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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Malaria ist mit einer Mortalititsrate von iiber einer Million Menschen pro Jahr, wovon die
meisten Kinder unter finf Jahren sind, nach wie vor eine der bedeutendsten
Infektionskrankheiten weltweit. Aufgrund der sich immer weiter ausbreitenden Resistenzen
des Erregers Plasmodium falciparum gegen Malaria-Medikamente wird der Kampf gegen die
Krankheit zunehmend schwerer. Das einstmals mit hoher Effizienz und geringen
Nebenwirkungen einsetzbare Chloroquin (CQ) beispielsweise verlor in den vergangenen
Jahrzehnten immer mehr an Bedeutung. Ebenso verhilt es sich fiir Chinin (QN). Wie aber
kommt es zur Ausbildung dieser Resistenzen?

Das in der Nahrungsvakuole des Parasiten lokalisierte transmembrane Protein PfCRT
(Plasmodium falciparum Chloroquin Resistenz Transporter) spielt hierbei eine entscheidende
Rolle. Es konnte nachgewiesen werden, dass bestimmte Punktmutationen innerhalb dieses
Proteins zu einem gesteigerten Efflux von CQ aus der Nahrungsvakuole herausfiihren. Die
Schliisselrolle hierbei kommt der Aminosdure an Position 76 zu. Beim CQ sensitiven
Plasmodium falciparum Stamm HB3 befindet sich an dieser Position ein Lysin (K76),
wohingegen beim CQ resistenten Stamm Dd2 ein Threonin (T’°) an dieser Stelle festzustellen
ist. Dariiber hinaus gibt es noch weitere Polymorphismen in PfCRT, welche Einfluss auf
dessen Funktionalitdt nehmen.

CQ und QN sind Substrate von PfCRT. Ob die Substratbindetasche in PfCRT fiir CQ und QN
dieselbe ist, ob sie teilweise iiberlappt oder ob jedes Substrat in einer eigenstindigen

Bindetasche bindet ist noch unklar. Um dies zu untersuchen, wurde PfCRTP%

in Oozyten von
Xenopus laevis exprimiert, welche anschlieBend fiir Aufnahmestudien mit CQ und QN
verwendet wurden. Zunédchst wurden konzentrationsabhéngige Aufnahmestudien mit CQ unter
Zugabe verschiedener Konzentrationen von QN durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die
Versuchsbedingungen umgekehrt und die Konzentrationsabhidngige Aufnahme von QN bei
verschiedenen Konzentrationen von CQ gemessen. Die in diesen Versuchen erzielten
Ergebnisse sprechen fiir eine partiell gemischte (hyperbolische) Inhibierung, was wiederum
auf unterschiedliche Bindetasche fiir das jeweilige Substrat hindeutet.

Um zu untersuchen, wie sich Mutationen an der bedeutenden Position 76 auf die
Transporteigenschaften von PfCRT auswirken, wurde T76 in PECRTP® jeweils durch die 19
restlichen proteinogenen Aminosduren ersetzt (T76X) und ebenfalls in Oozyten von X. laevis

exprimiert. Die im Anschluss in den Oozyten gemessene Aufnahme von CQ, QN und dessen



Zusammenfassung

Isomers Chinidin (QD) zeigt, dass Aminosduren mit positiv geladener Seitenkette (Lysin,
Arginin und Histidin) an Position 76 die entsprechende PfCRT vermittelte Akkumulation aller
drei Substrate unterbinden. Diese Akkumulation wird auch durch die Substitution von T76
durch Prolin (T76P) unterbunden. Allerdings ist der Effekt hier sehr wahrscheinlich auf die
cyclische Form der Seitenkette des Prolins zuriickzufiihren (— ,,Helixbrecher*). Anhand einer
Auswahl von PfCRT Dd2""** Varianten lieB sich ebenfalls durch Aufnahmestudien mit CQ in

Dd2 nachweisen.

X. laevis Oozyten ein direkter Einfluss auf die Transportkinetik von PfCRT
Durch gezielte Mutagenese wurde weiterhin eine Reihe von PfCRT Varianten mit Mutationen
an spezifischen Positionen in Oozyten exprimiert und ebenfalls fiir Aufnahmestudien
verwendet. Die Intention dahinter war, den Einfluss der mutierten Aminosduren auf die
Funktionalitit von PfCRT zu priifen. Die daraus erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass auller T76
noch weitere Aminosduren eine mehr oder weniger wichtige Rolle fiir den Substrattransport
spielen. Vor allem E75 hat einen entscheidenden Einfluss auf den Transport, insbesondere fiir
QN und QD. AuBerdem wirken sich verschiedene Kombinationen von Mutationen in PfCRT
auf die Aufnahmerate und Substratspezifitit aus, was durch einen weiteren
Kompetitionsversuch mit QN und CQ bestdtigt werden konnte. In diesem Versuch wurden die
PfCRT Variante des P. falciparum Stammes Ecul110 und eine chimidre PfCRT Variante (die
erste Hilfte des Proteins von PfCRTP* und die zweite Hilfte von PFCRTE%) mit PfCRTP®
beziiglich der CQ Aufnahme in Anwesenheit von QN verglichen.

Basierend auf diese Daten wurden Zusammenhinge zwischen Mutationen in PfCRT und damit

einhergehende Verdnderungen in dessen Transportaktivitit beobachtet und in einem

Gesamtkontext veranschaulicht.
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Summary

With a mortality rate of more than one million people a year, of whom most are children
under five years, Malaria remains one of the most important infectious diseases in the world.
Due to the always further expanding resistances of the pathogen Plasmodium falciparum
against antimalarial drugs the fight against the disease becomes more severe. Chloroquine
(CQ) for example, which used to be highly efficient with low side effects, lost over the past
decades more and more importance. The same is true for quinine (QN). But how do this
resistances formate?

The transmembrane protein PfCRT (Plasmodium falciparum chloroquine resistance
transporter), which is localized in the digestive vacuole of the parasite, plays a decisive role in
that context. It has been shown, that certain point mutations within this protein lead to an
increased efflux of CQ out of the food vacuole. The key role for that plays the amino acid at
position 76. In the CQ-sensitive Plasmodium falciparum strain HB3, at this position there is
located a lysine (K76) whereas in the CQ resistant strain Dd2 a threonine (T76) can be found
at this position. Moreover, there are other polymorphisms in PfCRT, which have an effect on
its functionality.

CQ and QN are substrates of PfCRT. Whether the substrate binding pocket in PfCRT for CQ
and QN is the same, whether they are partially overlapping or whether each substrate binds in
a separate binding site, is not clear yet. To investigate this, PFCRT"" was expressed in
Xenopus laevis oocytes, which subsequently were used for uptake studies with CQ and QN.
First concentration dependent uptake studies were performed with CQ with addition of
various concentrations of QN. Subsequently, the experimental conditions were inversed and
the concentration dependent uptake of QN was measured in addition of various concentrations
of CQ. The results obtained in these experiments indicate a partially mixed (hyperbolic)
inhibition, which again suggest different binding sites for both substrates.

To examine how mutations at the crucial position 76 impact on the transport properties of
PfCRT, T76 in PfCRT % was replaced in each case by the 19 remaining proteinogenic amino
acids (T76X) and also expressed in oocytes of X. laevis. The subsequently measured uptake of
CQ, ON and its isomer quinidine (QD) in oocytes showed, that amino acids with positively
charged side chain (lysine, arginine and histidine) at position 76 prevent the corresponding
PfCRT mediated accumulation of all three substrates. This uptake is also prevented by the
substitution of T76 by proline (T76P). In this case, however, this is very likely due to the



Summary

cyclic form of the side chain of the proline (— "helix breaker"). Based on a selection of

Dd2 ¢ould be shown

PfCRT Dd2""** variants a direct impact on the transport kinetics of PFCRT
also by uptake studies with CQ in X. laevis oocytes.

By site directed mutagenesis still a number of PfCRT variants with mutations at specific
positions were expressed in oocytes, which also were used for uptake studies. The intention
behind this was to investigate the effect of the mutated amino acids on the functionality of
PfCRT. The obtained results show, that apart of T76, also other amino acids play an important
role for the substrate transport. E75 particularly plays an important role for the transport, in
particular for QN and QD. Additionally, different combinations of mutations in PfCRT have
an effect on the uptake rate and substrate specificity, which could be supported by an
additional competition experiment with QN and CQ. In this experiment the PfCRT variant of
the P. falciparum strain Ecul110 and a chimeric PfCRT variant (the first half of the protein
from PfCRTP* and the second half from PfCRT*!''%) were compared with PfCRT"* in
terms of CQ uptake in presence of QN.

Based on these data, connections between mutations in PfCRT and differences in its transport

activity associated with that were observed and shown in a contextual overview
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1. Einleitung

1.1. Malaria

Der Begriff Malaria stammt aus dem italienischen (“mal’ aria®) und bedeutet “schlechte
Luft“. Dies ist auf die so genannte Miasmentheorie zuriickzufiihren, die besagt, dass
ibelriechende Gase in Sumpfgebieten fiir den Ausbruch der Krankheit verantwortlich seien
(Mehlhorn & Piekarski, 2002, Tuteja, 2007, Retief & Cilliers, 2006). Heute jedoch weill man,
dass die Krankheit durch Infektion mit dem einzelligen Parasiten der Gattung Plasmodium
hervorgerufen wird (Stamm: Alveolata, Unterstamm: Apicomplexa, Klasse: Haematozoea,
Ordnung: Haemosporida, Familie: Plasmodiidae, Gattung: Plasmodium (Lucius & Loos-
Frank, 1997)), welcher durch den Stich der weiblichen Anopheles Miicke iibertragen wird
(Mehlhorn & Piekarski, 2002). Gegenwirtig sind etwa 120 verschiedene Arten von
Plasmodium beschrieben, deren spezifische Wirte unter den Vertebraten bei Reptilien, Vogel
und Sdugetiere zu finden sind. Beim Menschen 16sen finf Plasmodium-Arten Malaria aus
(Tabelle 1.1.): Plasmodium falciparum (Malaria tropica), Plasmodium vivax und Plasmodium
ovale (Malaria tertiana) und Plasmodium malariae (Malaria quartana) (Greenwood et al.,
2005). Die fiinfte Art, Plasmodium knowlesi, verursacht primér eine Erkrankung bei Affen,
kann aber auch beim Menschen, hauptsidchlich in Malaysia, zur Erkrankung mit ernsthaften
Komplikationen fithren (Singh et al., 2004). Die von P.falciparum hervorgerufene
bedrohlichste Form der Krankheit Malaria tropica (Greenwood et al., 2005) kann bei
fehlender oder zu spéter Behandlung zum Tod fithren (Robert-Koch-Institut, 2010).

Tabelle 1.1.: Die humanpathogenen Malariaerreger

Fast alle Todesfille und schweren Krankheitsverldaufe werden durch P. falciparum verursacht. Er bildet Proteine
auf seinen Wirtszellen aus, welche an das Endothel des Wirtes binden (Stich, 2009). Eine Infektion mit
P. knowlesi kann fiir den Menschen ebenfalls todlich sein. Fieberschiibe treten hier typischerweise taglich auf.
Ob mit P. knowlesi befallene Erythrozyten ebenfalls an Rezeptoren auf dem Endothel anhaften, ist nicht bekannt.

