen Mutante und WT-Parasiten festgestellt. Nach Aktivierung reifer
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Gametozyten wurde bei PPLP2(-)-Parasiten das Fehlen typischer Exflagellationszentren
festgestellt. Wahrend bei Exflagellationszentren des WT der Residualkérper mit den noch
anhaftenden flagellenartigen Mikrogameten deutlich identifizierbar war, bildeten mannliche
PPLP2(-)-Gametozyten eine oder zwei dicke zytoplasmatische Ausstilpungen (Abb. 3.8B).
Diese Missbildungen wurden bereits als ,Superflagellen beschrieben [Deligianni et al.,
2013].
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Abb. 3.9 PPLP2(-)-Parasiten sind in ihrer Ubertragung auf den Miickenvektor blockiert, Behandlung mit
Equinatoxinll (Eqtll) hebt diesen Effekt jedoch auf [modifiziert nach Wirth et al., 2014]. A Exflagellationsassay mit
WT- und PPLP2(-)-Gametozyten. Die Anzahl an Exflagellationszentren 15 min nach Aktivierung reifer PPLP2(-)-
Gametozyten ist prozentual im Bezug zum WT dargestellt (Mittelwert + SEM). ***p < 0,001 (Mann-Whitney Test,
N = 3). B Vergleichender Transmissionsassay mit WT- und PPLP2(-)-Gametozyten. Die Anzahl an PPLP2(-)-
Oozysten pro Mitteldarm wurde acht Tage nach der Blutmahlzeit mit der WT-Kontrolle verglichen. ***p < 0,001
(Mann-Whitney Test, N = 10-20). C Die Anzahl von Mikrogameten 15 min nach Aktivierung reifer Gametozyten
wurde fiir Eqtll-behandelte PPLP2(-)-Parasiten, DMSO-behandelte PPLP2(-)-Parasiten und Eqtll-behandelte WT-
Parasiten prozentual in Relation zur unbehandelten WT-Kontrolle gesetzt. Die Auszahlung wurde mittels IFA
durchgefiihrt. Parasiten wurden mit Antiserum gegen Pfs230 aus Kaninchen markiert und der prozentuale Anteil
von Mikrogameten aus allen Pfs230-positiven Parasiten bestimmt (Mittelwert + SEM). *p < 0,1 (Mann-Whitney
Test, N = 3). D Transmissionsassay mit Eqtll-behandelten Gametozyten. Die Anzahl an Oozysten von Eqtll-
behandelten PPLP2(-)- bzw. WT-Parasiten pro Mitteldarm wurde acht Tage nach der Blutmahlzeit mit der
jeweiligen unbehandelten Parasitenkontrolle verglichen. **p < 0,01; ***p < 0,001 (Mann-Whitney Test, N = 20).
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Die Exflagellationsfahigkeit der PPLP2(-)-Mikrogametozyten wurde via Exflagellationsassays
quantifiziert (Abb. 3.9A). Die Exflagellationsfahigkeit von aktivierten PPLP2(-)-Gametozyten
15 min nach ihrer Aktivierung war in Relation zu aktivierten WT-Mikrogametozyten um
98,9 % reduziert (***p < 0,001; Mann-Whitney Test). Dies fluhrte im Rahmen von SMFAs zu
einer signifikanten Reduktion der Infektion von An. stephensi-Weibchen durch PPLP2(-)-
Gametozyten. PPLP2(-)-Gametozyten wurden an weibliche An. stephensi-Moskitos in funf
unabhangigen Experimenten verfuttert (Abb. 3.9B; SMFAs wurden freundlicherweise von
Dr. Matthias Scheuermayer durchgefihrt). Die Anzahl der PPLP2(-)-Oozysten, welche 10-12
Tage nach Fltterung an der Darmauf3enseite identifiziert werden konnten, wurde mit der
Anzahl an Oozysten in WT-Kontroll-Futterungen verglichen. Alle SMFAs mit PPLP2(-)-
Gametozyten zeigten eine Reduktion der Oozystenanzahl um 87 bis 100 % mit ***p < 0,001
(Mann-Whitney Test) [modifiziert nach Wirth et al., 2014].

Ultrastrukturelle Eigenschaften von PPLP2(-)-Gametozyten vor und nach in-vitro-Aktivierung
wurden mittels TEM untersucht [Wirth et al., 2014]. Hierfir wurden PPLP2(-)- und WT-
Gametozyten 0/7/15 min nach ihrer Aktivierung fixiert und analysiert (Abb. 3.10; Aufnahmen
wurden freundlicherweise von Dr. Urska Repnik gemacht und zur Verfigung gestellt). Die
Auswertung ergab, dass nicht aktivierte WT-Gametozyten von drei Membranen umgeben
waren, der EM, der PVM und der PPM. Direkt unterhalb der PPM befand sich der IMC,
bestehend aus einer dicken Doppelmembran. Bei WT-Gametozyten fehlte bereits 7 min nach
ihrer Aktivierung die PVM und der IMC war nicht mehr durchgehend vorhanden. Die
umgebende EM wurde ungefahr 15 min nach erfolgter Aktivierung der Gametozyten zerstort
(Abb. 3.10A linke Spalte). Diese Beobachtungen stimmen mit friheren Berichten Uber den
sequentiellen Austritt der Gametozyten aus dem Erythrozyten (berein [Sologub et al., 2011].
Reife PPLP2(-)-Gametozyten wiesen vor ihrer Aktivierung eine mit WT-Parasiten
vergleichbare  Ultrastruktur auf, auch hinsichtlich der drei sie umgebenden
Membranschichten und des IMC (Abb. 3.10A rechte Spalte). Ebenfalls nennenswert ist die
Beobachtung optisch unauffélliger osmiophiler Kérperchen in PPLP2(-)-Gametozyten. Bei
Gametozyten 7 min nach ihrer Aktivierung war die PVM rupturiert und Fragmente der PVM
sowie der PVM entstammende Membranstapel wurden regelmafig gesichtet. Anders als bei
WT-Gametozyten zu diesem Zeitpunkt war das EZ bei PPLP2(-)-Gametozyten noch
vorhanden. Wahrend WT-Gametozyten 15 min nach ihrer Aktivierung bereits vollstandig aus
dem Wirtserythrozyten ausgetreten waren, blieben die PPLP2(-)-Parasiten innerhalb des
optisch intakten Erythrozyten gefangen (Abb. 3.10A rechte Spalte).

Ahnlich wie in WT-Gametozyten lag der IMC in aktivierten PPLP2(-)-Gametozyten in seiner
Auflésung begriffen vor und Axoneme von Mikrogameten wurden regelmaRig gesichtet. Der
Arrest aktivierter PPLP2(-)-Gametozyten innerhalb der EM wurde bei Parasiten beider
Geschlechter beobachtet (Makrogametozyt: Abb. 3.10B; Mikrogametozyt: Abb. 3.10C). In
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einigen Fallen wurden in TEM-Proben aktivierter PPLP2(-)-Mikrogametozyten Superflagellen
gesichtet (Abb. 3.10C). Diese bestanden aus einem Blindel Axoneme, welche sowohl von
PPM, als auch von EM umgeben waren. EZ war zwischen den umgebenden Membranen der
Superflagellen ebenfalls vorhanden.

PPLP2(-)

Abb. 3.10 Aktivierte PPLP2(-)-Gametozyten stecken im Erythrozyten fest [modifiziert nach Wirth et al., 2014]. A
TEM-Untersuchungen reifer PPLP2(-)-Gametozyten 0/7/15° p.a. im Vergleich zu WT-Gametozyten. Sterne (*)
markieren OKs. Axoneme (Ax) sind ein Merkmal mannlicher Gametozyten. B Ultrastruktur eines aktivierten
weiblichen PPLP2(-)-Gametozyten 15° p.a.. C Ultrastruktur des Superflagellums. Ein Blndel von acht Axonemen
ist im Querschnitt eines PPLP2(-)-Gametozyten (GZ) 15° p.a. zu sehen. Die Ergebnisse in A-C sind reprasentativ
fur drei unabhangige Experimente. Ax, Axoneme; EM, Erythrozytenmembran; EZ, Erythrozytenzytoplasma; IMC,
Innerer Membrankomplex; MT, Mitochondrium; N, Nukleus; NV, Nahrungsvakuole; p.a., nach Aktivierung; PDM,
der PVM entstammende Membranstapel; PVM, Parasitophore Vakuolenmembran; SF, Superflagellum. Der
Mafstab betragt 500 nm (A) bzw. 1 ym (B, C).
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Abb. 3.11 EM-Permeabilisierung steht im Zusammenhang mit der Gametozytenfreisetzung aus dem Erythrozyten
[modifiziert nach Wirth et al., 2014]. A Vergleich der Hamoglobinabgabe von aktivierten PPLP2(-)- bzw. WT-
Gametozyten. Im Uberstand aktivierter PPLP2(-)- sowie WT-Gametozyten wurde 45' p.a. freigesetztes
Hamoglobin als ODa4gs gemessen und in einen prozentualen Zusammenhang gesetzt. Als maximale Hamoglobin-
Freisetzung wurde der Wert Saponin-lysierter WT-Gametozyten als 100 % festgesetzt. Der Versuch wurde
jeweils als Triplikat durchgefihrt (Mittelwert + SEM). *p < 0,1 (Mann-Whitney Test, N = 3). B
Exflagellationsinhibitionsassay mit Tetronic® 90R4. Gametozyten, welche vor ihrer Aktivierung mit Tetronic®
90R4 (zwischen 5 und 30 mg/ml) behandelt wurden, wurden auf ihre Exflagellationsfahigkeit untersucht. Als
Kontrolle wurden Gametozyten mit dem entsprechenden Volumen an ddH20O vorbehandelt (auf 100 %
festgesetzt). Der Versuch wurde jeweils als Triplikat durchgefiihrt (Mittelwert £ SEM). C Ultrastrukturelle Analyse
von mit Porenversiegler Tetronic® 90R4 behandelten aktivierten WT-Gametozyten. Transmissionselektronische
Analyse mit Tetronic® 90R4 behandelter Gametozyten 15' p.a.. Die Ergebnisse sind reprasentativ fir zwei
unabhangige Experimente. EM, Erythrozytenmembran; EZ, Erythrozytenzytoplasma; IMC, Innerer
Membrankomplex; N, Nukleus; NV, Nahrungsvakuole; p.a., nach Aktivierung; PDM, PVM-abstdmmige
Membranschichten; PPM, parasitdre Plasmamembran; PVM, parasitophore Vakuolenmembran. Der Malistab
betragt 1 ym.

Resultierend aus den im Rahmen der TEM-Analyse gemachten Beobachtungen, dass
aktivierte PPLP2(-)-Gametozyten in der EM gefangen blieben, wurde untersucht, ob eine
Entfernung der EM die Entwicklungsblockade der Parasiten aufheben kann [modifiziert nach

Wirth et al., 2014]. Hierfur wurde Equinatoxin Il (Eqtll) verwendet, ein porenbildendes Toxin,
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welches selektiv die Membran P. falciparum infizierter Erythrozyten permeabilisiert, jedoch
keinen Effekt auf die PVM hat [Jackson et al., 2007]. Eqtll wurde bereits erfolgreich zur
Aufhebung des Arrests von PPLP2(-)-P. berghei-Gametozyten im Erythrozyten verwendet
[Deligianni et al, 2013]. Fur mit Eqtll behandelte PPLP2(-)- und WT-P. falciparum-
Gametozyten wurde 15 min nach ihrer Aktivierung mittels IFA die Anzahl an freien
Mikrogameten bestimmt (Abb. 3.9C). Als Kontrolle wurden Gametozyten beider Zelllinien mit
DMSO behandelt. Die Anzahl an freien Mikrogameten stieg in Eqtll-behandelten PPLP2(-)-
Gametozyten mit 119 + 1 % signifikant an (Mittelwert + SEM; *p < 0,1, Mann-Whitney Test)
im Vergleich zur DMSO Kontrolle (52 +4 %, p 2 0,05; Mittelwert + SEM, Mann-Whitney
Test). Auf die Fahigkeit zur Exflagellation von WT-Gametozyten hatte die Behandlung der
Parasiten mit Eqtll keinen Effekt (99 + 3,5 %, p = 0,05; Mittelwert + SEM, Mann-Whitney
Test). Wie erwartet, war in SMFAs nach Eqtll-Behandlung auch ein Anstieg der Anzahl an
Oozysten zu beobachten (Abb. 3.9D; SMFAs wurden freundlicherweise von Dr. Matthias
Scheuermayer durchgefuhrt), welche an der DarmaulRenseite gefunden wurden (Experiment
1: ***p < 0,001; Experiment 2: **p < 0,01; Mann-Whitney Test). Diese Resultate zeigen, dass
der durch den Funktionsverlust von PPLP2 hervorgerufene phanotypische Effekt Uber die
kunstliche Permeabilisierung der EM teilweise aufgehoben werden kann.

Zur Validierung der Beobachtung aus den TEM-Analysen, dass das EZ wahrend des
gesamten Aktivierungsprozesses bei PPLP2(-)-Gametozyten vorhanden ist, wurde wahrend
der Aktivierung freigesetztes Hamoglobin quantifiziert (Abb. 3.11A). Hierfir wurde eine
vergleichbare Anzahl PPLP2(-)- und WT-Gametozyten aktiviert und nach 45 min wurde im
jeweiligen Uberstand die Menge an Hamoglobin durch photometrische Messung der
optischen Dichte bei einer Wellenlange von 405 nm ermittelt. Die Werte wurden relativ zur
vollstandig lysierten Saponin-Kontrolle angegeben. Das Experiment zeigte mit einer relativen
ODy4ps von 6+5% bei aktivierten PPLP2(-)-Gametozyten im Vergleich zu 1912 %
(Mittelwert £+ SEM) flr aktivierte WT-Gametozyten eine deutliche Reduktion der
Hamoglobinfreisetzung durch die mutierten Parasiten.

Zur Untersuchung der Notwendigkeit einer Permeabilisierung der EM fir den Austritt von
Gametozyten aus dem umgebenden Erythrozyten, wurden WT-Gametozyten mit dem
Porenversiegler Tetronic® 90R4 behandelt. Die behandelten Gametozyten wurden 15 min
nach ihrer Aktivierung in einem Exflagellationsassay mit unbehandelten Gametozyten
verglichen (Abb. 3.11B). Die Resultate zeigten eine konzentrationsabhangige Inhibierung
der Exflagellation in behandelten WT-Gametozyten mit einer mittleren inhibitorischen
Konzentration von 12,1 + 1,86 mg/ml. Dies deutet auf Membranpermeabilisierung als
essentiellen Bestandteil des Zellaustritts hin.

Die Morphologie von mit Tetronic® 90R4 behandelten Gametozyten wurde mittels TEM

untersucht (Aufnahmen wurden freundlicherweise von Dr. Urska Repnik gemacht und zur
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Verfugung gestellt). Wahrend behandelte, nicht aktivierte Gametozyten morphologisch
unauffallig waren (Daten nicht gezeigt), befanden sich die aktivierten und behandelten
Gametozyten 15 min nach ihrer Aktivierung noch immer im Erythrozyten (Abb. 3.11C). Die
Gametozyten waren dabei sich abzurunden, EM und EZ blieben jedoch intakt. In etwa 50 %
der mit Tetronic® 90R4 behandelten Gametozyten blieb auch die PVM intakt (N = 10;
Abb. 3.11C). Dies deutet auf eine mogliche Beeinflussung des PVM Zerfalls durch Tetronic®
90R4 hin.

3.3.Charakterisierung von PPLP4

3.3.1. Expressionsstudie zu PPLP4 in P. falciparum

Expressionsstudien zu PPLP4 wurden via IFAs in Trophozoiten, Blutschizonten und in
Gametozyten Stadium Il bis V durchgefihrt (Abb. 3.12) [Wirth et al. 2015]. Aulierdem
wurden in vitro gewonnene Makrogameten und Zygoten sowie aus infizierten Moskitos
isolierte Ookineten auf die Expression von PPLP4 hin untersucht. Zum Nachweis von PPLP4
wurde Antiserum gegen PPLP4RP2 verwendet. PPLP4 konnte in allen untersuchten Stadien
von P. falciparum immunohistologisch nachgewiesen werden. Das Farbungsmuster wies
dabei auf eine intrazelluldre Lokalisation von PPLP4 in vesikelartigen Strukturen hin. Im
Ookineten war hingegen eine deutlich apikale Lokalisation von PPLP4 zu beobachten. Die
asexuellen Blutstadien wurden durch Detektion von MSP1, Gametozyten durch Detektion
von Pfs230, Makrogameten durch Detektion von Pfs25 und sowohl Zygoten als auch
Ookineten durch Detektion von Pfs28 stadienspezifisch markiert. Das Ookinetenprotein
Pfs28 ist ein Paralog zu Pfs25 [Duffy und Kaslow, 1997].

Im Zuge der immunohistologischen Expressionsstudien fiel auf, dass nur eine Untergruppe
der Gametozyten PPLP4-positiv markiert wurde. Zur weiteren Untersuchung und
Quantifizierung wurden IFAs mit einer Doppelmarkierung reifer Gametozyten durchgefuhrt
(Abb. 3.13). Es wurde jeweils PPLP4 in Kombination mit entweder dem
geschlechtsunspezifischen Sexualstadienmarker Pfs230 [Williamson et al., 2003] oder mit
dem fur weibliche Gametozyten spezifischen Marker Pfs25 markiert [Pradel, 2007]. Die
Auszahlung ergab eine Expression von PPLP4 in 95,8 = 1,7 % der weiblichen, Pfs25
positiven, Gametozyten (Mittelwert £+ SEM in drei verschiedenen Experimenten; N = 150).
Von allen Pfs230-positiven Gametozyten waren 76,8 £+ 2,8 % (Mittelwert + SEM in drei
verschiedenen Experimenten; N = 200) ebenfalls PPLP4 positiv. Der Anteil an weiblichen
Gametozyten in diesem Datensatz betrug 80,0 + 4,3 % (Mittelwert £ SEM in drei
verschiedenen Experimenten; N = 250), berechnet als prozentualer Anteil Pfs25 positiver

Zellen von der Gesamtzahl an Gametozyten im Hellfeld [Wirth et al. 2015].
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PPLP4 Stadien Marker  Nukleus Uberlagerung
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Abb. 3.12 PPLP4 wird in allen Blutstadien und in den Mitteldarmstadien von P. falciparum exprimiert [modifiziert
nach Wirth et al., 2015]. Mittels IFA wurden Trophozoiten (TZ), Schizonten (SZ), unreife Gametozyten (GZIll bzw.
GZIV), reife Gametozyten (GZV), Makrogameten (MaG), Zygoten (ZG) und Ookineten (OK) analysiert. Antiserum
gegen PPLP4RP2 aus Maus (griin) wurde zum Nachweis von PPLP4 verwendet. Als stadienspezifische
Gegenmarkierung (rot) wurde zur Markierung von TZ und SZ Antiserum gegen MSP1, fir GZ Antiserum gegen
Pfs230, fir MaG Pfs25 und fir ZG sowie OK Antiserum gegen Pfs28 verwendet. Alle stadienspezifischen
Antiseren stammten aus Kaninchen. Nuklei wurden mit Hoechst 33342 gefarbt (blau). Ergebnisse sind

reprasentativ fur funf unabhangige Experimente. Der Mal3stab entspricht 5 um.
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PPLP4 Stadien Marker Mukleus  DIC Uberlagerung

Abb. 3.13 PPLP4 wird in Gametozyten geschlechtsspezifisch exprimiert [modifiziert nach Wirth et al., 2015]. Bei
IFAs unter Verwendung von Antiserum aus Maus gegen PPLP4RP2 (griin) in Kombination mit Antiserum aus
Kaninchen gegen das sexualstadienspezifische Oberflachenantigen Pfs230 (rot), waren 76,8 % der Pfs230-
positiven Gametozyten PPLP4-positiv. Weibliche Gametozyten, welche mit Antiserum gegen Pfs25 markiert
wurden (rot), waren zu 95,8 % positiv fur PPLP4. WeilRe Pfeile markieren PPLP4-negative Gametozyten. Die
Kernfarbung erfolgte mit Hoechst 33342, die Durchlichtaufnahme wurde mit Differentialinterferenzkontrast (DIC)
aufgenommen. Der Mal3stab betragt 5 um.
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3.3.2. Funktionsstudie zu PPLP4 mittels Gen-,,Knockout*

Zur funktionalen Charakterisierung von PPLP4 wurde eine PPLP4-defiziente (PPLP4(-))
Zelllinie generiert [Wirth et al. 2015]. Via ,single cross-over‘ Rekombination mit dem pCAM-
BSD-Plasmid wurde der WT-pplp4-Genlokus am N-Terminus innerhalb der MACPF-Doméane
unterbrochen (Abb. 3.14A). Nach erfolgreicher Integration des Plasmids in den pplp4-
Genlokus, wurden mittels limitierender Verdinnung zwei klonale Zelllinien isoliert. Die
Zelllinien wurden PPLP4(-)1C10 und PPLP4(-)2D6 benannt. Die Unterbrechung des
Genlokus, sowie die Abwesenheit des WT-pplp4-Genlokus wurden fir beide Zelllinien durch
diagnostische PCR bestatigt (Abb. 3.14B). Als Negativkontrolle wurde gDNS der parentalen
NF54-Zelllinie als Matrize in der PCR eingesetzt. Die in der PCR gewonnenen DNS-
Fragmente vom 5- bzw. 3‘-Ende des pplp4-Integrationslokus beider klonaler Zelllinien
wurden zusatzlich sequenziert und in silico abgeglichen (Abb. A1B/C). Der Abgleich zeigte
in beiden Fallen die Integration des pplp4(-)-pCAM-BSD-Vektorkonstrukts in die
entsprechende homologe Region des WT-pplp4-Lokus. Die fehlende Expression von PPLP4
in Gametozyten der PPLP4(-)1C10- und PPLP4(-)2D6-Zelllinien im Vergleich zu WT-
Parasiten wurde via IFA mit anti-PPLP4RP2 Antiserum demonstriert (Abb. 3.13C) [Wirth et
al. 2015].

Zum morphologischen Vergleich der PPLP4(-)1C10- und PPLP4(-)2D6-Blutstadien mit den
Parasiten der parentalen WT-Zelllinie wurden Giemsa-gefarbte Blutausstriche mittels
Hellfeldmikroskopie ausgewertet (Abb. 3.15) [Wirth et al. 2015]. Sowohl die asexuellen
Ringstadien, Trophozoiten und Blutschizonten, als auch die Gametozyten Stadien Il bis V
wiesen Kkeinerlei optische Veranderung in GroRe und Form im Vergleich zum WT auf.

Ebenso wurden in Ausstrichen aktivierter Gametozytenkulturen beider PPLP4(-)-Zelllinien
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15 min nach ihrer Aktivierung ausschlie8lich wildtypisch ausgepragte Exflagellationszentren
beobachtet (Abb. 3.15). Diese Ergebnisse legen nahe, dass PPLP4(-)-Parasiten keine

phanotypischen Veranderungen ihrer Morphologie in den Blutstadien aufweisen.
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Abb. 3.14 Herstellung einer PPLP4(-)-Zelllinie [modifiziert nach Wirth et al, 2015]. A Schema der
Versuchsstrategie zur ,Single-crossover homologen Rekombination. Nummerierte Pfeile markieren die Position
der Oligonukleotide, welche zur Bestatigung einer Integration des Vektors pplp4(-)-pCAM-BSD verwendet
wurden. B Nachweis der Plasmidintegration in das Parasiten-Genom durch diagnostische PCR fir die zwei
klonalen pplp4(-)-Zelllinien pplp4(-)1C10 und pplp4(-)2D6. Amplifikation spezifischer PCR-Fragmente fir
Oligonukleotide 1 und 4 (siehe A) sowie 2 und 3 zeigen 5'- bzw. 3‘- Integration von pplp4-pCAM-BSD in den WT
Genlokus an. Amplifikation mit Oligonukleotiden 3 und 4 wurde fir den Nachweis episomalen Plasmids
durchgefiihrt, der Nachweis von WT-pplp4-Genlokus erfolgte mit den Oligonukleotiden 1 und 2. Die WT-Kontrolle
ist negativ fir den Nachweis von episomalem Plasmid und positiv fir WT-pplp4-Lokus. Ergebnisse sind
reprasentativ flr vier unabhangige Experimente. C Inkubation von PPLP4(-)1C10 und PPLP4(-)2D6-Gametozyten
mit Antiserum gegen PPLP4RP2 aus Maus (grun). Die Gametozyten wurden mit Antiserum gegen Pfs230 aus
Kaninchen markiert (rot), Zellkerne wurden mit Hoechst 33324 gefarbt. Ergebnisse sind reprasentativ fir zwei
unabhangige Experimente. Der Mal3stab betragt 5 um.
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Abb. 3.15 Die Morphologie der asexuellen und sexuellen Blutstadien von PPLP4(-)-Parasiten [modifiziert nach
Wirth et al., 2015]. A Mit Giemsa gefarbte Blutausstriche von Ringstadien, Trophozoiten und frilhen sowie spaten
Schizonten der klonalen Zelllinien PPLP4(-)1C10 und 2D6 wurden mittels Hellfeldmikroskopie analysiert und mit
WT-Parasiten verglichen. B Mit Giemsa gefarbte Blutausstriche von Gametozyten der Stadien Il bis V, sowie von
Exflagellationszentren 15 min nach Aktivierung (15° p.a.) der klonalen Zelllinien PPLP4(-)1C10 und 2D6 wurden
lichtmikroskopisch analysiert und mit WT-Parasiten verglichen. Pfeile kennzeichnen einzelne Mikrogameten. Der
MalRstab betragt 5 ym.