Zyklen der . .
Art Malariatyp Fie}l;erschiibe Inkubation Max%r?alc.i Mortalitét
[h] [Tage] Parasitimie
P. falciparum M. tropica 36-48 7-20 ~20 % +
P. vivax M. tertiana 48 7-20 ~2% -
P. ovale M. tertiana 48 7-20 ~2% +/-
P. malariae M. quartana 72 15-20 >1 % +/-

Eine funfte Art, P. knowlesi, verursacht primér eine Erkrankung bei Affen und spielt lokal in Siidostasien
eine begrenzte Rolle. Diese Art ist erst seit den 30iger Jahren des letzten Jahrhunderts als humanpathogen
bekannt.
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Malaria ist trotz intensiver Forschungsarbeit nach wie vor eine der gefdhrlichsten
Infektionskrankheiten weltweit. Sie tritt in tropischen und subtropischen Regionen aller
Kontinente mit Ausnahme von Australien auf. Etwa 3,3 Mrd. Menschen leben in Gebieten mit
erhohtem Malariarisiko (WHO, 2011). Nach Schitzung der Weltgesundheitsorganisation
(World Health Organisation, WHO) gab es im Jahre 2010 schitzungsweise 216 Mio.
Erkrankungen, wovon 91 % durch P. falciparum verursacht wurden. 81 % aller Fille
ereigneten sich in Afrika, 13 % in Siidostasien und die restlichen in den Ostlichen
Mittelmeer-Regionen (WHO, 2011). Weltweit sind 2010 nach Schétzungen der WHO
660 Mio. Menschen an Malaria gestorben, davon iiber 90 % in Afrika, 6 % in Siidostasien
und 3 % in den Ostlichen Mittelmeer-Regionen (WHO, 2011, WHO, 2012). 86 % aller
Todesfdlle betrifft Kinder unter 5 Jahren (WHO, 2011, WHO, 2012), da diese noch keine
Immunitdt erwerben konnten (Hviid, 2005, Hviid & Staalsoe, 2004). In Deutschland
erkranken nach Angaben des Robert-Koch-Instituts jéhrlich 800 bis 1000 Menschen an
Malaria, wovon 5 an der Krankheit sterben (Robert-Koch-Institut, 2010). Seit Mitte des
letzten Jahrhunderts gilt die Krankheit in Europa als ausgerottet. Abbildung 1.1. zeigt die
globale Verbreitung der Malaria.

B Gebiete mit hohem Malaria-Risiko
Gebiete mit geringem Walana-Risiko

Abbildung 1.1.: Globale Verbreitung der Malaria (Stand: 2010)
Die Malaria ist vor allem in den tropischen und subtropischen Regionen Mittel- und Siidamerikas, Afrikas und
Asiens endemisch (Quelle: WHO).
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Malaria kann durch die mit der Krankheit einhergehenden Abwesenheit in der Schule und die
herabgesetzte Produktivitit bei der Arbeit groBen Einfluss auf intellektuelle und
volkswirtschaftliche Entwicklung ausiiben. Schitzungen zufolge ist in den vergangenen 35
Jahren das jdhrliche Bruttonationaleinkommen in Landern, die stark von Malaria betroffen
sind, um 2 % weniger angestiegen, als in vergleichbaren Liandern ohne Einfluss von Malaria
(Greenwood et al., 2005). Die von der Malaria verursachten Kosten fiir Afrika belaufen sich
auf etwa 12 Mrd. Dollar pro Jahr, wodurch die 6konomische Entwicklung des jeweils
betroffenen Landes grundlegend beeintriachtigt wird (Gallup & Sachs, 2001, Greenwood et
al., 2005).

1.2. Historischer Hintergrund

Malaria reicht sehr weit in die Geschichte zurlick. Erste Beschreibungen der Krankheit stiitzen
sich auf chinesische Schriftstiicke von etwa 2700 v. Chr. (Cox, 2010, Scotto, 2010). Auch
Darstellungen auf Tontafeln aus Mesopotamien von 2000 v. Chr., dgyptische Papyrusrollen
von 1570 v. Chr. und indische Texte, die bis in das 6. Jhd. v. Chr. zuriickreichen, lassen auf
das Krankheitsbild der Malaria schlieBen. Solcherlei historische Dokumente miissen
allerdings kritisch betrachtet werden. Uberlieferungen aus der Antike — Homer um 850
v. Chr., Empedocles von Agrigentum um 550 v. Chr. und Hippokrates um etwa 400 v. Chr. —
bringen etwas Licht in das Dunkel (Retief & Cilliers, 2006). Sie dokumentieren die typischen
Anzeichen der Krankheit, wie zyklisch wiederkehrende Fieberschiibe und vergroBerte Milz
bei in Sumpfgebieten lebenden Menschen. Dadurch entstand der in Abschnitt 1.1. bereits
erwihnte Irrglaube, dass die schlechte Luft in diesen Gebieten fiir die Krankheit urséchlich sei
(Neghina et al.,, 2010). Erst mit der Entdeckung der Bakterien durch Antoni van
Leeuwenhoek im Jahre 1676 und der Vermutung, dass Mikroorganismen Ursache von
Infektionskrankheiten sind, begann er zu schwinden (Cox, 2010). Nachdem Louis Pasteur und
Robert Koch 1878/1879 die Keimtheorie entwickelten, die besagt, dass Krankheiten durch
Mikroorganismen verursacht werden, verstirkte sich die Suche nach der tatsdchlichen
Ursache fiir Malaria. Im Jahre 1880 entdeckte Charles Louis Alphonse Laveran den Erreger
Plasmodium im Blut von Malaria-Patienten, und 1897 identifizierte Ronald Ross
Stechmiicken der Art Anopheles als Ubertriger von Vogelmalaria (Cox, 2010). Zwischen
1898 und 1900 wurde dann der Ubertriiger der humanpathogenen Malariaerreger durch

Giovanni Battista Grassi, Amico Bignami, Giuseppe Bastianelli, Angelo Celli, Camillo Golgi
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und Ettore Marchiafava ebenfalls identifiziert (Cox, 2010). Erst dadurch wurden
wissenschaftliche Studien, welche bis zum heutigen Tag andauern, ermoglicht. Von den
aktuell 400 bekannten Anopheles-Arten, sind 60 Ubertriiger von Malaria-Parasiten, wovon 30

eine iibergeordnete Rolle spielen (Tuteja, 2007).

1.3. Der Malaria-Erreger Plasmodium falciparum

1.3.1. Biologie und Lebenszyklus

Der Malaria-Erreger Plasmodium wird durch weibliche Miicken der Gattung Anopheles
(Stamm: Arthropoda, Klasse: Insecta, Ordnung: Diptera, Unterordnung: Nematocera,
Familie: Culicidae) tibertragen. Der Entwicklungszyklus von Plasmodium (Abbildung 1.2) ist
streng wirtsspezifisch und in drei Phasen unterteilt: eine exoerythrozytire Phase
(ungeschlechtliche Vermehrung in den Hepatozyten des Menschen), eine erythrozytire Phase
(ungeschlechtliche Vermehrung in den Erythrozyten) und eine so genannte Gamogonie
(geschlechtliche Entwicklung und Vermehrung in der Speicheldriise der Anopheles Miicke)
(Marti et al., 2004, Piekarski, 1987).

Die in der folgenden Erlduterung eingeklammerten Zahlen verweisen auf die Nummerierung

in Abbildung 1.2.

Wenn die Anopheles-Miicke den Wirt sticht, sondert sie wéihrend ihrer Blutmahlzeit mit dem
Speichel gerinnungshemmende Substanzen ab. Auf diese Weise gelangen auch infektiose
Sporozoiten, welche sich in der Speicheldriise der Miicke befinden, in den Wirt und mit
dessen Blutstrom zur Leber (1) (Cowman & Crabb, 2006, Miller et al., 2002), wo sie in die
Hepatozyten eindringen (2) und zum Leberschizonten (3) heranreifen. Vor dem Invadieren
einer Hepatozyte miissen die Sporozoiten allerdings eine Kupffersche Zelle passieren, was
etwa 15—30 Minuten post Infektion stattfindet (Frevert et al., 1993). Uberdies gibt es
Hinweise darauf, dass die Sporozoiten erst mehrere Hepatozyten passieren, bevor der ndchste
Entwicklungsschritt eingeleitet wird (Mota et al., 2001). In den Hepatozyten findet die
exoerythrozytire Schizogonie (Vermehrung durch Teilung) statt, wodurch bis zu 30.000
Merozoiten entstehen (Miller et al., 2002). Durch Aufplatzen des Leberschizonten (4)
gelangen die Merozoiten in die Blutbahn. Im Falle von P.vivax verbleiben Hypnozoiten
ungeteilt im Lebergewebe. In diesem Ruhezustand konnen sie mehrere Monate bis Jahre

verbleiben (Mehlhorn & Piekarski, 2002). Durch einen noch ungeklarten Impuls entwickeln
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sie sich zu Schizonten und es kommt zum ersten Auftreten Krankheitssymptome (Lindner et
al., 2012).Die Merozoiten in der Blutbahn befallen nun die Erythrozyten (5). Sie invadieren
sie und transformieren sich dort zu Ringformen und reifen zum Trophozoiten heran (Cowman
et al.,, 2012). Diese wiederum wandeln sich zu einem Schizonten um, der nach dem
Aufplatzen zwischen acht und zwolf Merozoiten freisetzt, bei P. falciparum koénnen es sogar
bis zu 32 (6) werden (Cowman & Crabb, 2006). Einige wenige Merozoiten entwickeln sich zu
Gametozyten, den Geschlechtsformen (7), welche sich nach etwa einer Woche in geringer
Anzahl im Blut befinden. Aus diesem Grund bleiben sie in der Routinediagnostik unentdeckt
Diese Gametozyten (mannliche Gametozyten = Mikrogametozyten und weibliche
Gametozyten = Makrogametozyten) werden bei erneutem Miickenstich von ihr aufgenommen
(8) und entwickeln sich im Darm zu Gameten. Durch Penetration des Makrogameten durch
den Mikrogameten entsteht eine Zygote (9), welche eine langliche Form annimmt und zum
beweglichen Ookinet wird (10). Dieser lagert sich inmitten der Gewebeschichten des
Miickendarms an, wo er sich zur Oocyste wandelt (11) (Cowman & Crabb, 2006). Darin
entstehen bis zu 1000 Sporozoiten, die nach Freisetzung (12) in die Speicheldriisen der
Miicke wandern und bei einem erneuten Stich in die Blutbahn des Menschen gelangen

(Tuteja, 2007). Damit beginnt der Kreislauf nun von neuem.
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Abbildung 1.2.: Entwicklungszyklus der humanpathogenen Malaria-Erreger

Der gesamte Entwicklungszyklus spielt sich in drei Phasen ab, wobei die geschlechtliche Vermehrung nur im
Vektor, der weiblichen Anopheles-Miicke, stattfinden kann. Erlduterungen mit entsprechender Nummerierung im
Text (Abbildung verdndert nach Menard, 2005).
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Der Zeitraum eines Entwicklungszyklus in der Miicke betrigt je nach Aullentemperatur 8 - 16
Tage und erfordert eine Mindesttemperatur von 16°C - 18°C. Bei niedrigeren Temperaturen
kann die Sporogonie nicht vollendet werden und folglich keine Ubertragung des Erregers

stattfinden (Scotto, 2010).

1.3.2. Das Krankheitsbild

Der Verlauf von Malaria beginnt immer mit uncharakteristischen Beschwerden. Typische
Symptome sind Fieber, Kopf- und Gliederschmerzen in Verbindung mit einem allgemeinen
Krankheitsgefiihl. Es kommt zu Miidigkeit, Durchfall und Erbrechen sowie zu
Schweillausbriichen, Schiittelfrost und Schwindel (Marsh & Snow, 1997, Scotto, 2010).
Gerade wegen dieser unspezifischen Symptome und der langen Inkubationszeit zwischen
Infektion und Ausbruch der Krankheit kommt es oft zu Fehldiagnosen wie beispielsweise
grippaler Infekt oder Magen-Darm-Infektion.

Je nachdem um welche Art der Malaria es sich handelt, unterscheiden sich die Symptome.
Diese werden verursacht durch das Aufplatzen der Erythrozyten und die dadurch freigesetzten
Parasiten und erythrozytiren Abfallstoffe. Die damit einhergehenden Fieberschiibe, die je
nach Art des Erregers in unterschiedlichen Zeitintervallen auftreten, sind Teil des
wirtseigenen Selbstschutzmechanismus (Alberts et al., 2003, Stich et al., 2000). Sie werden
durch parasitire Toxine wie z. B. das “merozoite surface antigen 1 (MSP-1) und durch die
schon erwidhnten Abfallstoffe der Erythrozyten ausgelost. Diese Antigene regen Makrophagen
unter anderem zur Bildung von fieber- und entziindungsfordernden Cytokinen wie dem
Tumornekrosefaktor o (TNFa) und dem Interleukin I (IL-I) an (Alberts et al., 2003, Scotto, 2010).
Bei Mischinfektionen treten die Fieberschiibe meist ungleichmifBig auf und erschweren so
zusitzlich eine eindeutige Diagnose (Mehlhorn & Piekarski, 2002).