Mittels vergleichendem Exflagellationsassay wurde die Fahigkeit reifer PPLP4(-)-
Gametozyten motile Mikrogameten zu bilden im Vergleich zum WT-Parasitenstamm evaluiert
(Abb. 3.16) [modifiziert nach Wirth et al. 2015]. Dieses Experiment zeigte keine Veranderung
im Phanotyp der PPLP4(-)-Parasiten wahrend der Exflagellation reifer Gametozyten.
PPLP4(-)1C10-Gametozyten wiesen 15 min nach ihrer Aktivierung im Vergleich zur WT-
Kontrolle 95 £ 2,5 % (p = 0,05) Exflagellationszentren auf, PPLP4(-)2D6-Gametozyten zum
selben Zeitpunkt 98 + 13 % (p = 0,05; Mittelwert + SEM, Friedman Test; reprasentativ fur
zwei unabhangige Experimente).

Nach dem Einsatz reifer Gametozyten beider PPLP4(-)-Zelllinien in SMFAs zeigte sich

jedoch im Vergleich zur WT-Kontrolle eine signifikante Reduktion der Oozystenanzahl in den
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Moskitos (Abb. 3.16B; SMFAs wurden freundlicherweise von Dr. Matthias Scheuermayer
durchgeflihrt) [modifiziert nach Wirth et al. 2015]. Entsprechend war die Infektionsrate durch
PPLP4(-)-Parasiten in den Moskitos deutlich reduziert. Reife PPLP4(-)1C10-Gametozyten
zeigten eine Reduktion der Oozystenentwicklung um 100 % (Experimente 1 und 4).
PPLP4(-)2D6-Gametozyten zeigten ebenfalls eine vollstdndige Blockierung der
Oozystenbildung in den Experimenten 3 und 4, in Experiment 2 wurde eine Reduktion um
98 % im Vergleich zur WT-Kontrolle (***p < 0,001; Mann-Whitney Test) beobachtet.

A B
120 i
=
i | '|' .
E 100 I l X 2
E | s . By
ﬁ 8[] g - el o
C E -
S 60 - . c | ,
g W "‘- ™ ;.
S 40 - | B E‘m--‘- i :
m P .
UQ & % '. : é
E 20 1 e ™ :.L e -
% - —alh-
N . . . ﬂ-—o—Q—ﬁ—.—‘—.—v—H—
=T e ] i ] o ey a el
& & ST EL LS
& e W AT L Sl i s
.'é\+ Q\? Qq\, & v g g & &
Q
c Exp.1 Exp.2 Exp.3 Exp.4
*
*
00 T
EGUU J
E 500 I
£ 400 [
5
S 300 —
T 200 -
[ |
[
=T 100 - —
0 ; . .
@ @ o
x& r\d\ {"fq
& n A
IS W (8
+ \g“‘ \3
& & &K

Abb. 3.16 PPLP4(-)-Parasiten sind in ihrer Ubertragung auf die Miicke blockiert [modifiziert nach Wirth et al.,
2015]. A Die Anzahl an Exflagellationszentren reifer PPLP4(-)-Gametozyten 15 min nach ihrer Aktivierung ist im
Vergleich zum WT (auf 100 % gesetzt) ohne signifikanten Unterschied (p = 0,05; Mittelwert + SEM, Friedman
Test; N = 3). B Die Anzahl an Oozysten pro Mitteldarm ist nach erfolgter Infektion von An. stephensi-Moskitos mit
PPLP4(-)-Gametozyten (klonale Zelllinien PPLP4(-)1C10 und PPLP4(-)2D6) mittels SMFA im Vergleich zur WT-
Kontrolle signifikant reduziert. ***p < 0,001 (Mann-Whitney Test, N = 20). C 24h nach Infektion von An. stephensi-
Moskitos mit PPLP4(-)-Gametozyten (klonale Zelllinien PPLP4(-)1C10 und PPLP4(-)2D6) bzw. der WT-Kontrolle
mittels SMFA, wurden in IFAs von jeweils finf Mittelddrmen zusammen Ookineten quantifiziert. Fir die
Visualisierung der Mitteldarmstadien wurde Antiserum gegen Pfs28 aus Kaninchen verwendet. Die Anzahl an
Ookineten in der WT-Kontrolle wurde auf 100 % festgelegt, im Vergleich hierzu war die Anzahl an Ookineten der
PPLP4(-)-Zelllinien deutlich erhéht; *p < 0,1 (Mann-Whitney Test, N = 3).
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| - AR ISR E
Abb. 3.17 Untersuchung reifer PPLP4(-)-Gametozyten 0 min (0°) und 15 min (15°) p.a. mittels TEM zeigt keine
ultrastrukturelle Abweichung zu WT-Gametozyten [modifiziert nach Wirth et al., 2015]. Axoneme sind ein Merkmal
mannlicher Gametozyten. Die Ergebnisse sind reprasentativ fir zwei unabhéangige Experimente. Ax, Axoneme;
EM, Erythrozytenmembran; EZ, Erythrozytenzytoplasma; IMC, Innerer Membrankomplex; N, Nukleus; NV,
Nahrungsvakuole; p.a., nach Aktivierung; PVM, Parasitophore Vakuolenmembran. Der Mafistab betragt 1 um
(Ubersichtaufnahme) bzw. 500 nm (Detailaufnahme).

Zur Analyse der ultrastrukturellen Eigenschaften der PPLP4(-)-Gametozyten vor und nach
in-vitro-Aktivierung wurden Proben mittels TEM untersucht (Abb. 3.17; Aufnahmen wurden
freundlicherweise von Prof. Gabriele Pradel gemacht und zur Verfligung gestellt) [Wirth et al.
2015]. Hierfur wurden reife Gametozyten der PPLP4(-)- und WT-Zelllinien unmittelbar vor
und 15 min nach ihrer Aktivierung fixiert und ausgewertet. Sowohl bei nicht aktivierten als
auch bei aktivierten Gametozyten der mutierten Zelllinie konnte kein ultrastruktureller
Unterschied zu WT-Gametozyten beobachtet werden. Nicht aktivierte Gametozyten waren
von den drei beschriebenen Membranen, der PPM, PVM und EM, umgeben und wiesen
einen optisch intakten IMC auf [Sologub et al., 2011]. Der Grof3teil der aktivierten PPLP4(-)-
Gametozyten war 15 min nach seiner Aktivierung aus dem Wirtserythrozyten ausgetreten
oder wies eine bereits gedffnete EM auf. Zu diesem Zeitpunkt hatte sich die PVM bereits
weitestgehend aufgelést und der IMC war groBtenteils abgebaut. Diese Beobachtung
bestatigte die unauffalligen Ergebnisse der Exflagellationsassays.

Zur weiteren Untersuchung, in welchem Entwicklungsschritt die PPLP4(-)-Parasiten nach
Aufnahme durch die Miicke stecken bleiben, wurde der Mitteldarminhalt von Moskitos 20 h
nach SMFA analysiert (Abb. 3.16C; SMFAs und Quantifizierung wurden freundlicherweise
von Dr. Matthias Scheuermayer durchgefuhrt) [Wirth et al. 2015]. Mittels IFA wurde die
Anzahl an vorhandenen Ookineten quantifiziert. Mit 587 + 87 % fur PPLP4(-)1C10 und 450 £
62 % fur PPLP4(-)2D6 relativ zur WT-Kontrolle (*p < 0,1; Mann-Whitney Test), wurde eine
5- bis 6-fach erhéhte Anzahl an Ookineten in Mittelddrmen von Moskitos gefunden, welche

mit den PPLP4(-)-Parasiten gefittert wurden. Durch die festgesetzte Gametozytamie in
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SMFAs ist dieser hohe Anstieg in der Ookinetenanzahl am wahrscheinlichsten durch eine

Akkumulation der Parasiten im Mitteldarm zu begrinden.
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4. Diskussion

Die Familie der MACPF-Proteine hat Vertreter in allen Reichen der Lebewesen, mit
Archaeen als einziger Ausnahme. Die charakteristische MACPF-Proteinstruktur ist
hochkonserviert und wurde urspringlich in Effektorproteinen des Immunsystems der
Saugetiere identifiziert. Perforin-1 und die C9-Komponente des ,Membrane attack complex®
(MAC) bilden oligomere Membranporen und initiieren so direkt oder indirekt die Lyse der
Zielzelle. Die Domane ist dabei an der Zusammenlagerung der Proteinmonomere und deren
Insertion in die Zielmembran beteiligt [Bhakdi et al., 1976; Podack und Konigsberg, 1984].
Fur die molekulare Infektionsforschung stellen MACPF-Proteine ein aulderst interessantes
Forschungsgebiet dar, da sie im Zuge der Interaktion zwischen Wirtsorganismus und
Pathogen von beiden Seiten zum eigenen Vorteil verwendet werden.

Im Stamm der Apikomplexa, bestehend aus obligatorisch intrazellulér replizierenden
Parasiten, kodieren, mit Ausnahme der Cryptosporidien, alle zugehdrigen Gattungen
mindestens ein MACPF-Protein. Das Genom von P. falciparum umfasst dabei finf potenziell
porenbildende Proteine, welche ,Plasmodium Perforin-like proteins“ (PPLP) 1 bis 5 genannt
werden [Kaiser et al., 2004]. Der komplexe Lebenszyklus dieses Parasiten mit wiederholtem
Wechsel der Wirtszelle und dem Wechsel zwischen menschlichem und Insektenwirt geben
Anlass zu der Hypothese, dass PPLPs an der Uberwindung diverser Membranbarrieren
beteiligt sind [zusammengefasst in Kafsack und Carruthers, 2010].

Zu Beginn dieser Arbeit war es bereits fur das Nagermalariamodell P. bergheii gelungen,
PbPLP1 eine Beteiligung an der Durchquerung der Kupfferschen Zellen, stationarer
Makrophagen im Epithel der Lebersinusoide, durch Sporozoiten nachzuweisen [Ishino et al.,
2005]. Die Charakterisierung von PbPLP3 und PbPLP5 zeigte eine essentielle Funktion
beider Proteine bei der Durchquerung des Mitteldarmepithels durch Ookineten in der Micke
[Kadota et al., 2004; Ecker et al., 2007]. Fir PbPLP1 und PbPLP3 konnte zudem eine
Speicherung in den Mikronemen des Parasiten nachgewiesen werden. Dank dieses
sekretorischen Organells am apikalen Ende der Zelle ist der Parasit in der Lage, die Proteine
streng reguliert und auf einer begrenzten Flache konzentriert einzusetzen [zusammengefasst
in Kafsack et al., 2010]. In P. falciparum gelang es Garg und Kollegen (2013) hingegen, fur
PfPLP1 eine Calcium-abhangige, potenziell membranolytische Bedeutung bei der
Permeabilisierung der EM im Zuge des Merozoitenaustritts aus reifen Blutschizonten
nachzuweisen. Neuesten Erkenntnissen in dem humanpathogenen Malariaerreger zufolge
durchqueren Sporozoiten zudem die Zellen im Schutze transienter Vakuolen, welche sich
von der parasitophoren Vakuole unterscheiden. Nahere Untersuchungen PfPLP1-defizienter
Sporozoiten ergaben, dass diese Parasiten die Vakuole nicht verlassen kdénnen und im

weiteren Verlauf durch Fusion mit wirtszelleigenen Lysosomen beseitigt werden [Risco-
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Castillo et al., 2015]. Eine Rolle der ApiPLPs nicht nur in invasiven Prozessen, sondern auch
bei der Membranruptur wahrend des Zellaustritts eines Parasiten, konnte wahrenddessen
lediglich in einem engen Verwandten von Plasmodium, Toxoplasma gondii, nachgewiesen
werden. Das homologe TgPLP1 ist an der Ruptur der PVM im Zuge des parasitaren
Zellaustritts beteiligt [Kafsack et al., 2009].

In der vorliegenden Arbeit wurden die funf PPLPs, insbesondere PPLP2 und PPLP4, auf ihre
potenzielle Funktion in den Zellaustrittstadien und wahrend der Transmission von

P. falciparum hin untersucht.

4.1. Aufbau und Expression der plasmodialen PPLPs

Basierend auf Suchalgorithmen der Datenbank Pfam 27.0 [Finn et al., 2014] kodiert das
Genom von P. falciparum funf MACPF-Proteine, PPLP1 bis 5. Die MACPF-Domane enthalt
charakteristischerweise das konservierte Aminosaureleitmotiv (Y/W)-X6-(F/Y)GTH(F/Y)-
X6-GG und ist typisch flr bekannte porenbildende Proteine, wie z. B. humanes Perforin-1
[zusammengefasst in Rosado et al., 2008; Garg et al., 2013]. Bei Perforin-1 befindet sich die
MACPF-Domane am N-Terminus der Aminosauresequenz, gefolgt von einer ,Epidermal-
Growth-Factor“-Domane (EGF) und der C-terminalen C2-Doméane. Die C2-Doméne
vermittelt in Abhangigkeit von Calcium eine initiale Bindung von Perforin-1 an die
Zielmembran [Law et al., 2010].

Im Gegensatz zu Perforin-1 befinden sich die MACPF-Domanen der plasmodialen PLPs im
Zentrum der jeweiligen Proteinsequenz und es konnten weder EGF- noch C2-Domanen
identifiziert werden [Garg et al., 2013; Wirth et al., 2014]. Die MACPF-Domanen der PPLPs
umfassen neben dem konservierten Aminosaureleitmotiv jeweils zwei a-Helix-Bundel, fur
welche, in Anlehnung an deren Funktion in Perforin-1, eine wichtige Rolle bei der
Porenbildung vorhergesagt wird [Garg et al., 2013]. Trotz fehlender C2-Domane gibt es
zudem Anhaltspunkte flr eine calciumabhangige Sekretion und Funktionsweise von PPLP1
und PPLP2: Wahrend bei PPLP1 experimentelle Daten mit nativem und rekombinantem
Protein auf eine calciumregulierte hamolytische Funktionsweise des Proteins hindeuten
[Garg et al., 2013], deutet bei PPLP2 bisher lediglich die vorhergesagte 3D-Struktur des
C-Terminus eine calciumabhangige Funktionsweise des plasmodialen MACPF-Proteins an
[Wirth et al., 2014]. Zusatzlich wurde in allen funf MACPF-Proteinen ein N-terminales
Signalpeptid vorhergesagt [SignalP 4.1; Petersen et al., 2011]. Somit erfullen die Proteine
die Grundvoraussetzung fur eine auf Sekretion des Idslichen Proteins beruhende
Funktionsweise.

Die Daten der Expressionsanalysen zu PPLP1 bis 5, basierend auf reverser Transkriptase
PCR (RT-PCR) und IFAs, weisen teilweise eine Diskrepanz zwischen Transkriptions- und
Translationsrate dieser Gene auf. Wahrend interessanterweise alle funf PPLPs in

Blutschizonten und, mit Ausnahme von PPLP3, auch in aktivierten Gametozyten auf
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Proteinebene nachgewiesen werden konnten, war es uns mit der eingesetzten Menge an
stadienspezifischer RNS nur méglich, pplp7-Transkript in unreifen und reifen Gametozyten
zu detektieren. Garg und Kollegen (2013) gelang es jedoch im Rahmen ihrer
Untersuchungen zur Rolle von PPLP1 beim Austritt der Merozoiten aus dem Blutschizonten
in geringer Menge Transkript des Gens auch in asexuellen Blutstadien nachzuweisen.
PPLP1-Protein liegt jedoch nachweisbar und in ausreichender Menge vor, um eine
essentielle Funktion bei der Membranruptur im Schizonten zu erfiillen. Dies weist zum einen
auf eine sehr niedrige Transkriptionsrate des pplp7-Gens, zum anderen aber auch auf eine
strenge posttranskriptionale Regulation der Translations- bzw. Proteindegradationsrate hin
[zusammengefasst in de Sousa Abreu et al., 2009].

Gleiches gilt flr pplp4, welches auf Transkriptebene nur in sehr geringer Konzentration in
den asexuellen Blutstadien nachgewiesen werden konnte, obwohl die Konzentration des
zugehdrigen Proteins in Schizonten vergleichsweise hoch war.

PPLP3 hingegen zeigte im Vergleich zu den Ubrigen Mitgliedern der plasmodialen MACPF-
Proteinfamilie eine schwache Expression in Schizonten. In Gametozyten konnte PPLP3
immunhistologisch nicht detektiert werden. Auf Transkriptebene war eine Expression von
pplp3 jedoch in allen untersuchten Stadien nachweisbar. Dieser Unterschied zwischen
Transkriptions- und Translationsrate lasst sich durch eine mogliche aktive Herabregulierung
der Proteinexpression mit langer Halbwertszeit der dazugehoérigen mRNS erklaren.

Alle funf untersuchten plasmodialen MACPF-Proteine zeigten ein vesikulares
Expressionsmuster. Es ist bekannt, dass die I6slichen Perforin-1-Monomere in
zytoplasmatischen sekretorischen Granula der zytotoxischen T-Zellen gespeichert vorliegen
[zusammengefasst in Voskoboinik und Trapani, 2006]. Dies ermdglicht, zum Schutz der Zelle
vor friihzeitiger Porenbildung, die Lagerung der Proteine bis zu ihrem Einsatz bei einem nicht
physiologischen pH-Wert von 4,9 bis 5,2. Erst beim Eintritt der Monomere in eine pH-
neutrale Umgebung, gekoppelt mit einem Anstieg der Calciumkonzentration, kommt es zur
Porenbildung [zusammengefasst in Voskoboinik und Trapani, 2006]. Im Hinblick auf die
strukturellen Ahnlichkeiten zwischen dem humanen Perforin-1 und den plasmodialen PLPs
kann fir die vesikuldare Speicherung der PPLPs im Parasiten eine vergleichbare

Eigenschutzfunktion angenommen werden.

4.2. PPLP2 wahrend des Zellaustritts der Gametozyten
Durch IFAs konnte eine Proteinexpression von PPLP2 in den asexuellen Blutstadien sowie in
Gametozyten beider Geschlechter nachgewiesen werden. Dabei konnte gezeigt werden,
dass PPLP2 in vesikelartigen Zellorganellen asexueller und sexueller Blutstadien
gespeichert wird. Wahrend diese Vesikel in reifen Gametozyten etwa 5 min nach erfolgter
in-vitro-Aktivierung in unmittelbare Nahe zur PPM verlagert werden, konnte eine solche

Relokalisation des Proteins in reifen Schizonten kurz vor der EM-Ruptur nicht beobachtet
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werden. Dies entspricht den Beobachtungen von Garg und Kollegen (2013), dass PPLP1,
jedoch nicht PPLP2, in reifen P. falciparum Schizonten aus den Mikronemen sezerniert und
anschlieend an die Hullmembranen verlagert wird.

Lange Zeit waren osmiophile Kérperchen die einzigen bekannten, am Zellaustritt beteiligten,
Sekretionsorganellen in Gametozyten. Wahrend osmiophile Kérperchen hauptsachlich in
weiblichen Gametozyten vorkommen, konnten inzwischen auch sogenannte mannliche
osmiophile Kérperchen identifiziert werden [Sinden, 1982; Aikawa et al., 1984; Olivieri et al.,
2015]. Die Ruptur der PVM in aktivierten weiblichen Gametozyten wurde bislang mit der
Anwesenheit von osmiophilen Korperchen in Verbindung gebracht, welche sich wahrend der
Aktivierung an die PPM verlagern, um anschlielend ihren Inhalt in das Lumen der
parasitophoren Vakuole zu entleeren. Unterhalb der Membrandéffnungen der ruptierten PVM
konnen Anhdufungen der osmiophilen Korperchen beobachtet werden. Die Vesikel
verschwinden innerhalb von 2 min nach Aktivierung der Gametozyten, zeitgleich mit
Auflésung der PVM [Sologub et al., 2011]. Gametozyten, welche eine Defizienz des flur
osmiophile Kdérperchen spezifischen Proteins Pfg377 aufweisen, haben eine reduzierte
Anzahl dieser Organelle. Berichte Uber eine phanotypische Auswirkung dieses Defizits auf
den Zellaustritt von Makrogameten wurden jedoch zuletzt angezweifelt [Alano et al., 19953;
Severini et al., 1999; de Koning-Ward et al., 2008; Suaréz-Cortés et al., 2014]. Unumstritten
ist jedoch der Zusammenhang zweier weiterer Zellaustrittsmolekiile mit den osmiophilen
Korperchen, MDV-1/Peg3 [Furuya et al., 2005; Silvestrini et al., 2005; Lanfrancotti et al.,
2007; Ponzi et al., 2009] und GEST [Talman et al., 2011]. Bei Defizienz eines dieser beiden
Proteine in P. berghei kommt es zu einer Blockierung der PVM-Ruptur [Ponzi et al., 2009;
Talman et al., 2011]. Die kirzlich in P. berghei identifizierten mannlichen osmiophilen
Korperchen sind Pbg377-negativ, jedoch enthalten auch diese Organellen die zuvor
beschriebenen Zellaustrittsmolektle [Olivieri et al., 2015]. Diese Daten deuten an, dass die
Entleerung der osmiophilen Kérperchen und der mannlichen osmiophilen Kérperchen fir die
PVM-Ruptur eine wichtige Bedeutung hat. Wir konnten zeigen, dass PPLP2 auch in
Pfg377(-)-Gametozyten unverandert exprimiert wird. Dies lasst den Schluss zu, dass PPLP2
in anderen fir den Zellaustritt relevanten Vesikeln als den Pfg377-positiven osmiophilen
Kdrperchen gespeichert wird.

Die essentielle Bedeutung eines Calciumanstiegs fir die EM-Lyse durch PPLP1 konnte
bereits von Garg und Kollegen (2013) gezeigt werden. Merozoiten sekretieren bei hohen
Calciumkonzentrationen mehr PPLP1 in ihre Umgebung, wahrend unter dem Einfluss des
Ca2+-Komplexbildners BAPTA-AM die PPLP1-Sekretion eingestellt wurde.
Interessanterweise scheinen calciuminduzierte Signalkaskaden in Gametozyten erst nach
Zerstorung der PVM einen Effekt zu haben, da BAPTA-AM zwar ein Abrunden der
Gametozyten verhindert, jedoch nicht die Ruptur der PVM [McRobert et al., 2008; Sologub et
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al., 2011]. Ubereinstimmend mit diesen Erkenntnissen konnten wir zeigen, dass PPLP2-
positive Vesikel in aktivierten Gametozyten unter Einwirkung des Ca2+-Komplexbildners
weder relokalisieren, noch ihren Inhalt in die Wirtszelle entleeren. Zudem bleibt das EC
erhalten [Wirth et al., 2014]. Die Ergebnisse belegen, dass die Entleerung der PPLP2-
positiven Vesikel erst nach Ruptur der PVM, jedoch vor Offnung der EM erfolgt und von einer
hohen intrazellularen Calciumkonzentration abhangig ist.

Fur die funktionale Charakterisierung von PPLP2 wurde im Rahmen dieser Arbeit eine
PPLP2(-)-Zelllinie generiert und analysiert. Der Austritt der intraerythrozytadren Merozoiten
aus dem Erythrozyten beinhaltet die Fragmentierung und anschlieRende Vesikelbildung der
EM nach explosionsartiger Freisetzung der Merozoiten aus dem infizierten Erythroyten am
Ende eines Replikationszyklus [Glushakova et al., 2005]. Der hinter diesem Prozess
stehende Mechanismus ist bisher nicht vollstandig verstanden, jedoch beinhaltet er den
fortschreitenden Verdau des erythrozytaren Zytoskeletts [Chandramohanadas et al., 2009;
Glushakova et al., 2009] und die der Membranruptur vorangehende Permeabilisierung der
EM [Glushakova et al., 2010; Garg et al., 2013]. Eine Rolle von PPLP2 bei der
Membranpermeabilisierung und -reorganisation wahrend des Merozoitenaustritts konnte in
einer vergleichenden Studie zwischen PPLP2(-) Parasiten und WT-Parasiten nicht
festgestellt werden [Wirth et al., 2014]. Es konnten weder Anomalien wahrend der
Merozoiteninvasion eines Erythrozyten, noch wahrend der intraerythrozytaren Entwicklung
zum Schizonten oder dem Zellaustritt der Merozoiten festgestellt werden. Ein essentieller
Einfluss von PPLP2 auf Invasions- bzw. Zellaustrittsprozesse der Merozoiten konnte so
ausgeschlossen werden [Wirth et al., 2014].

Im Gegensatz zum schnellen Zellaustritt der Merozoiten aus dem Wirtserythrozyten handelt
es sich beim Zellaustritt der Gametozyten um einen langsamen Prozess. Obwohl die PVM
mit einer zeitlichen Verzdgerung von nur etwa 1 min nach Aktivierung verhaltnismaRig
schnell rupturiert, bleiben die Parasiten fur weitere 10 min von der EM bedeckt und verlassen
den Erythrozyten erst, nachdem sich die Gameten vollstandig entwickelt haben [Sologub et
al., 2011]. Diese zeitliche Verzogerung im Zellaustrittsprozess gestattet den sich
entwickelnden Gameten mdglicherweise, sich an die Gegebenheiten im Moskitomitteldarm
zu adaptieren. So konnte gezeigt werden, dass sich im Anschluss an die
Gametozytenaktivierung das plasmodiale Transmembranprotein PFGAP50 aus dem IMC an
die Oberflache des Parasiten, die PPM, verlagert [Simon et al., 2013]. Erst nach
Relokalisation von PfGAP50 beenden die Gameten ihren Zellaustritt. PFGAP50 ermdglicht es
den neu gebildeten Gameten einen in der Blutmahlzeit mitenthaltenen Regulator des
Komplementsystems, Faktor H, zu binden. Auf diese Weise entgehen die Gameten einer
Lyse durch die ebenfalls mit der Blutmahlzeit in den Mickendarm gelangten humanen

Komplementfaktoren. Es hat den Anschein, als wirde der Schutz durch die EM den

-79-



Diskussion

Gametozyten genigend Zeit verschaffen, um sich in fertile Gameten weiterzuentwickeln,
welche in der Lage sind, sich gegen im Blut enthaltene Immunfaktoren zu verteidigen.