Bei dlteren Menschen bewirkt eine sogenannte, in Endemiegebieten erworbene
Semi-Immunitét (Teilresistenz) einen milderen Verlauf der Krankheit und dadurch auch eine
geringere Letalitdit. Diese Teilresistenz ist zeitlich limitiert und muss fiir jeden

Plasmodien-Stamm von neuem erworben werden (Wenk & Renz, 2003).

Malaria tropica wird durch die Plasmodien-Art P. falciparum verursacht und stellt fiir den
Menschen die bedrohlichste Form der Krankheit dar. Bei fehlender oder zu spéter
Behandlung kann diese tddlich verlaufen (Robert-Koch-Institut, 2010). Eine hohe
Parasitdmie, die ausgepriagte Andmie und hiufig vorkommende neuronale Komplikationen

sind hierbei kennzeichnend (Tuteja, 2007). Im Verlauf der Krankheit kann es zu regelmafig
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auftretenden (48-Stunden-Rhythmus) oder zu unregelméBigen, stindig wiederkehrenden
Fieberschiiben kommen (Mehlhorn & Piekarski, 2002). Durch das teilweise arrhythmisch
verlaufende hohe Fieber wird eine klare Diagnose erschwert und es kann zu einem
Multiorganversagen kommen (Stich et al., 2000).

Die schweren Krankheitsverldufe der Malaria tropica sind auf die Zytoadhdrenz infizierter
Erythrozyten zuriickzufiihren. Sie heften sich an den Endothelzellen von Kapillaren fest,
binden aber auch an uninfizierte Erythrozyten, wodurch es zu der sogenannten
Rosettenbildung (“rosetting™) kommt, einer Verklumpung der Erythrozyten (Wahlgren et al.,
1992). Dadurch verhindert der Parasit die Degradation alter und schadhafter Erythrozyten in
der Milz. Aufgrund dieser Zytoadhidrenz konnen Gefallverschliisse entstehen, was zu einer
Behinderung der Blutzirkulation fiihrt. Der damit einhergehende Sauerstoffmangel in den
verschiedenen Organen (Berendt et al., 1994, Cooke et al., 1995) hat schwerwiegende Folgen.
Bei der zerebralen Malaria kommt es wenige Stunden nach Auftreten der ersten Symptome zu
Krampfanfillen, Verwirrtheit und Bewusstseinsstorungen, die zum Koma und in der Folge
zum Tod fithren konnen (Stich et al., 2000). Die Folgen einer mit der ersten Schwangerschaft
verkniipften maternalen Malaria sind Frith- oder Totgeburten oder auch ein vermindertes
Geburtsgewicht des Kindes. Es kommt auch zu Aborten, schweren Andmien oder zum Tod
der Mutter (Andrews & Lanzer, 2002, Menendez, 1995). AuBBerdem treten Lungenddeme auf,
es kommt zum Nierenversagen und zu Gewebeschidden. Weitere Auswirkungen sind
Schwarzwasserfieber (Hamoglobinurie), einer Vergroferung der Milz, Leberversagen und
Acidose (Stich et al., 2000). Die Zytoadhdrenz basiert auf dem P. falciparum Erythrozyte
membrane protein 1 (PfEMP1), einer Familie immunovarianter Adhesine (Baruch et al.,
1995, Smith et al., 1995, Su et al., 1995), auf die im folgenden Abschnitt ndher eingegangen

wird.

1.4. Strukturelle Veranderungen des Erythrozyten nach
Infektion durch P. falciparum

Der menschliche Erythrozyt verfiigt weder iiber einen Lipid Synthesemechanismus, noch
besitzt er diverse fiir den Parasiten essenticlle Nahrstoffe (Baumeister et al., 2006). Aus
diesem Grund muss der Parasit diese Stoffe aus dem Blutplasma beziehen. Hierfiir induziert
der Parasit — einige Stunden nach der Invasion des Erythrozyten — neue Transportwege, die

oben schon erwéhnten NPPs (Kirk, 2001). Diese vermitteln den Transport von Molekiilen wie
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Aminosduren, Zucker, Nucleoside, Vitamine und diverse organische und anorganische Ionen

(Kirk & Saliba, 2007). Die molekularen Grundlagen der NPPs liegen noch im Dunkeln.

Nachdem P. falciparum in den Erythrozyten eingedrungen ist, exprimiert der Parasit wihrend
seiner intrazelluldren Entwicklung Proteine sowohl im Zytoplsma der Wirtszelle als auch auf
deren Oberfliche (Haldar & Mohandas, 2007). Dies fiihrt zu grundlegenden strukturellen
Verdnderungen des Erythrozyten, welche bei einer Infektion mit den ibrigen
humanpathogenen Plasmodium-Arten nicht stattfinden (Miller et al., 2002). Eines dieser
durch den Parasiten exprimierten virulenten Proteine ist PFEMP1 (“P. falciparum erythrocyte
membrane protein 1°). Es gehort zu einer immunovarianten Familie von
Oberflachen-Adhesinen (variant antigen family) und wird von den var-Genen kodiert. Das
Protein wird mit cerebraler und plazentaler Malaria in Verbindung gebracht (Haldar &
Mohandas, 2007). Weitere, zur Virulenz beitragende Protein-Familien sind STEVOR
(’subtelomeric variable open reading frames”) und RIFIN (“repetitive intersped family*),
welche ebenfalls fiir ihre genetische Variabilitit bekannt sind (Stich et al., 2000). In
vorangegangenen Untersuchungen gelang es, eine elf Aminosduren grofle Signalsequenz zu
identifizieren, die in diesen und vielen anderen virulenten Proteinen konserviert ist und den
Export in die Wirtszelle vermittelt (Hiller et al., 2004, Marti et al., 2004). Diese
Signalsequenz kommt in iliber 400 putativen Effektor-Proteinen (Proteine, die in die
Wirtszelle dirigiert werden) vor, was auf die Komplexitidt der Erythrozyten-Modifikation
deutet (Haldar & Mohandas, 2007).

Hunderte sekretorischer Proteine des Parasiten besitzen ein Export Motiv, PEXEL
(Plasmodium Export Element) genannt, welches fiir den Export von parasitidren Proteinen
auflerhalb der parasitophoren Vakuole notwendig ist (Bhattacharjee et al., 2008). Die
Expression dieser parasitiren Proteine auf der Wirtszelle &ufBlert sich einerseits in der
Ausbildung knopfartiger Hocker (“knobs*) auf der Erythrozytenmembran und andererseits in
Form eines membranartigen Netzwerkes, der Maurer Spalten (Lanzer et al., 2006), worauf im
weiteren Verlauf dieses Abschnitts genauer eingegangen wird. Auflerdem werden neue
Transportrouten induziert, die so genannten NPPs (“new permeation pathways®), wodurch die
Aufnahme bestimmter Nahrstoffe um ein Vielfaches erhoht wird (Ginsburg et al., 1983, Kirk,
2001, Martin & Kirk, 2007). Die molekularen Grundlagen hierfiir sind allerdings noch
weitgehend ungeklart.
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Die knobs heften sich mit Hilfe der exprimierten Proteine an den Endothelzellen der
Kapillaren an und sind somit fiir die Kapillarensequestration verantwortlich. Es kommt auch
zu der oben schon erwihnten Rosettenbildung, wobei infizierte Erythrozyten sich an
uninfizierte heften. Dies fithrt zu Stromungsblockaden bis hin zum Verschluss des Gefales.
Die dadurch verursachte Behinderungen der Blutzirkulation und der damit einhergehende
Sauerstoffmangel in den verschiedenen Organen (Berendt et al., 1994, Cooke et al., 1995)
fithrt zu schwerwiegenden Folgen wie cerebraler oder plazentaler Malaria (Miller et al.,
2002). In den knobs sind die parasitiren Proteine PfEMP1 und PFKAHRP1 (P. falciparum
knob associated histidine rich protein 1) verankert. Durch Interaktion mit verschiedenen
Komponenten des Zytoskeletts wie z. B. Spectrin, Ankyrin und Actin verdndern die knobs
auch physikalische Eigenschaften der Wirtszelle (Kilejian et al., 1991a, Kilejian et al., 1991b,
Pei et al., 2005).

PfEMP1 wird im Trophozoiten-Stadium an der Oberfliche der Erythrozyten présentiert. Es
interagiert mit verschiedenen Wirtszell-Rezeptoren wie CD36 (Barnwell et al., 1989,
Ockenhouse et al., 1989), ICAM-1 (“intercellular adhesion molecule 1¢), VCAM-1
(“vascular cellular adhesion molecule 1) und CR1 (“complement-receptor 1°) sowie CSA
(“chondroitin-4-sulphat A*) und Heparansulfat (Newbold et al., 1999, Reeder et al., 2000,
Stich et al., 2000, Viebig et al., 2007), welche sich auf den Endothelzellen verschiedener
Organe und Blutgefale befinden (Craig & Scherf, 2001, Hempelmann et al., 2009). Dieses
Protein setzt sich aus zwei Teilen zusammen. Der eine, der zytoplasmatische Anker, ist iiber
PfKAHRP fest mit dem Zytoskelett des Erythrozyten verbunden und unter allen PfEMP1
Varianten hochkonserviert. Der andere ragt iiber eine transmembrane Doméne weit aus der
Oberflache des Erythrozyten heraus. Dieser Teil setzt sich ist aus einer cysteinreichen
Doméne (CIDR) und einer variablen Anzahl von ,,DBL-Doméinen* (“duffy binding like*)
zusammen (Stich et al., 2000).

PfEMP1 wird von der var-Multigen-Familie kodiert, deren Gene hauptsdchlich an den
subtelomeren Doménen der Chromosomen liegen (Fischer et al., 1997, Hernandez-Rivas et
al., 1997). Bislang sind 60 Mitglieder dieser Familie in P. falciparum identifiziert worden. In
den Endregionen, den subtelomeren Regionen der Chromosomen, werden epitopische
Rekombinationsereignisse begiinstigt, was dem Parasiten eine hohe Antigenvarianz verleiht
(Stich et al., 2000). Diese Varianz ist unter anderem fiir die Virulenz von P. falciparum
verantwortlich, da der Parasit auf diese Weise der humoralen Immunantwort des Wirtes

entgehen kann (Roberts et al., 1992).
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Die Expression der var-Gene unterliegt einer sehr prédzisen Regulierung. Je Generation
schaltet der Parasit mit einer Rate von 2 % auf ein neues var-Gen um (Roberts et al., 1992,
Stich et al., 2000). Ein bisher noch inaktives var-Gen wird angeschaltet, das noch aktive
abgeschaltet. Es ist also immer nur eines der var-Gene aktiv, d. h. nur eine PfEMP1 Variante
wird exprimiert. Der diesem Phédnomen zugrunde liegende Mechanismus auf molekularer
Ebene ist noch ungekldrt. Die Entscheidung, welches var-Gen aktiviert wird, féllt im
Ringstadium. Zu diesem Zeitpunkt werden noch alle var-Gene transkribiert, ohne jedoch
Proteinprodukte zu synthetisieren (Hviid, 2010). Wenn die Zelle zum Trophozoiten
heranwichst, werden alle var-Gene bis auf eines abgeschaltet. Dieses kodiert dann das
exprimierte PFEMP1 (Stich et al., 2000).

P. falciparum ist in der Lage, synthetisierte Proteine an die parasitophore Vakuolenmembran
(PVM) zu dirigieren. Er verfiigt iiber eine Proteinsortierungs-Maschinerie mit den
klassischen, in Eykaryoten vorkommenden Komponenten: den in der Membran des
Endoplasmatischen Reticulums lokalisierten Proteintranslokator Sec61-Komplex (Couffin et
al., 1998), eine Typ I Signalpeptidase (Sharma et al., 2005), ein Golgi Netzwerk (Struck et
al., 2005) und diverse, fiir den Vesikeltransport notwendige Proteine wie beispielsweise
SNAREs (Adisa et al., 2002, Ayong et al., 2007). Problematisch wird es allerdings, wenn
Proteine tliber die Grenze der PVM hinaus transportiert und auf der Oberfliche der Wirtszelle
exprimiert werden sollen. Der Erythrozyten verfiigt ndmlich iiber kein endogenes vesikuldres
Transportsystem (Tilley et al., 2008). Wie also 16st der Parasit dieses Problem?

Maurer Spalten (“Maurer’s clefts*), nach Georg Maurer benannte und von ihm erstmals im
Jahr 1900 beschriebene, dem parasitiren Stoffwechsel entstammende membrandse
Strukturen, unterstiitzen den Transportverkehr von Plasmodium-Proteinen, so dass diese an
der Zelloberfliche des Erythrozyten exprimiert werden konnen (Lanzer et al., 2006, Wickert
& Krohne, 2007). Maurer Spalten besitzen Proteine wie PfSBP1 (“P. falciparum skeletal
binding protein-1) (Blisnick et al., 2000, Saridaki et al., 2009), MAHRP-1 (“membrane
associated histidine-rich protein-1*) (Spycher et al., 2003, Spycher et al., 2006) und PFREX-1
und -2 (“ring exported protein-1 and -2”) (Spielmann et al., 2006) und aullerdem noch
Proteine aus der STEVOR- (Kaviratne et al., 2002, Przyborski et al., 2005) und
RIFIN-Familie (Khattab & Klinkert, 2006).

Abbildung 1.3. zeigt eine schematische Darstellung moglicher Synthesewege zur Expression
parasitirer Proteine an der Wirtsmembran (d. h. der Erythrozytenmembran), wodurch die

Aufnahme unterschiedlicher Nahrstoffe aullerhalb des Eryhrozyten ermdglicht werden soll.
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Abbildung 1.3.: Schematische Darstellung der strukturellen Veranderungen des infizierten Erythrozyten
Gezeigt werden einige, durch P. falciparum induzierte, putative Synthesewege, in denen der Erythrozyt mit fiir
den Parasiten notwendige Proteinen ausgestattet wird (Quelle: Tilley et al., 2008)

1.5. Bekampfung der Malaria

Es sind in der Vergangenheit viele verschiedene Projekte zur Bekdmpfung der Malaria
entworfen worden. Viele bezogen sich auf Vektorkontrolle, chemotherapeutische Behandlung
erkrankter Menschen, Aufklirung der betroffenen Bevolkerung, und in einigen Gebieten
konnte ein teilweise betrdchtlicher Riickgang der Krankheits- und Sterberate verzeichnet
werden. Allerdings ist man immer noch weit entfernt von einer umfassenden Losung fiir das
tropische Afrika und viele Gebiete Siidostasiens (Greenwood et al., 2005).

Alle bis zum heutigen Tag unternommenen Anstrengungen, einen effektiven, weltweit
einsetzbaren Impfstoff gegen Malaria zu entwickeln, blieben aufgrund der hohen Variabilitét
der Malaria-Antigene erfolglos. Es gibt aber einen in der Entwicklung befindlichen Impfstoff
mit dem Namen RTS,S (oder Mosquirix), der zumindest eingeschriankt wirksam ist (Agnandji
etal., 2012, Agnandji et al., 2011, Brooks et al., 2012, Leach et al., 2011).

Die Bekidmpfung der Krankheit konzentriert sich verstirkt auf Chemotherapie und
Chemoprophylaxe mit Medikamenten, welche die Ausbreitung des Parasiten im menschlichen
Korper eindimmen sollen. Am weitesten verbreitet sind die natiirlichen Komponenten der

Chinarinde: der pharmazeutisch wirksame Inhaltsstoff Chinin (QN) und die daraus
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abgeleiteten 4-Aminochinolin- und Arylaminoalkohol-Antimalaria-Wirkstoffe sowie der nahe
mit QN verwandte, synthetisch hergestellte Arzneistoff Chloroquin (CQ). Das Problem hierbei
ist allerdings, dass durch den starken Einsatz dieser Medikamente in den vergangenen
Jahrzehnten Plasmodium in vielen Endemiegebieten Resistenzen gegen sie entwickelt hat,
wodurch es in den letzten Jahren wieder zu einem Anstieg an Malariaerkrankungen gekommen
ist (WHO, 2012, Wiesner et al., 2003). Aus diesem Grund erscheint es wichtig, die

molekularen Grundlagen dieser Resistenzen zu begreifen.

1.6. Anti-Malaria Wirkstoffe

Gemessen an der Bedeutung der Malaria ist die Anzahl der gegenwirtig verfligbaren
Wirkstoffe gegen die Erreger verhéltnisméBig gering. Starke Nebenwirkungen -einiger
Medikamente, die ungeniigende Verfiigbarkeit mancher Substanzen in den besonders
betroffenen Gebieten der Welt und die schon erwihnte starke Verbreitung von Resistenzen
grenzen die Moglichkeiten stark ein (Schlitzer, 2009b).

In den vergangenen Jahren wurde die Entwicklung von therapeutisch einsetzbaren
Wirkstoffen gegen Malaria deutlich vorangetrieben (Schlitzer, 2008, Schlitzer, 2009b). Dies
lasst auf neue Wege zur Bekdmpfung der Krankheit hoffen.

Dieser Abschnitt soll einen kurzen Uberblick iiber die giingigen, derzeitig eingesetzten
Wirkstoffe geben. Dartiber hinaus sei kurz auf die im Entwicklungsstadium befindlichen

Substanzen hingewiesen

Traditionell werden Malaria-Wirkstoffe entsprechend ihres Wirkortes innerhalb des
Lebenszyklus’ von Plasmodium klassifiziert (Abbildung 1.4.) (Schlitzer, 2007). Sie werden in
vier Stoffklassen eingeteilt. Blutschizontizide wirken im asexuellen intraerythrozytiren
Entwicklungsstadium des Parasiten. Gewebeschizontozide téten Leberschizonten ab,
wodurch sie der Erythrozyteninvasion durch den Parasiten vorbeugen und somit
prophylaktisch wirken. Hypnozoitizide toten ungeteilt im Lebergewebe verbleibende
Hypnozoiten von P. vivax und P. ovale ab, welche Jahre nach der Infektion zu Schizonten
heranreifen konnen, wirken also als Prophylaxe gegen charakteristische Riickfille der Malaria
tertiana vor. Gametocytozide zerstoren Geschlechtsformen des Parasiten und verhindern
dadurch die Transmission vom Menschen zur weiblichen Anopheles-Miicke. Da bei der durch

P. falciparum verursachten Malaria tropica keine ruhenden Hypnozoiten vorkommen, geniigt
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eine Behandlung mit Blutschizontiziden. Im Falle einer Infektion mit P. vivax oder P. ovale

ist eine Kombinationstherapie von Blut- und Gewebsschizontiziden nétig (Schlitzer, 2007).
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Abbildung 1.4.: Klassifizierung der Wirkstoffe gegen Malaria in Abhangigkeit ihres Wirkortes
Wirkstoff-Klassen (rote Kisten) zur Malaria-Behandlung in den einzelnen Entwicklungsphasen von Plasmodium
(Abbildung veréndert nach Schlitzer, 2007)

Weil P.falciparum fiir den groBten Teil der durch Malaria verursachten Todesfille
verantwortlich ist, liegt der Schwerpunkt der Malaria Chemotherapie in der Bekdmpfung eben
dieser Plasmodium-Art. Die hierfiir verwendeten Arzneistoffe entstammen folgenden
Substanzklassen: Antifolate, Hemmstoffe der Atmungskette, Antibiotika, Artemisinine,

Aminochinoline und Arylaminoalkohole (Schlitzer, 2009a).

1.6.1. Antifolate

Folsdure stellt die Vorstufe des Coenzyms Tetrahydrofolsdure (THF) dar, welche unter
physiologischen Voraussetzungen als Anion vorliegt (Tetrahydrofolat) (Mayer, 2009). THF
liefert insbesondere Methyl- (CH3-), Methenyl- (CH,=) und Formyl-Gruppen (HCO-) und ist
somit an der Synthese von Purinbasen und desoxy-Thymidinmonophosphat ({TMP) beteiligt
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(Hahn, 2009, Paul et al., 2004), welche Bestandteil von DNA sind. Wéhrend der Mensch auf
die Aufnahme von Folsdure iiber die Nahrung angewiesen ist, sind Prokaryoten und
Protozoen in der Lage, diese innerhalb des Folatstoffwechsels selbst zu synthetisieren. Die
Biosynthese von Tetrahydrofolat wird unter anderem durch zwei Enzyme katalysiert:
Dihydropteroat-Synthase (DHPS) und Dihydrofolat-Reduktase (DHFR) (Hyde, 2005). Aus
diesem Grund ist die Hemmung dieser Enzyme ein seit langem genutztes Prinzip in der
antimikrobiellen Chemotherapie (Nzila, 2006, Schlitzer, 2007).

Die Substanzklasse der Antifolate beinhaltet unter anderem Sulfadoxin, Dapson,
Pyrimethamin und Proguanil. Sulfadoxin ist ein Sulfonamid, welches als kompetetiver
Inhibitor von DHPS fungiert, Dapson stammt, obwohl es chemisch ein Sulfon ist, aus der
Gruppe der Sulfonamide und stellt ein Pseudosubstrat fiir DHPS dar (Schlitzer, 2009b).
Pyrimethamin und Proguanil, aus dem durch Oxidation die Wirkform Cycloguanil entsteht,
sind Inhibitoren der DHFR (Nzila, 2006). Allein haben diese DHPS-Inhibitoren nur eine
schwache Wirkung gegen Malariaparasiten, im Zusammenspiel mit DHFR-Inhibitoren
hingegen besteht ein ausgepridgter synergistischer Effekt, weshalb diese beiden
Substanzklassen in Kombinationen miteinander eingesetzt werden (Schlitzer, 2009a). Zur
Kombinationstherapie von Sulfadoxin/Pyrimethamin wird das Medikament Fansidar®
eingesetzt, die Kombination von Dapson/Cycloguanil ist als LapDap® erhiltlich (Schlitzer,
2007).

Resistenzen gegen Antifolate entstehen unter anderem durch Mutationen in der DHFR.
Sulfadoxin/Pyrimethamin, einst fithrende Kombinationstherapie (Baird, 2005) gegen Malaria,
wurde aufgrund der Ausbreitug von Mutationen im dhfr-Gen als Chemotherapie abgesetzt.
Dapson/Proguanil wirkt gegen in Afrika vorkommende P. falciparum-Stamme mit dreifacher
Mutation im dhfr-Gen, nicht aber gegen in Asien und Siidamerika vorkommende

P. falciparum-Stamme mit vierfach-Mutationen (Wilairatana et al., 1997).

1.6.2. Hemmstoffe der Atmungskette

Atovaquon gehort zu der Gruppe der Naphthochinone und kann als Strukturanalogon des
Ubichinons betrachtet werden. Ubichinon nimmt in der Mitochondrien-Membran zwei
Elektronen von diversen Dehydrogenasen auf und bindet anschlieend in die Bindetasche des
Cytochrom-bc;-Komplexes der Atmungskette (Schlitzer, 2009a).

Ein Elektron wird auf einen Eisen-Schwefel-Komplex des so genannten Rieske-Proteins
(Schlitzer, 2009a) tibertragen und anschliefend durch die Verschiebung einer Domine dieses

Proteins zum Cytochrom c; transportiert. Nun bindet anstelle des Ubichinons Atovaquon in

18



Einleitung

dessen Bindetasche, wodurch das Rieske-Protein fixiert wird. Als Folge davon wird der
Elektronentransport unterbrochen, was zum Zusammenbruch des mitochondrialen
Membranpotentials und damit zu einem schnellen Absterben der Parasiten fiihrt (Schlitzer,
2009a). Durch eine Monotherapie mit Atovaquon kommt es jedoch sehr schnell zur
Ausbildung von Resistenzen. Der Austausch einer hydrophoben Aminosdure gegen eine
hydrophile an Position 268 (Y268S bzw. Y268C) verringert die hydrophobe Bindung des
Cyclohexylrestes des Atovaquons, wodurch dessen Affinitit zum Cytochrom-bc;-Komplex
um mehr als das 1000-fache verringert wird (Boggild et al., 2007, Schlitzer, 2007, Schlitzer,
2008, Srivastava et al., 1999, Vaidya & Mather, 2000). Deshalb wird es als
Kombinationstherapie Atovaquon/Proguanil (Malarone®™) eingesetzt.