In Ubereinstimmung mit der verzégerten Ruptur der EM konnte etwa 5 min nach Aktivierung
der Gametozyten und nach erfolgter Zerstérung der PVM, eine Relokalisation der PPLP2-
positiven vesikelartigen Strukturen in die Peripherie der Gametozyten beobachtet werden. In
Einklang mit diesen Beobachtungen konnten PPLP2(-)-Gametozyten zwar die PVM
rupturieren, jedoch nicht die EM, wodurch die Parasiten im Transmissionsprozess blockiert
wurden. Dies fuhrt zu der Folgerung, dass die PVM-Ruptur nicht von PPLP2 beeinflusst wird.
Vergleichbare Ergebnisse wurden auch von Deligianni und Kollegen (2013) im
Nagermalariamodell erzielt. Sie berichteten, dass PPLP2(-)-P. berghei-Gametozyten nicht in
der Lage waren, die EM im Zuge des Zellaustritts zu permeabilisieren, wahrend die Ruptur
der PVM unbeeinflusst blieb. Anders als in P. falciparum wird PPLP2 in P. berghei nur in
mannlichen Gametozyten exprimiert und ist somit nur fir den Zellaustritt mannlicher
Gametozyten von Bedeutung [Deligianni et al., 2013]. Die Entwicklung von PPLP2(-)-
Gametozyten beider Geschlechter verlief unauffallig. Durch kiinstliche Permeabilisierung der
EM erlangten die Gameten teilweise ihre Fertilitdt wieder und konnten die Transmission zur
Micke durchlaufen. Sowohl bei P. falciparum als auch bei P. berghei wurden in einigen
Fallen in vitro missgestaltete Mikrogameten beobachtet, bei denen sich die einzelnen
Axoneme zu Superflagellen zusammengelagert hatten. Dies wurde auf den fehlkoordinierten
Austritt der Axoneme aus dem Zytoplasma des gametozytiaren Residualkérpers
zurtickgefihrt [Deligianni et al., 2013].

Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass reife Gametozyten unfahig waren
aus dem Wirtserythrozyten auszutreten, wahrend auch das EZ nach Aktivierung der
Gametozyten nicht aus dem infizierten Erythrozyten entweichen konnte. Sowohl die
PPLP2(-)-Gametozyten, als auch das EZ verblieben innerhalb der Wirtszelle und konnten in
Ultradiinnschnitten mittels Transmissionselektronenmikroskopie beobachtet werden. In WT-
Gametozyten hingegen verschwindet das EZ etwa 5 min nach Aktivierung, folglich mehrere
Minuten vor Ruptur der EM [Sologub et al., 2011]. Zudem setzten aktivierte PPLP2(-)-
Gametozyten weniger Hamoglobin in das umgebende Medium frei als WT-Gametozyten.
Diese Resultate lassen den Schluss zu, dass nach Aktivierung der Gametozyten PPLP2 die
EM permeabilisiert und somit in der Freisetzung des EZ in die Umgebung resultiert.
Interessanterweise konnte bereits in friheren Studien zum gametozytaren Zellaustritt
beobachtet werden, dass die Behandlung der Parasiten mit den Proteaseinhibitoren E64d
und TLCK die Ruptur der PVM bzw. EM verhinderte, jedoch in beiden Fallen das EZ
dennoch verschwand [Sologub et al., 2011]. Diese Befunde flihren zu der Schlussfolgerung,

dass die Ruptur der PVM, die Permeabilisierung der EM mit Austreten des EZ und die
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Ruptur der EM drei aufeinanderfolgende, zugleich jedoch unabhangig gesteuerte Ereignisse
sind [Wirth et al., 2014].

Die Blockierung der Gametogenese sowie die Transmission der PPLP2(-)-Gametozyten
konnte durch das porenbildende Toxin Equinatoxin Il teilweise rickgangig gemacht werden.
Durch Verabreichung des Membranporen verschlieRenden Copolymers Tetronic 90R4
wurden aktivierte WT-Gametozyten und das EZ innerhalb der Wirtszelle zuriickgehalten
[Wirth et al., 2014]. Diese Beobachtungen liefern weitere Belege fir eine essentielle Rolle
der EM-Permeabilisierung wahrend des gametozytaren Zellaustritts. Zur weiteren
Unterstitzung dieser These konnte gezeigt werden, dass wenige Minuten nach Aktivierung
von WT-Gametozyten, jedoch bereits mehrere Minuten vor Ruptur der EM, die EM
durchlassig flr extrazellulares Phalloidin wird. In PPLP2(-)-Gametozyten konnte diese
Permeabilisierung hingegen nicht beobachtet werden [Wirth et al., 2014]. Der letzte Beweis
fur eine direkte Beteiligung von PPLP2 an der Permeabilisierung der EM wurde durch den
Nachweis erbracht, dass rekombinantes PPLP2 konzentrationsabhangig Erythrozyten lysiert
[Wirth et al., 2014].

0 < 1min 2 min <5 min

TV, +XA

Abb. 4.1 Hypothetisches
Modell des Zellaustritts
aktivierter P. falciparum
Gametozyten aus dem

Erythrozyten. Der
geschatzte zeitliche
— PPM %  Osmiophile ¢ PVM-rupturrelevante Ablauf wird angedeutet.
—  PVM Korperchen Molekile T, Temperatur, XA,
— EM @ Zellaustrittrelevante ® PPLP2 XanthL.Jr.ensaure .
— IMC Vesikel Cystein/Serin Proteasen [modifiziert aus Wirth et
al., 2014].

Im Hinblick auf die vorhandenen Daten zu den molekularen Mechanismen des
gametozytaren Zellaustritts des Malariaerregers P. falciparum wird folgendes hypothetisches

Modell vorgeschlagen (Abb. 4.1): Der reife Gametozyt erfahrt nach seinem Wirtswechsel
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Umweltreize, wie z. B. das Vorhandensein von Xanthurensdure im Moskitomitteldarm, sowie
eine Temperatursenkung. Diese Reize signalisieren dem Parasiten die Transmission vom
Menschen zur Muicke. Innerhalb von etwa 1 min nach seiner Aktivierung entleeren die
osmiophilen Kérperchen zellaustrittspezifische Moleklle wie GEST und MDV-1/Peg3 in das
Lumen der parasitophoren Vakuole und fiihren so zur Ruptur der PVM. Durch die im Zuge
der Aktivierung ansteigende intrazelluldre Calciumkonzentration entleeren Pfg377-negative
Vesikel ihren Inhalt inklusive PPLP2, in das EZ. PPLP2 oligomerisiert und flgt sich unter
Bildung einer Membranpore in die EM ein. Etwa 5 min nach Aktivierung wird die EM
durchlassig und das EZ wird ins Medium freigesetzt, wahrend gleichzeitig das erythrozytare
Zytoskelett durch Cystein/Serin-Proteasen geschwacht wird. In der Zwischenzeit hat sich der
aktivierte Gametozyt vollstandig abgerundet und die Gametogenese abgeschlossen. Etwa
10 min nach Aktivierung des Gametozyten offnet sich die EM an einer einzigen Stelle und

entlasst den Gameten zur Befruchtung in das Mitteldarmlumen.

4.3. PPLP4 bei der Durchquerung des Mitteldarmepithels durch
Ookineten

Neben der Charakterisierung von PPLP2 bildete die funktionale Untersuchung von PPLP4
einen weiteren Forschungsschwerpunkt. Zuvor veréffentlichte Transkriptomdaten wiesen
niedrige Konzentrationen an pplp4-Transkript in den asexuellen Blutstadien und
Gametozyten auf, wahrend fir Ookineten eine etwa 20-fach hdhere Konzentration im
Vergleich zu reifen Gametozyten nachgewiesen werden konnte [Aurrecoechea et al., 2009].
Durch IFAs konnte im Rahmen dieser Arbeit eine Proteinexpression von PPLP4 in den
asexuellen Blutstadien, in Gametozyten aller Entwicklungsstadien, in Makrogameten und
Zygoten gezeigt werden. Hier lag das Protein in vesikelartigen Strukturen innerhalb des
Parasiten vor. AuRerdem konnte PPLP4 in Ookineten nachgewiesen werden, wo es am
apikalen Pol konzentriert vorlag. In frlheren Studien konnte bereits eindeutig gezeigt
werden, dass PPLP1 in den Mikronemen der Merozoiten gespeichert vorliegt [Garg et al.,
2013] und das Verteilungsmuster von PPLP3 in Ookineten ebenfalls auf eine mikronemale
Speicherung hinweist [Kadota et al., 2004]. Die Hypothese einer Speicherung von PPLP4 in
den Mikronemen der Ookineten erscheint daher plausibel [Wirth et al. 2015].

Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass lediglich eine Subpopulation der
Gametozyten PPLP4-positiv markiert wurde. Der Anteil an PPLP4-positiven Gametozyten
entsprach dabei in etwa dem experimentell ermittelten prozentualen Anteil an weiblichen
Gametozyten. Eine geschlechtsspezifische Differenzierung der PPLP4-positiven
Gametozyten zeigte, dass circa 96 % dieser Parasiten weiblich waren. Auf diesen
Ergebnissen basierend kann auf eine weiblich-spezifische Expression von PPLP4

geschlossen werden [Wirth et al. 2015].
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Zur funktionalen Charakterisierung von PPLP4 wurde eine PPLP4(-)-Parasitenlinie generiert
und zwei klonale Zelllinien wurden zur weiteren Charakterisierung isoliert. Die PPLP4(-)-
Parasiten zeigten weder in ihrem intraerythrozytaren Replikationszyklus, noch wahrend der
Gametozytenreifung, phanotypische Auffalligkeiten. Die reifen PPLP4(-)-Gametozyten
bildeten fertle Gameten und traten vollstandig aus dem Wirtserythrozyten aus. Die
durchgefuhrten ultrastrukturellen Analysen bestatigen diese Ergebnisse. Zusammengefasst
lassen diese Daten folgern, dass PPLP4 keine essentielle Funktion wahrend des asexuellen
Blutzyklus, der Gametozytendifferenzierung oder der Gametogenese von P. falciparum hat
[Wirth et al. 2015].

Interessanterweise  zeigten  sich  jedoch  phanotypische  Veranderungen im
Transmissionsverhalten der PPLP4(-)-Gametozyten. Nach Verwendung der Parasiten in
SMFAs konnte eine drastische Reduktion der Oozysten festgestellt werden. Stattdessen
fanden sich signifikant mehr Ookineten in den Mitteldarmen infizierter Micken im Vergleich
zur WT-Kontrolle. Diese Resultate lassen sich hypothetisch mit einer Akkumulation der
Ookineten im Mitteldarmlumen erklaren. Diese Akkumulation ist méglicherweise auf die

Unfahigkeit der PPLP4(-)-Ookineten zurtickzuflihren, das Mitteldarmepithel zu durchqueren.

L L 4 L 4 .”‘ ' v L Mitteldarm-

epithelium

Peritrophe
Matrix

Mitteldarm-
lumen

Chitinase

® PPLP3/4/5

O Mikronem

Abb. 4.2 Hypothetisches Modell der Durchquerung des Mitteldarmepithels durch WT-Ookineten.

Der Austritt der WT-Ookineten aus dem Mitteldarmlumen beginnt mit der Auflésung der
peritrophen Membran, gefolgt von der Anhaftung an das Mitteldarmepithel und die Ruptur
des selbigen (Abb. 4.2). Dies fuhrt im weiteren Verlauf zur Durchquerung der Epithelschicht
durch den Ookineten. Im Laufe der vergangenen zwanzig Jahre wurden mehrere an diesen
Prozessen beteiligte Proteine identifiziert. Ein Beispiel hierfir ist die vom Ookineten
sezernierte hydrolytische Chitinase, welche die peritrophe Membran verdaut und somit den

Zugang zur Darmepithelschicht ermdglicht [zusammengefasst in Langer und Vinetz, 2001].
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Mehrere Adhasionsproteine wurden identifiziert, welche sich entweder auf dem
Plasmalemma der Ookineten befinden oder aus den Mikronemen sekretiert werden. Diese
Proteine, darunter auch Pbs25 und Pbs28 [Tomas et al., 2001], das ,secreted ookinete
adhesive protein“ SOAP, das ,circumsporozoite and TRAP-related protein® CTRP und das
,von Willebrand factor A domain-related protein® WARP [Yuda et al., 1999; Yuda et al., 2001;
Dessens et al, 2003] vermitteln die Anlagerung an und Invasion in die
Mitteldarmepithelzellen. Uberraschenderweise konnte bislang fiir zwei weitere der flnf
identifizierten plasmodialen Perforine, namentlich PPLP3 und PPLP5, eine essentielle
Beteiligung an der Durchquerung des Mitteldarmepithels durch Ookineten nachgewiesen
werden [Wirth et al., 2015; Ecker et al., 2007; Kadota et al., 2004]. Bemerkenswerterweise
fuhrt der Verlust von PPLP3 und PPLP5 zu einem ahnlichen Phanotyp wie den in dieser
Arbeit vorgestellten PPLP4(-)-Phanotyp. In allen drei Fallen sind die Ookineten nicht dazu in
der Lage, das Mitteldarmlumen zu verlassen. Fiur PPLP5(-)-Ookineten konnte zudem gezeigt
werden, dass die Parasiten zwar die peritrophe Matrix Uberwinden konnten, jedoch im
Mikrovillisaum der Epithelzellen stecken blieben [Ecker et al., 2007]. Bei Defizienz eines
dieser drei PPLPs ist eine gegenseitige Verlustkompensation folglich nicht mdglich.