Unter normalen Bedingungen wird das mitochondriale Membranpotential durch die
Atmungskette aufrechterhalten. Ist der Atovaquon-vermittelte Elektronentransport gehemmt,
kommt ein alternativer Weg zum Tragen. Darin wird ATP zu ADP hydrolysiert und durch
einen membranstindigen Transporter wiederum gegen ATP ausgetauscht. Dies hat einen
Netto-Einwiértstransport negativer Ladungen zur Folge (Schlitzer, 2009a). Dieser alternative
Weg wird durch Proguanil gehemmt (Painter et al., 2007, Painter et al., 2010). Malarone®
wird zur Prophylaxe gegen Malaria tropica und zur Behandlung unkomplizierter Malaria

eingesetzt (Patel & Kain, 2005).

1.6.3. Antibiotika

Antibiotika wie Doxycyclin, Clindamycin und Azithromycin wirken vermutlich auf den
Proteinbiosyntheseapparat des Apikoplasten (Schlitzer, 2009a). Ein Wirkmechanismus
bestimmter Antibiotika wird als verzogerter Wirktyp (“delayed death effect™) bezeichnet.
Hierbei werden Parasiten erst wihrend des zweiten intraerythrozytiren Zyklus abgetotet
(Dahl et al., 2006, Ramya et al., 2007). Wahrscheinlich unterbinden bestimmte Antibiotika im
bei der asexuellen Teilung der Parasiten neu entstandenen Apikoplasten die Synthese von
Proteinen, welche eine essentielle Rolle fiir die darin stattfindenden Biosynthesewege spielen.
Durch den verzogerten Wirktyp kommt es konsequenterweise erst nach etwa vier Tagen zu
einem Abklingen der Symptomatik, was bei nicht-immunen Patienten deutlich zu spit wiére.
Daher sind Antibiotika nur in Kombination mit effizienteren, schneller wirksamen
Medikamenten wie beispielsweise Chinin oder Artesunat sinnvoll. Antibiotika gelten als
wertvolle Kombinationspartner, da keine dokumentierten Fille klinisch relevanter
Resistenzen vorliegen (Schlitzer, 2008). Das in Kombination mit Chinin oder Artesunat

verwendete Doxycyclin stellt den wichtigsten Vertreter aus der Gruppe der Tetracycline dar
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(Ashley & White, 2005). Alternativ dazu verwendet man Clindamycin, welches durch
geringere Nebenwirkungen bei schwangeren Frauen und auch bei Kindern (Lell & Kremsner,
2002) eine Vorteil gegeniiber Doxycyclin hat. Des Weiteren gibt es Azithromycin, welches
aber im Vergleich zu Doxycyclin eine geringere Effektivitit gegen Malaria tropica aufweist

(Taylor et al., 2003).

1.6.4. Artemisinin—Derivate

Die Wirkstoffgruppe der Artemisinine hat ihren Ursprung in der traditionellen chinesischen
Medizin. Schon vor 2000 Jahren wurde in China der Einjahrige Beifuss Artemisia annua als
Heilpflanze gegen Hamorrhoiden verwendet, seit 1596 auch zur Behandlung von Fieber
(Wiesner et al., 2003). 1972 wurde das Sesquiterpen Artemisinin als aktiver Inhaltsstoff
isoliert (Klayman, 1985). Es besitzt eine sehr gute Wirksamkeit gegen Malaria. In
Versuchsansédtzen mit vierzig Feldisolaten aus Nordwest Thailand konnten ICso-Werte
(Konzentration eines Medikaments, bei der 50 % der Parasiten absterben) zwischen 8,2 und
17,9 nM erreicht werden, innerhalb einer anderen Studie nur geringfiigig hoher (Ramharter et
al., 2002, Tanariya et al., 2000). Es ist allerdings sowohl in Wasser als auch in Ol schlecht
16slich, weshalb heute ausschlieBlich semisynthetische Artemisinin-Derivate wie Artemether
(entsteht durch Methylierung der Hydroxylgruppe), Artesunat (entsteht durch Veresterung
der halbacetalischen Hydroxylgruppe mit einer der beiden Carboxylgruppen der
Bernsteinsdure) und Dihydroartemisinin (entsteht durch Reduktion der Lakton-Teilstruktur)
verwendet werden (Schlitzer, 2007). Artemisinine wirken selbst auf die frithesten
erythrozytiren Entwicklungsstadien, die frilhen Ringstadien und reduzieren somit
Parasitenlast um den Faktor 10* pro asexuellem Zyklus was sie zu den schnellsten und
wirksamsten heute bekannten Malariatherapeutika macht (Schlitzer, 2009a). Es {iiberrascht
also wenig, dass Artemisinine die erste Wahl der Wirksubstanzen gegen Malaria tropica
darstellen, insbesondere wegen der globalen Ausbreitung von Resistenzen gegen Chloroquin
und Sulfadoxin/Pyrimethamin (Krishna et al., 2008). Die WHO empfichlt sogar Artemisinin
Kombinatiostherapien (“Artemisinin combination therapy” (ACT)) (Gould & Lienhard, 1989,
WHO, 2010). Artemether-Lumefantrin, Artesunat-Mefolquin, Artesunat-Amodiaquin,
Dihydroartemisinin-Piperaquine und Artesunat-Pyronaridine sind derzeit gidngige ACTs
(Eastman & Fidock, 2009).

Das typische Kennzeichen von Artemisininen bildet eine 1,2,4-Trioxan-Partialstruktur.
Endoperoxid ist das fiir die Wirksamkeit essentielle Strukturelement. Ein bis vor wenigen

Jahren anerkanntes Model fiir den Wirkmechanismus der Artemisinine war, dass eine durch
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Eisen-II-vermittelte Spaltung dieses essentiellen Strukturelements zur Bildung von
Kohlenstoffradikalen fiihrt. Diese reagieren dann mehr oder weniger wahllos mit dem Ham
und mit allen sie umgebenden Proteinen, die sie inaktivieren (Schlitzer, 2009a). Vor wenigen
Jahren allerdings wurde alternativ ein Wirkmechanismus vorgeschlagen, demzufolge
Artemisinin-Derivate hochspezifisch PFATP6 hemmen, eine Calcium-ATPase, die Ca*"-Tonen
in das ER transportiert (Eckstein-Ludwig et al., 2003, Schlitzer, 2007). Es ist jedoch noch
unklar, ob flir die Hemmung der PfATP6 eine eisenvermittelte Radikalbildung erforderlich
ist.

Sollten Artemisinin-Derivate tatsdchlich eine spezifische Zielstruktur wie diese PfATP6
haben, so ist es wahrscheinlich, dass es durch Mutationen im entsprechenden Gen zur
Ausbildung von Resistenzen gegen diese Wirkstoffklasse kommt. Berichten aus jiingerer
Vergangenheit zufolge gab es schon Félle herabgesetzter Wirksamkeit (Dondorp et al., 2010,
O'Neill et al., 2010).

1.6.5. Aminochinoline und Arylaminoalkohole

Die Rinde des in den Anden beheimateten Cinchona-Baums war der erste Ansatz zur
gezielten Malaria-Therapie. Die zu Puder verarbeitete Rinde wurde schon seit Anfang des
siebzehnten Jahrhunderts zur Behandlung von Fieber eingesetzt (Meshnick, 2001). Im Jahre
1820 wurde dann der aktive Inhaltsstoff Chinin aus der Baumrinde isoliert und zur
Behandlung von Malaria eingesetzt (Wiesner et al., 2003). Damit gehort Malaria zu den
ersten durch eine chemische Reinsubstanz behandelten Krankheiten. Das erste mal, dass ein
synthetischer Wirkstoff beim Menschen eingesetzt wurde, war 1891, als es Paul Ehrlich
gelang, zwei Malariapatienten mit dem sich im Parasiten anreicherndem Farbstoff
Methylenblau zu heilen (Guttmann & Ehrlich, 1891). Heutigen Erkenntnissen zufolge wirkt
Methylenblau als Glutathion-Reduktase-Inhibitor und stért somit den Redoxhaushalt des
Parasiten (Wiesner et al., 2003). Die Derivatisierung der Methylenblau-Struktur fithrte zur
Synthese von Primaquin und Resochin, welches spéter in Chloroquin umbenannt wurde
(Schlitzer, 2007).

Chloroquin (CQ) und Amodiaquin (AQ) gehdren zur Familie der 4-Aminochinoline,
Primaquin ist das aktuell einzige eingesetzte 8-Aminochinolin. CQ ist aufgrund der geringen
Nebenwirkungen und Kosten sehr effizient. Der Nachteil von CQ besteht allerdings in seiner
geringen Dosierbarkeit von nicht hoher als 10 mg/kg. Eine hohere Dosis wére toxisch bis
todlich (Taylor & White, 2004). AuBBerdem hat der starke Einsatz des Medikamentes weltweit
zu resistenten P. falciparum-Stammen gefiihrt (Wellems & Plowe, 2001), wodurch CQ nicht
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mehr als fiihrender Wirkstoff in der Malariabehandlung angesehen werden kann. Das
strukturell dhnliche AQ mit einem aromatischen Ring an seiner Seitenkette ist effektiv gegen
leicht resistente P. falciparum-Stamme (Sa et al., 2009) und wird hauptsédchlich in
Kombination mit Artemisinin angewendet (Eastman & Fidock, 2009). CQ und AQ wirken im
intraerythrozytdaren Entwicklungsstadium, Primaquin wirkt in Leber- und Geschlechtsstadien.
Es wird vorwiegend gegen Malaria tertiana eingesetzt (Hill et al., 2006).

Mefloquin, Halofantrin, Lumefantrin und Chinin gehoren zu den Arylaminoalkoholen
(Schlitzer, 2009a). Mefloquin gilt als Standardmedikation gegen CQ resistente
P. falciparum-Stamme, wird aber wegen seiner je nach Dosierung auftretenden
neuropsychiatrischen Nebenwirkungen und des hohen Preises begrenzt angewendet (AlKadi,
2007, Wiesner et al., 2003). Es wird in Kombination mit Artesunat eingesetzt (Eastman &
Fidock, 2009). Halofantrin ist ebenfalls wirksam gegen CQ resistente P. falciparum-Stadmme,
wird aber wegen seiner starken Nebenwirkungen (Herz-Rhythmus-Stérungen) nicht
empfohlen (Touze et al., 2002). Lumefantrin hat eine dem Halofantrin dhnliche Struktur, ist
aber weniger wirksam. Es ist als Kombinationstherapeutikum mit Artemether unter dem
Namen Riamet® erhiltlich (Omari et al., 2004). Schwere Malaria wird hauptsédchlich mit
Chinin  behandelt. Herz-Rhythmus-Stérungen und Komplikationen im zentralen
Nervensystem sind selten, Nebenwirkungen wie Hypoglykédmie konnen zu Komplikationen
filhren, weshalb der Blutzuckerspiegel liberwacht werden sollte (Taylor & White, 2004).
Seine Halbwertszeit betrdgt 8 bis 12 Stunden und muss deshalb 3 mal téglich verabreicht
werden (Okombo et al., 2011).

1.6.6. Entwicklung neuer Wirkstoffe

Die Entwicklung von Resistenzen gegen bereits existierende Malaria-Medikamente erschwert
nicht nur in hohem MafBle den Kampf gegen die Krankheit, sie riickt auch die Notwendigkeit
neuer Wirkstoffe in den Vordergrund, welche innovative Wege er6ffnen konnten, um der
globalen Katastrophe Malaria entgegenzutreten. In den letzten Jahren hat sich die
Entwicklung neuer Wirkstoffe gegen die Krankheit deutlich intensiviert. Was also ist an
neuen Moglichkeiten zu erwarten?

AQ-13 ist ein Chloroquin-Derivat mit verkiirzter Seitenkette, wodurch seine Affinitit zu
PfCRT vermindert werden soll (Schlitzer, 2007, Schlitzer, 2008). Der Wirkstoff ist in vitro
auch gegen Chloroquin-resistente Parasiten wirksam. Allerdings deutet eine klare Korrelation
zwischen der Anfilligkeit einiger Feldisolate gegen AQ-13 und CQ auf einen gewissen Grad

an Kreuzresistenz hin (Schlitzer, 2009b) In tert-Butylisoquin wurden die Positionen des
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Hydroxyl- und des Diethylaminomethyl-Restes miteinander vertauscht, es konnte somit als
ein Derivat des Amodiaquins aufgefasst werden. Durch diese Modifizierung wird die
ungewollte Bildung von toxischen Chinoniminen unterbunden, die Wirksamkeit jedoch bleibt
dadurch unbeeintrdchtigt (Schlitzer, 2009b, Schlitzer, 2009a). Aufgrund der hohen
Wirksamkeit gegen isolierte Malaria-Parasiten erfihrt Methylenblau seit einigen Jahren
wieder gesteigertes Interesse. Es war als Malaria-Therapeutikum in Vergessenheit geraten,
nachdem es schon 1891 von Paul Ehrlich dafiir eingesetzt worden war. Eine gut
dokumentierte Toxikologie und der geringe Preis sind weitere Vorteile (Schlitzer, 2009b).
Auffallend bei Ferroquin ist seine Ferrocenyl-Seitenkette (Dubar et al., 2008). Es ist
wirksam gegen diverse Laborstimme und Feldisolate, auch CQ resistente. Vermutlich
unterbindet der relativ grofle Ferrocenylrest die Interaktion mit PfCRT. Ein weiterer im
Entwicklungsstadium befindlicher Wirkstoff ist T3, dessen Ansatzpunkt (“Target”) die
Phospholipid Synthese des Parasiten sein soll (Caldarelli et al., 2010, Schlitzer, 2008).
AuBlerdem gibt es noch eine Vielzahl von in der frithen Entwicklungsphase befindlicher

Substanzen als potentielle anti-Malaria Therapeutika (Schlitzer, 2009b).

1.7.  Wirk- und Resistenzmechanismen von Chloroquin und
Chinin

1.7.1. Wirkmechanismus von CQ und QN

Chloroquin ist eine schwache Base mit der Eigenschaft, Biomembranen durch Diffusion
passieren zu konnen. Auf diese Weise gelangt es in die Nahrungsvakuole (NV) des Parasiten
und reichert sich dort an (Sullivan, 2002). Bei dem in der NV herrschenden pH von
5,18 £ 0,05 (Kuhn et al., 2007) in CQ resistenten wie auch in CQ sensitiven Staimmen liegt
CQ in zweifach protonierter Form als Dikation vor und befindet sich aufgrund dessen nicht
mehr in der Lage, die NV wieder zu verlassen. Dadurch wird in der NV, dem Ort der
Hamoglobin Degradation (Sanchez et al., 2007b), eine um mehrere Zehnerpotenzen hohere
Konzentration als im Zytoplasma erreicht (Schlitzer, 2009a). Die Wirkungsweise von CQ
besteht darin, dass es stabile Komplexe mit Ferriprotoporphyrin IX (FPIX) bildet und so die
Zahl der nicht im Hdmozoin gebundenen FPIX-Molekiile erhoht, was letztendlich zum Tod
des Parasiten fiihrt (Fitch, 2004, Gligorijevic et al., 2006). Wie genau das geschieht, ist noch
nicht gekldrt. Es gibt allerdings Hinweise darauf, dass FPIX-CQ-Komplexe auf einen noch

unbekannten Ansatzpunkt in der Membran wirken und durch den Anstieg der
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Ca’"-Konzentration eine vorzeitige Anhdufung der Transportvesikel bewirken, welche das
Héamoglobin in die NV transportieren. Dadurch kann das Hamoglobin nicht mehr einwandfrei
abgebaut werden, was zwangsldufig das Absterben des Parasiten zur Folge hat (Fitch, 2004,
Schlitzer, 2007, Schlitzer, 2008, Schlitzer, 2009a). FPIX-CQ-Komplexe beeintriachtigen auch
die Bildung von mit Hamoglobin beladenen Endosomen, wodurch sich das Hamoglobin in
noch unreifen Endosomen anlagert (Fitch & Russell, 2006). Untersuchungen mit Plasmodium
berghei infizierten Erythrozyten in Méausen haben gezeigt, dass der Parasit in Anwesenheit
von CQ bis zu 80 % seiner Féhigkeit verliert, B-Hematin auszubilden (Chou & Fitch, 1992).
AuBerdem verhindert CQ durch das so genannte “lipid masking” (Lipid-Maskierung) die
Interaktion von in die Ausbildung von f-Hematin involvierten Lipiden mit FPIX. (Fitch et al.,
2003). Die Wirksamkeit von CQ beruht also auf der Akkumulation von FPIX und
FPIX-CQ-Komplexen in der NV von Plasmodium (Fitch et al., 2000)

Ebenfalls noch weitgehend ungeklért ist der Wirkmechanismus von QN. Es behindert, genau
wie CQ, die Himoglobinverwertung des Parasiten, allerdings aller Wahrscheinlichkeit nach
einem anderen Mechanismus folgend. Moglicherweise wirkt QN auf dieselbe Zielstruktur wie
CQ, hemmt jedoch im Gegensatz dazu die Ca*"-Freisetzung und verhindert dadurch die
Verschmelzung von mit Himoglobin beladenen Transportvesikeln mit der Nahrungvakuole
(Fitch, 2004, Schlitzer, 2007). In einer in der Vergangenheit durchgefiihrten Studie wurde die
Morphologie von infizierten Erythrozyten elektronenmikroskopisch untersucht, nachdem
diese zuvor mit CQ und mit Mefloquin, welches dem QN strukturell sehr dhnlich ist,
behandelt worden waren. Es konnte dabei beobachtet werden, dass verschiedene Chinoline
mit gleicher Zielstruktur verschiedene morphologische Auswirkungen auf den infizierten
Erythrozyten haben (Olliaro et al., 1989).

Mefloquin kann direkt an Membran-Phospholipide binden, CQ hingegen zeigt keine
gesteigerte Bindungsaffinitit fiir diese Strukturen (Chevli & Fitch, 1982). QN und das
entsprechende Stereoisomer Chinidin (QD) sind auch in der Lage, Salzbriicken mit Hdm
auszubilden. Man vermutet, dass die Bildung dieser Salzbriicken die Formierung der
Hemozoin-Vorstufe des B-Hematins wahrend der Him-Detoxifizierung unterbricht und so die
starke Wirksamkeit der beiden aktiven Isomere entfaltet (de Villiers et al., 2008).

Die molekulare Struktur von CQ, QN und QD ist in Abbildung 1.5. dargestellt und

veranschaulicht die strukturelle Ahnlichkeit untereinander.
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Abbildung 1.5.: Strukturformel von Chloroquin, Chinin und dessen Isomers Chinidins
(Quelle: Schlitzer, 2007)

1.7.2. CQ-und QN-Resistenz in P. falciparum

Was genau ist unter dem Begriff “Medikamentenresistenz® zu verstehen? Die WHO definiert
diesen als ,,Fdhigkeit eines Parasiten-Stammes, trotz Verabreichung und Absorption eines
Medikamentes in empfohlenen oder hoheren Dosen zu {iberleben und/oder sich zu
vermehren® (WHO, 2005). Seit den ersten dokumentierten Féllen von CQ-Resistenz, 1957 in
Thailand und 1960 in Kolumbien und Venezuela, hat sich die Resistenz in allen endemischen
Gebieten der Erde ausgebreitet. Ausnahmen sind die Insel Hispaniola und Zentralamerika. In
Afrika hat sich die CQ-Resistenz erst viel spéter als in Siidamerika und Siidostasien
ausgebreit (WHO, 2005). Analysen auf molekularer Basis deuten darauf hin, dass resistente
Stimme unabhéngig voneinander in verschiedenen Orten der Erde entstanden sind: zwei in
Siidamerika, einer in Asien, einer in Papua Neu Guinea und einer auf den Philippinen (Chen
et al., 2003, Cortese et al., 2002, Mehlotra et al., 2001, Wootton et al., 2002). Nach diesen
Erkenntnissen wird die Verbreitung der CQ-Resistenz in Afrika nicht auf das Erscheinen
eines neuen resistenten Stammes zurlickgefiihrt, sondern vielmehr auf die langsame
Ausbreitung von Siidostasien her mit der endgiiltigen Ankunft in Ostafrika im Jahre 1978
(Wellems & Plowe, 2001).

Die Resistenz gegen ein Malaria-Medikament wird in vitro mittels ICso-Werten gemessen,
dem Wert, der — wie oben schon erwdhnt — die Konzentration des Medikamentes
widerspiegelt, bei welcher die Parasitimie um 50 % herabgesetzt wird. Der gleiche
Parasitenstamm mit verschiedenen pfcrt Allelen aus verschiedenen geographischen Regionen
transfiziert, variiert in seinen CQ ICsp—Werten und auch in seiner Reaktionen auf
Verapamil (VP) (Henry et al., 2006, Lakshmanan et al., 2005, Sidhu et al., 2002). Hierfiir ist
der genetische Hintergrund ausschlaggebend (Valderramos et al., 2010). Die in PfCRT
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auftretenden Mutationen variieren ebenfalls, einzige bestindige Mutation ist die in den
meisten CQ resistenten Stimmen konservierte Mutation K76T (Chen et al., 2003, Cooper et
al., 2005, Sa et al., 2009). AuBlerdem sind auch CQ resistente Fille bekannt, in welchen an
Position 76 ein Asparagin (N) oder ein Alanin (A) zu finden ist. Fiir beide Fille konnte
VP-reversible CQ-Resistenz nachgewiesen werden (Chaijaroenkul et al., 2011, Huaman et
al., 2004).

Es gibt Untersuchungen, welche stark darauf hindeuten, dass der Erwerb einer CQ-Resistenz
auf Kosten der Fitness geht (Hayward et al., 2005, Mita et al., 2004, Sanchez et al., 2010).
Durch Absetzen der CQ Behandlung kam es in Malawi zu einem Riickgang von CQ
resistenten Parasiten (Laufer et al., 2006), was jedoch auf die verstiarkte Ausbreitung von CQ
sensitiven Parasiten zurlickzufiihren war, welche sich gegeniiber den resistenten durchsetzten
(Laufer et al., 2010).

In einer fritheren Untersuchung zur CQ-Resistenz konnte gezeigt werden, dass der pH-Wert
in der NV (pHnv) in engem Zusammenhang mit der Anfélligkeit der Parasiten gegen CQ steht
(Yayon et al., 1985). Man vermutete, dass CQ resistente Parasiten einen anderen pHyy hétten
als sensitive, und dadurch die Resistenz vermittelt wiirde. Verschiedene Studien stiitzten
sogar diese Hypothese (Dzekunov et al., 2000, Ursos et al., 2000). Heute weil3 man jedoch,
dass der pHxy sowohl in CQ resistenten als auch in sensitiven Parasiten etwa 5,2 betrdgt
(Hayward et al., 2006, Kuhn et al., 2007). Die Theorie, dass in CQ resistenten Parasiten sich
weniger CQ in der NV anhiuft als in sensitiven, weil es aus der NV heraustransportiert wird,
konnte durch eine ganze Reihe von Untersuchungen untermauert werden (Krogstad et al.,
1992, Krogstad et al., 1987, Sanchez et al., 2003, Bray et al., 2006) und ist heute allgemein

anerkannt.