Unter Einbeziehung der bereits vorhandenen Daten zu den molekularen Mechanismen der
Durchquerung des Mitteldarmepithels durch P. falciparum-Ookineten wird daher folgendes
hypothetisches Modell vorgeschlagen (Abb. 4.2): Der Ookinet reagiert auf bislang
unbekannte Umweltreize mit der Sekretion diverser mikronemal gespeicherter Molekiile,
welche fir die Durchquerung des Mitteldarmepithels essentiell sind. Darunter befindet sich
auch eine hydrolytische Chitinase, welche die schiitzende peritrophe Matrix zersetzt und so
dem Ookineten Zugang zur Epithelschicht verschafft. Neben verschiedenen
Adhasionsproteinen werden mit der Chitinase auch drei Perforin-artige Proteine, namentlich
PPLP3, PPLP4 und PPLPS aus den Mikronemen freigesetzt. Diese MACPF-Proteine
interagieren ahnlich dem Prinzip des Membranangriffskomplexes des Komplementsystems.
Zwei Vertreter der PPLPs bilden einen Rezeptorkomplex in der Epithelzellmembran und
rekrutieren das dritte PPLP als porenbildende Komponente. Diese oligomerisiert zu einer
Vorpore und fugt sich in die Zielmembran ein. Durch eine Vielzahl solcher Membranporen
kommt es zu einer auf osmotischen Effekten beruhenden Schwachung der
Epithelzellmembran. Hierdurch beglnstigt kann der anhaftende motile Ookinet entweder mit
Hilfe weiterer membranolytischer Effektorproteine oder durch mechanische Kréafte die

Membranbarriere Uberwinden. Die Invasion fuhrt zur Apoptose der befallenen Epithelzelle.

4.4. Schlussfolgerung
Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Daten in Verbindung mit den Ergebnissen von
Wirth et al. (2015), Wirth et al. (2014), Garg et al. (2013) und Deligianni et al. (2013) liefern

wichtige Indizien fir die Funktion und das molekulare Zusammenspiel der plasmodialen
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Perforine in den asexuellen Blutstadien, sowie den Mitteldarmstadien von P. falciparum. Wir

konnten zeigen, dass in Schizonten und Gametozyten des humanpathogenen
Malariaerregers stets mehrere plasmodiale MACPF-Proteine in vesikelartigen Strukturen
vorliegen.

Unsere Daten in Verbindung mit friiheren Proteincharakterisierungsstudien zeigen, dass die
plasmodialen Perforine eine stadienspezifische Funktionsweise haben. So liegen zwar
sowohl PPLP1 als auch PPLP2 in reifen Blutschizonten vor, eine Beteiligung an der
Permeabilisierung der EM, unmittelbar vor der Merozoitenfreisetzung, konnte allerdings nur
fur PPLP1 nachgewiesen werden [Garg et al., 2013]. In PPLP2(-)-Parasiten blieb der
intraerythrozytare Replikationszyklus hingegen unverandert [Wirth et al., 2014]. Stattdessen
konnte im Rahmen dieser Arbeit die Beteiligung von PPLP2 an der Permeabilisierung der
gleichen Membran zu einem anderen Zeitpunkt im plasmodialen Lebenszyklus, dem Austritt
der Gametozyten aus dem Wirtserythrozyten, gezeigt werden [Wirth et al., 2014].

Tab. 4.1 Tabelle der plasmodialen Perforine und des aktuellen Standes ihrer Charakterisierung. Grau dargestellte

Aussagen sind Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Angegebene Literaturreferenzen sind reprasentativ fir
Publikationen zu den einzelnen Perforinen.

Perforin Plasr.nodlum Putative Proteinfunktion und -lokalisierung Literatur
Spezies
Calc?lum-abhanglge Permeabilisierung der EM in reifen Ishino et al., 2005:
. Schizonten und Durchquerung der Kupfferschen Zellen )
P. berghei, . L. . . Garg et al., 2013;
PPLP1 ; durch Sporozoiten; Lokalisierung in Mikronemen der . .
P. falciparum . . . . . Risco-Castillo et
Merozoiten und Sporozoiten, in vesikelartigen Strukturen
. al., 2015
in Gametozyten
P berahei Permeabilisierung der EM in aktivierten Gametozyten; | Deligianni et al.,
PPLP2 - vergnel, Lokalisierung in vesikelartigen Strukturen in Gametozyten | 2013; Wirth et al.,
P. falciparum . )
und in asexuellen Blutstadien 2014
P berahei Beteiligung an Durchquerung des Mitteldarmepithels
PPLP3 ’ g ’ durch Ookineten; vermutlich Lokalisierung in Mikronemen | Kadota et al., 2004
P. falciparum .
der Ookineten
Beteiligung an Durchquerung des Mitteldarmepithels
P berahei durch Ookineten; vermutlich Lokalisierung in Mikronemen | Raibaud et al,
PPLP4 P' fa/c? ar;/m der Ookineten, in vesikelartigen Strukturen asexueller | 2006; Wirth et al.,
’ P Blutstadien,  weiblicher = Gametozyten und den | 2015
Mitteldarmstadien
Beteiligung an Durchquerung des Mitteldarmepithels
P. berghei, durch Ookineten; vermutlich Lokalisierung in Mikronemen
PPLPS P. falciparum der Ookineten, in vesikelartigen Strukturen asexueller Ecker et al., 2007
Blutstadien, Gametozyten und Sporozoiten

Das in weiblichen Gametozyten zeitgleich exprimierte PPLP4 wiederum ist fur den
Zellaustritt der Gametozyten aus dem Erythrozyten ohne funktionale Bedeutung, wahrend
PPLP4(-)-Ookineten das Mitteldarmlumen nicht verlassen kdnnen [Wirth et al. 2015]. Neben
PPLP4 zeigten auch reverse genetische Studien zu PPLP3 und PPLP5 eine essentielle
Beteiligung dieser MACPF-Proteine an der Durchquerung des Mitteldarmepithels durch
Ookineten [Ecker et al., 2007; Kadota et al., 2004]. Eine gemeinsame Beteiligung dieser

Proteine am selben molekularen Prozess ist daher anzunehmen.
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Dies fuhrt zu der Hypothese, dass bestimmte plasmodiale Perforine wechselnde Rollen und
bestimmte Funktionen in den verschiedenen Lebensstadien des Malariaerregers haben. In
diesem Zusammenhang ware die Bildung heterogener Oligomere nach Vorbild des
Komplementsystems vorstellbar, welche eine stadien- und zielmembranabhangig variable
Zusammensetzung aufweisen. Wahrend das von zytotoxischen T-Zellen sekretierte
Perforin-1 selbststandig an die Zielmembran bindet, zur Vorpore oligomerisiert und
anschlieend in die Zielmembran eingebracht wird, bilden C5b bis C8 des
Komplementsystems einen Rezeptorkomplex in der Zielmembran. Erst dieser
Rezeptorkomplex erméglicht es den finalen porenbildenden C9-Monomeren an die Membran
zu binden und die finale Membranpore =zu bilden. Obwohl alle genannten
Komplementfaktoren Gber eine MACPF-Domane verfligen, kénnen jedoch nur C8 alpha-
gamma und C9 in die Membran integrieren [Dunstone und Tweten, 2012]. Fur das
molekulare Zusammenspiel von PPLP3, PPLP4 und PPLP5 wird, in Anlehnung an diese
beiden Funktionsmodelle, ein komplementahnliches System angenommen. Ein
Membranrezeptor, bestehend aus zwei PPLPs, rekrutiert die dritte, porenbildende
Komponente. Der exakte Mechanismus hinter der Porenbildung und die physiologische
Bedeutung dieses Vorgangs mussen jedoch erst noch untersucht werden. Fir PPLP1 konnte
hingegen eine calciumabhangige Membranporenbildung gezeigt werden, wie sie bereits von
Perforin-1 bekannt ist [Garg et al.,, 2013]. Der hamolytische Effekt von rekombinantem
PPLP2 lasst auf ein dhnliches Funktionsprinzip schlieRen, wobei der Einfluss von Calcium in
diesem Zusammenhang noch naher untersucht werden muss [Wirth et al, 2014].
Tabelle 4.1 fasst die aktuellen Forschungsdaten zur Expression und Funktion der funf

PPLPs in Plasmodium zusammen.
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5. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Beteiligung von Vertretern der PPLPs an zwei
fur die Transmission des humanpathogenen Malariaparasiten P. falciparum entscheidenden
Prozessen nachgewiesen. Wahrend PPLP2 als fur die Permeabilisierung der EM essentieller
Faktor identifiziert wurde, zeigten reverse genetische Studien fur PPLP4 eine Beteiligung an
der Durchquerung des Mitteldarmepithels durch Ookineten. Auffalligerweise werden jedoch
stets mehrere Mitglieder der PPLP-Familie in den verschiedenen Lebensstadien des
Parasiten exprimiert, obwohl genetische Studien deutliche Hinweise darauf liefern, dass die
Funktion der PPLPs streng stadienspezifisch ausgerichtet ist. Im nachsten Schritt wird daher
die Funktionsweise dieser Proteine genauer zu definieren sein und es gilt zu bestimmen, ob
die Bildung von Membranporen von einem einzelnen PPLP-Vertreter ausgehen kann oder ob
mehrere PPLPs miteinander interagieren.

Der Verbleib der verschiedenen in Gametozyten exprimierten PPLPs wahrend der
Gametogenese soll mittels Western-Blot-Studien und Immunoelektronenmikroskopie
untersucht werden. Bisherige Bemuihungen zur Gewinnung von Immunseren gegen die
plasmodialen Perforine zum Einsatz in diesen Methoden blieben erfolglos. Alternativ sollen
daher genetisch veranderter Parasitenzelllinien hergestellt werden, welche eine zweifach
getaggte Form der PPLPs exprimieren. Anhand geeigneter Tags sollen die einzelnen PPLPs
immunodetektiert werden. Gleichzeitig kdnnen verwendete Affinitatstags auch zur Reinigung
dieser Proteine aus Parasitenlysat verwendet werden. Auf diese Weise sollen mdégliche
Interaktionspartner des nativen Proteins isoliert und im Anschluss massenspektrometrisch
bestimmt werden.

Fir eine eingehende funktionale Charakterisierung der einzelnen PPLPs sollen aktive
rekombinante Proteinvarianten im eukaryotischen Expressionssystem, z. B. Pichia pastoris,
hergestellt werden. Neben rekombinanten Proteinen, welche die gesamte Lange des
jeweiligen PPLPs umfassen, sollen auch gezielt Fragmente exprimiert werden. In
Hamolyseassays sollen unter verschiedenen Pufferkonditionen zunachst membranolytisch
aktive rekombinante PPLPs identifiziert werden. Ein anschlieRender Vergleich der
hamolytischen Aktivitdt der dazugehdrigen Proteinvarianten miteinander soll dann
Aufschluss Uber die Notwendigkeit der verschiedenen Proteindomanen fur die Funktion des
Proteins geben. Diese Methode kann auch zur Klarung der Frage nach einer
calciumabhangigen Regulatorfunktion des C-Terminus der PPLPs angewandt werden.

Im Hinblick auf das humane Perforin-1 ergibt sich zudem eine weitere Mdglichkeit fir das
selektive Vorgehen der PPLPs: Zytotoxische T-Lymphozyten schiitzen sich durch die
Oberflachenpeptidase Cathepsin B (Genidentifikationsnummer NP_680090.1) vor einer
perforinabhdngigen Membranschadigung [Balaji et al., 2002]. Der Vergleich der
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Aminosauresequenz dieses Proteins mit plasmodialen Sequenzen der ,NCBI Protein
Reference Sequences“-Datenbank mittels Protein-Blast (,NCBI blastp“) ergab sechs
homologe Peptidasen mit einem E-Wert unter 1e-11 (Tab. 5.1). Rekombinante Proteine,
welche jeweils die gesamte Proteinsequenz dieser Kandidaten umfassen, sollen auf ihre
Fahigkeit zur proteolytischen Spaltung der einzelnen PPLPs mittels Western-Blot-Analyse
hin untersucht werden. Desweiteren kénnen die rekombinanten Peptidasen in
Hamolyseassays mit membranolytisch aktiven rekombinanten PPLPs verwendet werden, um
einen mdglichen inhibitorischen Effekt auf die Hamoglobinfreisetzung feststellen zu kénnen.

Tab. 5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse eines Protein-Blasts mit humanem Cathepsin B

(Genidentifikationsnummer NP_680090.1, UniGene.org) als Referenzsequenz im Genom von P. falciparum
(Datenbank ,Reference proteins®). Der Blast wurde mit dem Programm ,NCBI blastp” durchgefiihrt.