CQ hat durch die Ausbreitung von Resistenzen in den endemischen Gebieten sehr an
Wirksamkeit verloren (Okombo et al., 2011), die Wirksamkeit von QN hingegen hat sich
nicht sehr verdndert. Resistenzen gegen QN sind nicht sehr weit verbreitet und treten in
geringem Ausmal} in Afrika und Siidostasien auf. Wihrend CQ-Resistenz hauptsichlich
durch PfCRT vermittelt wird, scheinen an der Ausbildung der Resistenz gegen QN auflerdem
noch weitere Transporter beteiligt zu sein: der “Plasmodium falciparum multidrug resistance
transporter 1 (PfMDRI1) und der “Plasmodium falciparum sodium proton exchanger
(PfNHE1) (Ferdig et al., 2004). Mutationen in pfmdrl und dessen Anzahl an Kopien im
Parasiten sind mit der QN-Resistenz in Verbindung gebracht worden, wobei eine geringere

Anzahl an pfmdrl Kopien eine erhohte Anfilligkeit gegen QN zur Folge hatte (Sidhu et al.,
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2006, Sidhu et al., 2005). PINHE-1 enthalt 3 Mikrosatelliten Regionen, wovon eine DNNND
Wiederholungen aufweist. Hierbei steht die Anzahl der Genkopien dieser Wiederholungen in
umgekehrtem Verhaltnis zur Anfilligkeit fiir QN (Ferdig et al., 2004). Das Zusammenspiel

der verschiedenen Determinanten fiir die QN-Resistenz ist jedoch noch ungeklart.

1.8. PfCRT

Chloroquin resistente (CQR) P.falciparum Stimme akkumulieren im Gegensatz zu CQ
sensitiven (CQS) weniger CQ in der NV (Krogstad et al., 1992, Krogstad et al., 1987, Bray et
al., 2006), was durch VP umgekehrt werden kann (Krishnamurthy et al., 2009). Durch ein
genetisches Kreuzungsexperiment konnte dieses Phdnomen mit pfcrt in Verbindung gebracht
werden. In dieser Studie wurde aufgrund von Untersuchungen der Nachkommen aus einer
Kreuzung zwischen dem CQS P. falciparum Stamm HB3 und dem CQR Stamm Dd2 ein
Genort auf Chromosom 7 des Parasiten identifiziert, welcher dem Phénotyp der CQR Stamm
entspricht (Fidock et al., 2000, Wellems & Plowe, 2001). Auf diesem Genort befindet sich das
“Plasmodium falciparum Chloroquin Resistenz Transporter”’-Gen pfcrt, welches fiir das in der
Membran der Nahrungsvakuole lokalisierte  Transportprotein PfCRT  kodiert.
Polymorphismen innerhalb dieses Gens korrelieren vollstindig mit der CQ-Resistenz in
Parasiten aus diversen endemischen Gebieten (Fidock et al., 2000). Die grundlegende
Bedeutung von PfCRT fiir die Resistenz des Parasiten fand auBerdem noch dadurch
Bestitigung, dass CQS P. falciparum Stdmme nach Transfektion mit CQR pfcrt eine leichte
CQ-Resistenz entwickelten (Durand et al., 2001, Sidhu et al., 2002).

CQR P. falciparum Stamme besitzen im Vergleich zu CQS Stammen zahlreiche Mutationen
in pfcrt. Wie bereits im vorigen Abschnitt erwéhnt, ist die Mutation K76T in pfcrt in fast allen
CQ resistenten Stammen konserviert. Durch die Umkehr dieser Mutation (T76K) fallen die
entsprechenden ICsp-Werte fiir CQ und QN auf ein Niveau, das dem von CQS Stdmmen
gleicht, ein Beleg fiir die entscheidende Rolle dieser Aminosaureposition (Lakshmanan et al.,
2005). Auch wird die Verapamil Revesibilitit der CQ-Resistenz auf K76T zuriickgefiihrt
(Lakshmanan et al., 2005).

Der Angriffspunkt von CQ ist die NV (Yayon et al., 1984), das Zellorganell, in dessen

Membran PfCRT exprimiert wird. PfCRT vermittelter CQ Transport durch mutierte PfCRT
Varianten aus der NV heraus stellt also die Grundlage der CQ-Resistenz dar (Roepe, 2009).
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Hierflir gibt es jedoch zwei gegensitzliche Erkldrungsmodelle. Das eine postuliert, dass
PfCRT ein Kanal ist, der aufgrund der durch K76T eingebiifiten positiven Ladung in
resistenten Parasiten einen Auswurf des zweifach protonierten CQ entlang eines
Protonengradienten an der NV-Membran ermoglicht, was in sensitiven Parasiten durch K76
verhindert wird (Warhurst et al., 2002, Bray et al., 2006, Zhang et al., 2004). VP stellt die
positive Ladung wieder her und sensibilisiert dadurch resistente Stimme gegen CQ.
Allerdings konnte gezeigt werden, dass der Transportmechanismus fiir CQ durch PfCRT
energieabhingig, VP-sensitiv und substratspezifisch ist (Sanchez et al., 2005, Sanchez et al.,
2004, Sanchez et al., 2007b). Aus diesem Grund besagt ein gegensitzliches Modell, dass
PfCRT vielmehr einen Transporter ist, dessen Substrat-Affinitdt durch Mutationen veridndert
wird. Untersuchungen haben gezeigt, dass PfCRT vermittelter Transport mit CQ, QN, QD
und AQ trans-stimuliert werden kann (Sanchez et al., 2007a, Sanchez et al., 2003), was
ebenfalls gegen die Kanal-Hypothese spricht. Vergleichende mathematische Analysen der
zwei Modelle (Chinappi et al., 2010) und auf Oozyten basierende Studien der kinetischen
Eigenschaften von PfCRT stiitzen die Transporter-Hypothese (Martin et al., 2009b, Summers
& Martin, 2010). Weitere Analysen haben in CQR Stdmmen einen erhdhten CQ abhingigen
Protonenfluss aus der NV heraus gezeigt, welcher durch gegen CQ resensibilisierende
Substanzen umgekehrt werden konnte (Lehane & Kirk, 2008, Lehane & Kirk, 2010).

Zusammenfassend untermauern diese Daten das Transporter Modell fiir PfCRT und deuten

auf einen Cotranport von CQ mit Protonen hin (Sanchez et al., 2007b).

PfCRT besteht aus 424 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von 45 kDa (Sanchez et
al., 2010). Die Phosphorylirung des Threonins an Position 416 ist mit daran beteiligt, PfFCRT
zur Membran der NV zu dirigieren (Kuhn et al., 2010), wo es bioinformatischen Analysen
zufolge mit 10 transmembranen Doménen lokalisiert ist, N- und C-Termini dem Zytoplasma
zugewandt (Abbildung 1.6.). Das Protein wird der “drug-metabolite-transporter® Superfamilie
zugeordnet (Martin & Kirk, 2004). Die transmembrane Topologie weist eine
Pseudo-Symmetrie auf, welche fiir viele dieser Superfamilie zugehorigen Transporter typisch

ist (Sanchez et al., 2010) und unterstiitzt somit zusétzlich das Transporter-Modell.
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Abbildung 1.6.: Putative Membrantopologie von PfCRT

Die Transmembrandominen sind in blauen Késtchen hervorgehoben. Polymorphe Aminosduren sind rot
dargestellt, deren jeweilige Position innerhalb des Proteins ist durch die Nummerierung an den Pfeilen
gekennzeichnet.  Griine  Pfeile mit  entsprechender = Nummerierung  kennzeichnen — mdogliche
Phosphorylierungsstellen (Quelle: Sanchez et al., 2010).
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Die Frage nach dem natiirlichen Substrat fiir PfCRT ist nach wie vor ungeklért. In
Untersuchungen von R. E. Martin und Kollegen mit X. laevis Oozyten konnte gezeigt werden,
dass organische Aminosduren beinhaltende kleine Peptide, nicht aber einzelne Aminoséduren,
Di- oder Tripeptide die PfCRT vermittelte CQ Aufnahme unterbinden. Ein direkter Transport
durch PfCRT* konnte fiir das radioaktiv markierte Peptid YPWF-NH, gezeigt werden
(Martin et al., 2009b). Dies deutet darauf hin, dass PfCRT den Transport kleiner Peptide,
welche vermutlich der Himoglobin Degradation in der NV entstammen, aus der NV heraus
ins Zytoplasma vermittelt. Dies bleibt aber fraglich, da die genannten Ergebnisse nicht mit der
HB3 Variante von PfCRT erzielt werden konnten.

Eine andere Studie mit X. laevis Oozyten als Expressionssystem hat gezeigt, dass ein zu
PfCRT homologes Protein aus Arabidopsis thaliana, CLT (“CRT like transporter), den
Transport von Glutathion vermittelt (Maughan et al., 2010). Allerdings gibt es bislang keinen
Nachweis fiir PfCRT vermittelten Transport von Glutathion, obgleich der
Glutathion-Metabolismus in der Vergangenheit mit der CQR in Verbindung gebracht worden
ist (Meierjohann et al., 2002).

Untersuchungen von R. E. Martin mit X. laevis Oozyten haben gezeigt, dass der PFCRT %
vermittelte CQ Transport durch Amodiaquin, Chinin, Chinidin, Quinacrin und Verapamil
sowie Primaquin und Mefloquin gehemmt werden kann (Martin et al., 2009a). Es konnte auch

nachgewiesen werden, dass PfCRT einen Einfluss auf Verdnderungen in der Anfélligkeit fiir
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Amodiaquin, Chinin, Chinidin, Amantadin und Halofantrin hat (Cooper et al., 2002, Cooper
et al., 2007, Ferdig et al., 2004, Fidock et al., 2000, Sa et al., 2009, Sidhu et al., 2002). Dies
deutet darauf hin, dass PfCRT nicht nur auf den Transport von CQ beschrinkt ist.

In der Entwicklung modifizierter = CQ-analoger Substanzen als  potentielle
Malaria-Medikamente (Zishiri et al., 2011) ist es unerlédsslich, die Interaktion zwischen
PfCRT und diesen Substanzen zu verstehen. Da auflerdem Wirkstoffe wie Amodiaquin und
Chinin, die den Wirkmechanismus von CQ teilen, nach wie vor im Einsatz gegen Malaria
sind, bleibt das Studium der Transporteigenschaften und Transportmechanismen von PfCRT
ein wichtiger Bestandteil der Malariaforschung. Bei einer in situ Untersuchung wéren zu viele
Faktoren innerhalb des Systems zu beriicksichtigen, wodurch die Analyse des PfCRT
vermittelten Transports erschwert wiirde. Aus diesem Grund ist die Expression des Proteins in
einem heterologen Expressionssystem eine vielversprechende Alternative zur gezielten

Untersuchung.

1.9. Xenopus laevis Oozyten als heterologes Expressionsystem

Der mehrfach ausgezeichnete Enwicklungsbiologe J. B. Gurdon zeigte erstmals anhand
molekularbiologischer Untersuchungen, dass in Oozyten des afrikanischen Krallenfrosches
X. laevis eingebrachte Fremd-mRNA effizient exprimiert wird, nachdem durch das Injizieren
von flir Kaninchen-Globin kodierender mRNA das entsprechende Protein in Oozyten
synthetisiert werden konnte (Gurdon et al., 1971). Gurdon fiihrte somit X. laevis Oozyten als
wissenschaftliche Forschungsmethode ein (Brown, 2004, Kashiwagi et al., 2010). Diese
Technik wurde noch verbessert, als Douglas Melton eine Methode zur in vitro-Synthese von
RNA etablierte (Krieg & Melton, 1984). Es folgten eine Reihe von Studien mit X. laevis
Oozyten als heterologes Expressionssystem. Hediger und Kollegen wiesen die Expression des
Na'-abhingigen Kaninchen-Glucosetransporters in Oozyten nach (Hediger et al., 1987a,
Hediger et al., 1987b), Gould und Kollegen sowie Vera und Kollegen fiihrten funktionelle
Analysen an Glukosetransportern von Sdugetieren durch (Gould & Lienhard, 1989, Vera &
Rosen, 1989).

Heute nehmen X. laevis Oozyten mit ihrem weiten Spektrum an Anwendungsgebieten einen
festen Platz in der wissenschaftlichen Forschung ein (Brown, 2004, Miller & Zhou, 2000). Sie
finden ihre Anwendung vor allem in der Studie von membranstindigen Proteinen wie

Kanilen und Transportern, welche in der Plasmamembran der Oozyte exprimiert werden.
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Der grofle Vorteil dieses Expressionssystems liegt in der einfachen Handhabung. Die Oozyten
haben einen Durchmesser von etwa 1 mm und sind somit relativ grof3, was das Einbringen
von Fremd-mRNA durch Mikroinjektion sehr einfach macht. Auerdem miissen sie nicht
unter sterilen Bedingungen gehalten werden. Des Weiteren verfiigen sie tiber die Féhigkeit,
Proteine posttranslational zu modifizieren (Lane et al., 1983), eine wichtige Eigenschaft fiir

die Studie von Membranproteinen.