Gen-ID Name Score E-Wert | Identitit

PF3D7_1116700 | Dipeptidyl-Aminopeptidase 1 (DPAP1) 93,2 4e-21 27 %

PF3D7_1247800 | Dipeptidyl-Aminopeptidase 2 (DPAP2) 73,9 8e-15 26 %

PF3D7_1458000 | Cystein-Proteinase Falcipain 1 (FP1) 72,8 2e-14 23 %

PF3D7_1115700 | Cystein-Proteinase Falcipain 2 (FP2A) 69,3 2e-13 24 %

PF3D7_1115300 | Cystein-Proteinase Falcipain 2b (FP2B) | 68,2 5e-13 24 %

PF3D7_1115400 | Cystein-Proteinase Falcipain 3 (FP3) 61,6 7e-11 25 %

Das humane Serumprotein Vitronectin (Genidentifikationsnummer NP_000629.3) st
ebenfalls Teil eines kérpereigenen Selbstschutzmechanismus. Durch seine Bindung an den
C5b-7-Komplex, eine  Vorstufe des finalen Membranangriffskomplex  des
Komplementsystems, sowie an monomeres Perforin-1, verhindert Vitronectin eine
unspezifische Membranporenbildung in kérpereigenen Zellen [Podack et al., 1978; Tschopp
et al., 1986b]. Der Effekt von Vitronectin auf die membranolytische Aktivitat von PPLP1 und
PPLP2 soll sowohl in vitro als auch in vivo untersucht werden. Die in vitro-Analyse soll im
Rahmen von Hamolyseassays mit rekombinantem PPLP1 und PPLP2 durchgefihrt werden.
Fir in vivo-Untersuchungen sollen P. falciparum-Parasiten selbst Vitronectin episomal
exprimieren. Stadienspezifische Promotoren ermdéglichen dabei eine getrennte Betrachtung
des Einflusses von Vitronectin auf Blutschizonten und reife Gametozyten als
intraerythrozytare Zellaustrittsstadien. Alternativ kdnnen Erythrozyten auch mit kommerziell
erhéltichem humanem Vitronectin beladen und anschlieRend fir eine Infektion durch
P. falciparum-Merozoiten verwendet werden [Murphy et al., 2006]. Potenzielle Auswirkungen
auf die Membranrupturen wahrend des Zellaustrittsprozesses der untersuchten
Parasitenstadien sollen u. a. durch TEM-Untersuchungen der behandelten Parasiten erfasst

werden.
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Ausblick

Eine Identifikation der molekularen Funktionsweise und der Regulationsmechanismen hinter
der in der vorliegenden Arbeit identifizierten membran- und stadienspezifischen Aktivitat der
plasmodialen PLPs wirde wesentlich zu einem vollstdndigen Verstandnis der vielfaltigen
Membranrupturereignisse im Lebenszyklus des Malariaerregers P. falciparum beitragen. Die
Kenntnis uUber mogliche Selbstschutzmechanismen des Parasiten in Form von
Oberflachenproteinen ist zudem von Interesse bei der stetigen Suche nach potenziellen

Wirkstoffzielen fur die Therapie und Pravention von Malaria.
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Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Sowohl in der asexuellen Phase des obligat intrazellularen Malariaerregers P. falciparum im
Menschen, als auch wahrend seiner sexuellen Replikationsphase im Anopheles-Vektor
wechselt der Parasit wiederholt die Wirtszelle. Von besonderem Interesse ist dabei der
Austritt aktivierter Gametozyten aus dem Wirtserythrozyten im Mitteldarm der Mucke. Dies
markiert den Beginn der Sexualphase und ist fir die Transmission des Malariaerregers
unverzichtbar. Der Zellaustritt wird vom Parasiten aktiv reguliert und beginnt mit der Ruptur
der parasitophoren Vakuolenmembran (PVM), gefolgt von der Erythrozytenmembran (EM).
Eine detaillierte Kenntnis der Mitteldarmstadien ist Grundvoraussetzung fir die Entwicklung
transmissionsblockierender Strategien als Teil der Malariapravention. Ziel dieser Arbeit war
daher die Untersuchung der flnf plasmodialen Perforin-artigen Proteine (PPLP1 bis 5)
hinsichtlich ihrer potenziellen Beteiligung am Austritt aktivierter Gametozyten.

Zunachst wurde das Expressionsmuster von PPLP1 bis 5 in Blutschizonten und
Gametozyten untersucht. Mittels Immunfluoreszenzassays (IFA) konnte gezeigt werden,
dass in beiden Stadien mehrere Vertreter dieser Proteinfamilie zeitgleich vorliegen. Die
Charakterisierung von PPLP2 und PPLP4 durch Methoden der reversen Genetik ergab, dass
PPLP2, jedoch nicht PPLP4, essentiell flir den Zellaustritt der Gametozyten ist. Tatsachlich
konnte durch Messung der Hamoglobinfreisetzung und elektronenmikroskopische Analyse
gezeigt werden, dass PPLP2 an der Permeabilisierung der EM einige Minuten vor deren
Ruptur direkt beteiligt ist. Aktivierte PPLP2-defiziente Gametozyten konnten zwar die Ruptur
der PVM einleiten, die fertig entwickelten Gameten verblieben jedoch im Wirtserythrozyten.
Hierdurch wurde die Transmission des Parasiten zur Micke unterbunden.

Fir PPLP4 konnte mittels IFAs eine geschlechtsspezifische Expression in weiblichen
Gametozyten nachgewiesen werden. PPLP4-defiziente Gametozyten durchlaufen die
Gametogenese vollstdndig, in Fltterungsexperimenten mit dem Anopheles-Vektor
akkumulieren die Ookineten jedoch im Mitteldarm der Mucke. Dies deutet auf eine
essentielle Rolle von PPLP4 bei der Infektion des Micken-Vektors hin.

PPLP2 und PPLP4 konnten somit eigenstandige, essentielle Funktionen bei der
Transmission des Malariaparasiten zum Anopheles-Vektor zugeordnet werden. Diese
Resultate vervollstandigen eine erste funktionale Charakterisierung aller funf plasmodialen
Perforine und belegen eine streng stadienspezifische Funktionsweise der PPLPs. Die
molekularen Grundlagen der unterschiedlichen Funktionen und Regulierungsprozesse gilt es
jedoch als Gegenstand zukiinftiger Forschungsarbeiten zu klaren.

Mit der Identifizierung von PPLP2 und PPLP4 als essentielle Faktoren fir die Weiterfihrung
des P. falciparum-Lebenszyklus im Mitteldarm der Micke konnte zu einem besseren

Verstandnis der molekularen Mechanismen der Malariatransmission beigetragen werden.
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7. Summary

The obligate intracellular malaria parasite Plasmodium falciparum undergoes several
changes of host cells during its intraerythrocytic blood cycle in the human host as well as
during its sexual phase in the Anopheles vector. Of particular interest in this area is the
egress of activated mature gametocytes from the host erythrocyte upon transmission to the
mosquito midgut. This process marks the beginning of the sexual phase and is essential for
the transmission of the malaria parasite. Host cell egress is actively regulated by the parasite
and starts with rupture of the parasitophorous vacuole membrane (PVM) followed by the
erythrocyte membrane (EM). Detailled knowledge about P. falciparum midgut stages is a
prerequisite for development of transmission blocking strategies as part of malaria
prevention. The aim of this thesis therefore was the analysis of five plasmodial perforin-like
proteins (PPLP1 to 5) regarding their potential role during gametocyte egress.

First of all, the expression pattern of PPLP1 to 5 in blood schizonts and activated
gametocytes was investigated. Using immunofluorescence assays (IFA), simultaneous
expression of several members of the PPLP family was detected for both parasite stages.
However, characterization of PPLP2 and PPLP4 using reverse genetics showed that only
PPLP2, not PPLP4, is essential for gametocyte egress. Participation of PPLP2 in EM
permeabilization prior to membrane rupture was successfully demonstrated by quantification
of hemoglobine release and electron microscopy. Although activated PPLP2-deficient
gametocytes were able to initiate PVM rupture, the fully developed gamete remained trapped
inside the host cell, therefore blocking parasite transmission to the mosquito.

Regarding PPLP4, IFAs revealed female specific expression of the protein in gametocytes.
PPLP4-deficient gametocytes complete gametogenesis but standard membrane feeding
assays using Anopheles mosquitoes revealed a severely reduced formation of oocysts, while
ookinetes accumulate in the mosquito midgut. These results point to an essential role of
PPLP4 in the infection of the mosquito vector.

It has therefore been shown for PPLP2 and PPLP4 that both perforin-like proteins play
independent roles in transmission of the malaria parasite to the Anopheles vector. These
results complete the initial functional characterization of all five plasmodial perforins and
provide evidence for a strict stage specific mode of action of the PPLPs. Basic molecular
principles of different functions and regulation processes displayed by the PPLPS will be
subject to future research projects.

The identification of PPLP2 and PPLP4 as essential factors for progress of the P. falciparum
life cycle upon transmission to the mosquito midgut contributed to a better understanding of

the molecular mechanisms during transmission of the malaria parasite.
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9. Anhang

9.1.Sequenzierung des Integrationslokus

928
1003

1093
1177
1261

1345
1429
1513
1597

lesl

1765
1849

1933
2017

z101

2188

[..]

6385

6553

6721
6973
7057
7141

7228

7309

atg ast ata ctc cte aaa tab cat ctt tog tac ata ttc the ttt gty cat tta att gta att aat ata asa tgt aay gaa ata
asat ast ast thg gtc aat gat gaa aaa gat agc ata ast aac Ctg gaa gag CCt age Coc ttc cat stt tta asa asa aaa aac
Ayt ac A3t &ta Ay SAT CAt TOU A&T 2a8 SUA SAT ST AA LLT A88 ST AT TAt AQC TAT AUt TAC AJT TAC agt tta tta
gat ast TCt tta Cat gat ast asa LAl gas CCa gat CUU CCL CCL Caa asa 8Aaa Aat A&t aaa aCt 8At gaa gas aay Cat aay
gya ACY CAt QUC ACA SAT TLT QOT ALT ATA &At gaa CAt AtY A&t gay Sta CAt aat GAT ALY TUa gya Caa ASt gas ata Cta
tCt aac gaa ttg gat aca acy aaa gat ata ata asa gay gaa Ccat gta aaa aat aaa aaa att aag aat cat tca Lttt tat atgy
aat aaa gaa aat gaa aaa aaa asa ttt cta gat aat act ttt cca gaa aat asa gaa aat ast aaa aat aaa agy aat tcg aaa
tLL att gaa ¢as SaC GgAC CLY &&C Agt TCA Yt ¢aAa 88T TAC TLT Jag SAt ¢At 8aa TLT ATt gaa STA gay TaT OCa ata asa
At aaa ¢aT AUt gAt gaA tat gAY Jaa JUa AT SAt CYA SAC CAT SAY UAA UAY YAT AET Aaa SAt aya ACA TAT Cat agt aar
gyy gay gat agt att aag agt tta aat ttt ata aaa tat atg aat atg gat aaa gaa aaa aaa ¢gya aag aaa aaa agt tat aat
aya aaa asa aaa gaa aat tat aac aat gac aat tat ast ata aat gat tca gat Ctg att ast ¢gtt tta aaa caa ¢gga gat tat

PLPZROZ-IntegS-F >
ayt cca gat tgt gac aca tgt aat aaa aat ata aat ggt cat atyg aat aaa GGR RAGG GGC ATA AGA ACA AGA atg tat gac agy

SaC TaT TAT Say YAt TLT &at tTA gy ¢at goa tta CCC ata aat aas aca Cac TAt &gt aty tta tta aaa agt gat gat gat
&Ct Stf att Saa ¢as 458 Sat g8S &St ¢St gta gat gst att ats aCa 888 Uy 885 S¢S 888 ¢aa SaC TLa asa gas gtt tat
B e e e e e aea e e e an SeUENZ L. .. i i ii i ceaeaeeeas e e aean >

ast gst asa say sat aac tat bty tCt Ctt aag tat tta ggt tta gga tat gac ata att aty gyt aat cct gas gga gst cct
B e eiaiaasssasaessesasessessassesaasasanananann Sequenz L. .. .. .....i.iiiiiiiiisaaecsas s aaas s aa s >

aca ttg aac gtg gac cct ggt ttc agy gga CCt gta ttg caa ata aat tta aaa gaa ata agt tta aat agt tat gat aat cat
P e te e ameeaeeanacaaannaaeeaeannnaneanaeanenn T T >

asa aat gat gat AAt CAt atg &&C ¢at gat att Cat aaa aat gat

wtcnaugtx-r,gs:gu:cmm-:q-r.gnr.amnntpug:qc-:ummzq:yunmcnca:gna:n

Sequenz 4
. Sequenz 3

g:y-uar.cncannn:wu:qu:mmmugqa&Ab:a:;nas:guqmnocu.&gacgnnxn:qn:g

l:gm-ennqnqgncqcmcr.ccumuc &ty gta cac atg ttyg cat
- . Sequenz 3 .

43a Tta &ta Tta & SAQY AAY AaC Ata ata asa TYa aay aaa ata ata taa
.................................................. SAIMAE 3.....ncccincnnsscsosncsenanssfhucicainicnicinnne o X

< PLPZKOZ-Integ3-R
&ty tas aaa CGt TLT tta ata tat att toc atA AGRA TGG GAT TRT CAR GCG Ctt ttc aaa aay aay CAC a3a aya Tat Taa ata

asat tta gaa tat caa aac ata tag cta tat tag gtg gya atc ctg gat taa sty taa ata ata caa got tot ttg asa aat ggy
TAC ST C&a tta Sta CUA STt CU& TQC CtAa Taa §aa Cas aat TAT Tac Cat TCa ¢tt TLT Tta tgg Sty ata atg ata tga tac
aag cat ata aagy atg Ctt taa tat ttt atg gat taa cat atg gat tac aat tat ttyg gtc aay aaa aat ata atc ata ata tta
tat ccg tty gty aat atc tag asa ast gta cac asa ast tat atg ctg gtc cac cac Ctyg gtt tat taa cat gtc cta tag gaa
cas Cga tat taa TUY At Lt CCa taa atT Taa Stt TLT &ta 883 & & Sat STt Tas gta gta Caa &CY ¢ta tta Otc ttt gty
8aC CCa TUa &¢Y ST Cat ¢ta ¢UY gta Aty gat ttg SAas Sa; AtT AUt CUQ &TA TLC gta Tat ttg Ctt CAt ¢ta Caa ata aac
CEt Toy att tta TCa CLC Ay TAy TAC aaC Sag gag SaY Cac Cta aaa tat Cay Cta got ¢tc Cag gty aat tay taa tac ttt
thy gat tcy Ccat taa tga aag ¢aa tag gat cat cat Cay Ccaa ata aaa tag ata tat atc cat ¢gtc gta Cay gac aaa att ctt
gtg aay Ctg ttt tac aaa atc ata aat tta aac aaa gta tga tat atc ttg cat gtg ttg ata aaa caa cta atg gtt tag aat
SCt Tac asa cat Sta LA asa CCA &aam Att tag gtg Sty tta tat Cay ata Sat ata aat Cty Stg gat atc tta att ttt cat
GgtC CtC ama ata StAa CLC tay TEt ©OY ¢at TOT Cht Tay ast TOC ata CAaa StT TLC aay CRA CCa gaa ata att TOL taa att
Gtt cCa ast ata caa aca tat gty aaa tat Cgy ¢ta tay gaa taa ata CtC att tat Ctt LCt tca gat oty ata aac act oot
tag caa tca ttg CCt tat ¢tc gat CCC acy gyy caa aca att tgy tgy aat ga
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8z
163
Z44
328

406
487
ses8
649
730
811
a9z
973
1054

1135

1216

[-]
5428
£502
£590
5671
£752
£833
£914
5995

6076

€157
6238
€319
6400
€481
6562
6643
6724
6805
€986
6967
7048
7129
7210
7291
7372
7453

tgt ata aac atyg gaa ata tay aac aaa tca ata aat att aaa tat asa cac tta tgt tat ata tat tta tgc ata tat gtc
taa asa aaa aat asa CYY asa tat ata tat ata tat ata tat ata taa taa tgt aga cgt ata tat ttc att tta caa act
ata caa tat ata tat ata tat ata tat ata ttt tOL LT tLT CLT tLY acy taa caa tLT Tac act aty tyc ttt aaa tte
tat tay tta cga tCca CCY tta cac taa taa tat att tat ttt tat tgc aca ttt ttt Lttt ttt tct ttt gta tga ttc act
LELC TLT COL CLT TLC CLLT TLE CLL CLT Taa aC COT &tt At att att tCa Cbt tga tac Cat taa atc aat tyga ate atc

PPLP4 KO-Integ5-F >
act tat tat tgt cgt ata caa tgy gta tat atc ctt ata asT TGC TTT RAT AAC TTT TGRA RCC ATT Tat ttt taa tgt aat
I s s et o O LI (Bcr e i i DS S >

Ctt Lty ast atg atg ata Lttt tca asat tat tta ttt aac ata cta stc gta tgt tac ttg ttt atc tat ata ggt tcog ttt
O A 0 R R T L L T ——— =

£ct att tgt cat gat ata ass act gac ¢gaa asa &CC ast gaa ata ttc ayc asa tat ttg gga asa ggc tat gat att ttg
T e e A A R 0 B e SEGURNE B vt i S e e S e s W R e B e

ttt got tat cca tta OOt aakb aat ¢gaa Ctt abt gac gab CcCa gga ttt aaa gaa gtt att ata gac aca caa tta tca att
s R e R B R S A R O SETURNE Bolont v P e SO T RS S ST >

gac aac ata tca ast tat att tgt aaa aag gaa gaa tat gta gat gtt ata gaa gac ata ast gat ata gyt tat cta gga
e e e S L S e s SmepomnE Bl coaaals el L e Ll e e e =

atg cay asa ata aat att ¢at ¢at CLy gat sat COgt ata aaa cca ttt tCa ¢gog TOL aty Cca tat aaa agc tab ttt goa
e e e T S S e S e BEERS B L s e e e e e >

gac tta gas att aag aay aas asa tab goa Cta got caa ast aty tgt gta tta ast tat got aca tat gat tta aaa gaa
B i e ae et e e e e asae e aaaeaeasaeaeaae s B T o =

tcc ggy aac aat ata aat aay gat ttc gta tta gac att gaa aaa tta cct att tta aca aaa aac caa atg aay tta tgt
R ——— v O ————

ttt tgt

< pCAM 5'Seq R
acC TRAR CTC ACA TTA MIT GOG Tty cgc ctg coc g

pCAM-BSD/F >
AART CAT GTA AAT CTT ARR

tat cta tat agy ttc gtt ttc tat ttg tca tga tat asa aac tga cga aaa aac caa tga ast att cag caa ata ttt ggy
T mm—— T E——— =

aaa agy cta tga tat ttt gtt tgy tta toc att ace taa taa tga act tat tga cga toC agy att taa aga agt tac tat

aaa CCa aat gaa gtt acg tac Caa agh att ata tat gaa Taa taa TOC goa TCg ©LC aga agy tat asa aay CLy gat gaa
T — oy T

< PPLP4 KO 3*-Integ-R
att ttt tga aaa ata tgy aac tca tgt agt att alC TGC CCA TTT TGG TGG TAT gtc att taa tac cat gya ast tac gaa
aay aaa ast Tya aya aat aan aat ata taa gta taa ata OCC ©COU TLY ¢gaa Taa COC ata TLh aaa Cat Ctt taa atc tgy
atC gtt att tca aga tCt tay Cat taa tgt aga tgy tca Caa aga aaa taa aaa 4as taa tay taa taa taa tat taa tat
aga tga gaa gaa gaa aaa Tga TQo tta Tat S8aa Saaa tga tOgt gt aat aga aca ata tag gga caa Cat taa Tt aga aat
Loy YUY gy asa taa ttt tyga tyga ass gty gadg asa ttt asac ata thEt agt tty §as aas tHC tat tta tte tas tak agt
CCC Tat aca tCt tga Ctt ¢ta TLC Att gaa Tac att Cat goc Tat aga asa asa gga atc ata tga tat gyc ttt att att
tta tas tas ttt gta Cyy ast aga tas tga aaa Ctt tta tct ttc tca aga cat aac aga tgt att atc cyga agy aaa aca
gat aac tgy ttc aaa taa agy atc ttt gat ttt aag ttg tcc tgt tgg ata tat aaa aagy cac tgg tet gat ttt cgt tta
cga cay ttc tga gaa att aaa aac taa taa aag taa gga CCC caa aat aaa aat ata tcoc aty tac taa taa agy gca ata
tga tat tgoc thy CCC ata tat aac Aas ¢aa ¢aa asa Tat Tat aac att Cyy atg gat ata ctg tgt asa goa taa Tot tat
taa att tga aac got tta teca aaa taa tga taa tat tat atc taa gya cyy taa aac att tat gag coct tac ctg cac cga
ayy asa Cac gat agc TLC Cgy LLC tas ast gaa St asa aaa gLt gya asa att aga aas grt aaa 8at aaa acc aty tac
tat agy aga tga tca ¢ty tac tab tas taa tat caa aay aaa tto oga tha tht att aty ggy ctt ttyg tgt acc ttc atc
CLt TCyg tag tCt tLC tLC TLL aca Att aac Cta tAt tCa tga tga TAC tat aca aaa tga tat acy agy agc ttg ttc aga
tat ata tat taa taa ata cga taa tat ttt tCt agyg ttt Cac ttt ttc ctt cya taa taa att tga aca agt asa aac gga
acC ttyg tga aay cca atC Caa ata LY tLL CCa tCat ast ACC aaa asa ¢aa aaa aas ast gta tta tgt tgg gat gt tto
att aty cay att tga tgy ¢gas Cac gaa tay aaa gtt tac ata taa ata a
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Cc

8z
163
244
3zs

406
487
568
649
730
511
89z

973

1084
1138

1216

= |

5428

5509
5590
5671
5752
5833
5914
5995

6076

6157

6238
6319
6400
6481
656Z
6643
6724
6805
6886
6967
7042
7129
7Z10
7Z91
7372
7453

tgt ata aac
taa asaa aas
ata caa tat
tat tag tta
Lttt LLt tot

atg
ast
ata
cga
tte

aca
cgy
ara
ccy
TCo

gaa aas
asaa
tat
tca

ttc

tay aac aas tCca ata aat atc
aaa tat ata tat ata tat ata
tat ata tat ata ttt tot tLo
tta cac taa taa tat att tat
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Abb. A1 A Genomische DNS-Sequenz des pplp2(-)-Lokus mit positiv sequenzierten Bereichen fur die 5- und 3'-
Integration des pplp2-pCAM-BSD-Vektorkonstrukts.Die homologe pp/p2-Region, welche fiir das Vektorkonstrukt
zur Unterbrechung der Gensequenz verwendet wurde, ist grau markiert. Die pCAM-Vektorsequenz ist weill auf
schwarz dargestellt. Die zur Sequenzierung verwendeten Oligonukleotide sind mit Grof3buchstaben, fett und
unterstrichen eingezeichnet. Positiv sequenzierte Bereiche (Sequenzen 1-4) sind gepunktet unterstrichen und
Pfeile (<; >) zeigen die 5 nach 3 Richtung an. Doppelte Pfeile (<<; >>) markieren das Ende einer Sequenzierung.
B Genomische DNS-Sequenz des pplp4(-)1C10-Lokus mit positiv sequenzierten Bereichen fiir die 5'- und 3'-
Integration des pplp4-pCAM-BSD-Vektorkonstrukts.Die homologe pp/p4-Region, welche fir das Vektorkonstrukt
zur Unterbrechung der Gensequenz verwendet wurde, ist grau hinterlegt. Die DNS-Sequenz ,upstream” des
pplp4-Lokus ist grau geschrieben. Die pCAM-BSD-KO-Vektorsequenz ist weil® auf schwarz dargestellt. Die zur
Sequenzierung verwendeten Oligonukleotide sind mit GroRbuchstaben, fett und unterstrichen eingezeichnet.
Positiv sequenzierte Bereiche (Sequenzen 5 und 6) sind gepunktet unterstrichen und Pfeile (<; >) zeigen die 5'
nach 3‘ Richtung an. Doppelte Pfeile (<<; >>) markieren das Ende einer Sequenzierung. C Genomische DNS-
Sequenz des pplp4(-)2D6-Lokus mit positiv sequenzierten Bereichen fiir die 5- und 3‘- Integration des pplp2-
pCAM-BSD-Vektorkonstrukts. Die homologe ppip4-Region, welche fur das Vektorkonstrukt zur Unterbrechung
der Gensequenz verwendet wurde, ist grau hinterlegt. Die DNS-Sequenz ,upstream” des pplp4-Lokus ist grau
geschrieben. Die pCAM-BSD-KO-Vektorsequenz ist weil} auf schwarz dargestellt. Die zur Sequenzierung
verwendeten Oligonukleotide sind mit GroRBbuchstaben, fett und unterstrichen eingezeichnet. Positiv sequenzierte
Bereiche (Sequenzen 7 und 8) sind gepunktet unterstrichen und Pfeile (<; >) zeigen die 5° nach 3’ Richtung an.
Doppelte Pfeile (<<; >>) markieren das Ende einer Sequenzierung.
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9.2. Abkiirzungsverzeichnis
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MBP
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PCR
PPM
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RNS
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RPMI Medium
RT
SEM
SMFA
TEM

WT

Anopheles

Bovines Serum Albumin

~complementary” (komplementare) Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleinsdure

Escherichia

Erythrozytenkonzentrat

Erythrozytenmembran

Erythrozytenzytoplasma

.Incomplete RPMI medium“ RPMI1640 Medium ohne humanes Serum

Indirekte Immunfluoreszenz Analyse

.Inner membrane complex® (innerer Membrankomplex)
~-Membrane attack complex/perforin®

Maltose-bindendes Protein

Plasmodium

.Phosphate buffered saline“ (Phosphat gepufferte Salzlésung)
,Polymerase Chain Reaction® (Polymerase-Kettenreaktion)
parasitare Plasmamembran

Parasitophore Vakuolenmembran

Ribonukleinsaure

,rounds per minute“ (Umdrehungen pro Minute)

,Roswell Park Memorial Institute” Medium
Raumtemperatur (21°C)

»Standard error of the mean” (Standardfehler)

»otandard membrane feeding assay” (Membranfltterungsexperiment)

Transmissionselektronenmikroskopie

Wildtyp-Parasitenlinie NF54
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9.3. Lebenslauf
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