Abbildung 1.7.: Weiblicher X. laevis (links) und dessen Oozyten nach operativer Entnahme (rechts)
(Quelle: Xenopus-express, XLAB)

In einer nicht allzu weit zuriickliegenden Arbeit ist es R. E. Martin und Kollegen gelungen,
durch Expression einer modifizierten Variante von PfCRT in X. laevis Oozyten funktionelle
Studien mit CQ durchzufiihren und zu zeigen, dass CQR aufgrund des unmittelbaren
CQ-Transports durch PfCRT vermittelt wird (Martin et al., 2009b). AuBlerdem sind noch
weitere membranstdndige Transporter von P. falciparum mit diesem Expressionssystem
untersucht worden: Der in der Nahrungsvakuole lokalisierte Resistenztransporter PfIMDR1
(Plasmodium falciparum multidrug resistance protein 1) (Sanchez et al., 2008), die
Calcium-ATPase PfATP6 (Eckstein-Ludwig et al., 2003), der mitochondriale
Ca’"/H'Austauscher PfCHA1 (Rotmann et al., 2010), der Hexose Transporter PfHTI
(Krishna & Woodrow, 1999) und der Na'-Abhingige Transporter fiir anorganisches Phosphat
PfPiT (Saliba et al., 2006).

Die Expression von PfCRT in X. laevis Oozyten stellt also eine Vielversprechende Methode
dar, um die Fragestellungen innerhalb dieser Arbeit anzugehen. Abbildung 1.7. zeigt ein
weibliches Exemplar von X. laevis und dessen Oozyten nach operativer Entnahme und

Kollagenase-Behandlung
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1.10. Zielsetzung der Arbeit

In der Vergangenheit sind eine Vielzahl von Studien durchgefiihrt worden, worin die
Bedeutung von PfCRT fiir die Ausbildung der Resistenz gegen CQ und QN untersucht wurde.
Ferdig und Kollegen haben PfCRT als einzige Hauptdeterminante zur Vermittlung von CQR
identifiziert (Fidock et al., 2000). Die Ausbildung der Resistenz gegen QN hingegen erfordert
zusétzlich zu PfCRT noch weitere Faktoren: den PfMDR1 (“Plasmodium falciparum
multidrug resistace transporter) und den PFNHEL (“Plasmodium falciparum sodium proton
exchanger®) (Ferdig et al., 2004).

In verschiedenen Studien ist der Zusammenhang zwischen PfCRT und der Resistenz von
P. falciparum gegen Chinoline untersucht worden. Man hat die ICsp-Werte fiir bestimmte
Wirkstoffe in Parasiten gemessen, die mit mutierten pfcrt transfiziert worden waren, um
Riickschliisse auf Zusammenhéinge zwischen bestimmten Mutationen und Resistenz zu ziehen
(Fidock et al., 2000, Sidhu et al., 2002). Untersucht wurde auBerdem, inwieweit andere
Genorte Einfluss auf die Resistenz gegen Chinoline haben (Ferdig et al., 2004, Mu et al.,
2003). Auch ist eine Reihe von Studien unternommen worden, in denen kinetische
Eigenheiten von PfCRT vermitteltem Transport von Chinolinen in Parasitenstimmen
untersucht worden sind (Sanchez et al., 2004, Sanchez et al., 2007a, Sanchez et al., 2003).
Um die Funktionsweise des Proteins, PfCRT, gezielt untersuchen zu kénnen, muss es in
einem heterologen Expressionssystem exprimiert werden. Dadurch kann eine zielgerechte
Untersuchung aufBlerhalb des invivo Gesamtumfeldes erfolgen. Fiir die experimentellen
Analysen von PfCRT wurden X. laevis Oozyten als heterologes Expressionssystem gewéhlt.
Die Vorteile dieses Systems sind im vorigen Abschnitt (Abschnitt 1.9.) erldutert.

Ziel dieser Arbeit war besseres Verstindnis fiir die transportmechanistischen Interaktionen
zwischen PfCRT und den untersuchten Substraten CQ, QN und QD zu gewinnen. Dafiir
wurde zunichst untersucht, ob CQ und QN an unterschiedlichen Substratbindetaschen in
PfCRT binden. AnschlieBend wurde durch gezielte Mutagenese in PfCRT die Bedeutung
verschiedener Aminosdurepositionen fiir die Transportaktivitit des Proteins iiberpriift. Als
erstes wurde der Einfluss der wichtigen Aminosdure 76 genauer unter die Lupe genommen,
danach die iibrigen 7 Aminosduren, die sich in PFCRT™’ und PfCRTP® unterscheiden.
Dadurch sollte die Bedeutung der Aminosduren fiir den Transport und als Bestandteil der

Substratbindetaschen besser verstanden werden.
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2. Material und Methoden

Ein Grofiteil der in diesem Kapitel beschriebenen Methoden sind dieselben, wie jene, welche
innerhalb der von mir ebenfalls in der hiesigen Abteilung fertig gestellten Diplomarbeit
(Bellanca, 2008) angewendet wurden. Da es sich um die Beschreibung von identischen,
zumeist schon etablierten Methoden handelt und der Schreibstil sehr unter einer

Umformulierung gelitten hitte, wurde der Text nicht immer komplett abgedndert.

2.1. Material

2.1.1. Laborausstattung

Autoklav Tuttnauer Systec, 2540

B-Strahlen-Zahler LS 6000IC, Beckman

Brutschrank fiir Oozyten Memmert

Bunsenbrenner WLD-TEC

Dosiergerite Pipetman, P2, P20, P200, P1000, Gilson

Eismaschine Scotsman, AF 30

Elektroporationsgerét Easyject Prima, EquiBio

Feinwaage SCALTEC, Mild Waagen-Zentrum Mannheim
GmbH

Gefrierschrank (-80°C) Heraeus GmbH, Hanau

Gefrierschrank (-20°C) Liebherr, Biberach

Gel-Apparaturen Biorad, Mini-Sub® Cell GT
Feinmechanik-Werkstatt, Zoologisches Institut
Heidelberg

Heizblocke Digi-Block JR, Laboratory devices INC, USA
neoBlock 1, 2-2503, neoLab

Injektor Drummond ,NANOJECT*,
Helmut Saur Laborbedarf

Inkubationsschrank (Bakterien) Function line, Hereaus Instruments

Kamera DC120 Zoom Digital Camera, Kodak, NY

Kapillarziehmaschine Model P-87 Flaming / Braun Micropipette
Puller, Sutter Instrument Co.

Kihlschrianke Liebherr, Biberach

Magnetheizriihrer IKAMAG RH, Janke & Kunkel Labortechnik

MR 3001, Heidolph
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Mikromanipulator
Mikrowellengerat
Netzgerite Power-Supply

PCR-Maschinen

pH-Meter
Pipettierhilfe

Quarz-Kiivetten

Schiittelinkubator
Spektrophotometer
Sterile Werkbank
Stoppuhr
Tischzentrifugen

UV-DNA Linker
UV-Handlampe
UV-Transluminator
Vortexer

Waage

Wasserbad

Zentrifugen

Ultrazentrifuge

2.1.2. Verbrauchsmaterialien
Chirurgisches Nahtmaterial
Einmalhandschuhe (Latex / Nitril)

Elektroporationskiivetten

Filmmaterial

Glasskapillaren

Kiivetten (Plastik)

Drummond, Bachofer Reutlingen
AGE, BOSCH

Power Pac 200, Biorad
Elektrophoresis Power Supply,EPS 601
Amersham Pharmacia

T gradient Thermoblock, Biometra
PCR System 9701, GeneAmp

inoLAB, WTW, Weilheim
Stripettor, Costar

Prizisionskiivetten aus Quarzglas suprasil®,
Hellma

New Brunswick Scientific, Innova 4300
UVIKON 923, KONTRON INSTRUMENTS
ClasslI Type A, The Baker Company, USA
Roth

MC13, MILLIPORESs
Biofuge pico, Hereaus Sepatech
Biofuge fresco, Kendro

GS GWENE LINKER, Bio-Rad

M & S Laborgerite GmbH
TFX-35M, Life Technologies
Vortex Genie 2, Scientific Industries
MCI1, Laboratory LC 2200 P

Julabo 7A, Julabo

RC 5B Plus, SORVALL
J2-MC, Beckman

RC M120 GX, SORVALL

Safil®, Aesculap AG & Co KG
Hartmann, Heidenheim

BIO RAD, Gene Pulser®, E. coli Pulser™
Cuvette

Kodak

3,5 Drummond # 3-000-203-G/X
Helmut Saur Laborbedarf

Sarstedt, Niimbrecht
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Parafilm American International Can, Chicago, USA
Pasteurpipetten Roth, Karlsruhe
PCR-Reaktionsgefifie Corning Incorporation, Bodenheim
Pipettierspitzen Corning Inc, Bodenheim
Petrischalen, Pipettenspitzen Greiner Bio-One, Frickenhausen
Polyvinyldifluorid-Membran Immun-Blot PVDF Membran, Biorad
ReaktionsgefdBle 15 mL, 50 mL

Reaktionsgefdfie 1,5 mL, 2 mL Sarstedt, Niimbrecht
Reaktionsgefdlle Safe-Lock 2 mL Eppendorf, Hamburg

Serologische Pipetten Corning Incorporation, Bodenheim
Sterilfilter 0,2 und 0,5 um Schleicher & Schuell, Einbeck

Millipore, 0,2 uM
Szintillationsgefdle 6 mL Zinsser, Frankfurt

2.1.3. Chemikalien

2.1.3.1. Allgemeine Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:

Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Boehringer JT Baker, Roche Molecular
Biochemicals, Calbiochem-Novabiochem GmbH, cc Pro, Fluka, Gibco Invitrogen, ICN
Biomedicals, Molecular Probes, Packard Canberra Bioscience Company, Riedel-de-Haen,
Carl Roth GmbH, Sigma Chemie, MP Biomedicals, Inc. Nicht-radioaktive
Medikament-Wirkstoffe (Chloroquine Disphosphate, Chinin Hydrochlorid, Chinidin Sulphat,

Verapamil Hydrochlorid) wurden von Sigma bezgen.

2.1.3.2. Radioaktiv markierte Chemikalien

[*H]-Chloroquin 25 Ci/mmol Amersham Radiolabelled chemicals
[*H]-Chinin 20 Ci/mmol Amersham Radiolabelled chemicals
[*H]-Chinidin 20 Ci/mmol Amersham Radiolabelled chemicals

2.1.4. Puffer, Medien und Ldsungen

Ampicillin-Stock Losung 100 mg/mL Ampicillin in ddH,O 100 mg/mL
steril filtriert, bei —20°C gelagert
APS (10 %) 1 g APS

auf 10 mL mit H,O auffiillen
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Betdubungslosung
Blockier-Losung

(Western Blot)

Bromphenolblau-Losung
(1 %)

Coomassie Entfarbelosung

Coomassie Férbelosung

Ethidiumbromidlosung

Glukose-Ldsung

HEPES (pH 7,5)

KCI-Losung

DNA Gel Ladepuffer (6x)

LB-Agarplatten

LB-Medium

MES (pH 6,5)

MgCl,-Losung

NaCl-Losung

ND96

Ethyl 2-aminobenzoate methan sulfonat
in Leitungswasser

0.1 % (W/v)

5 g Milchpulver 5%

100 mL 1x PBS

0,1g
auf 10 mL mit H,O auffiillen

100 mL Essigsdure
50 mL Methanol
auf 1 L mit H,O auffillen

0,25 g Coomassie Brilliant Blue R-250
50 mL Essigséure

25 mL Methanol

auf 500 mL mit H,O auffiillen

1 %ige Losung in Wasser (10 mg/mL) Homidiumbromid,
3,8-Diamino-5-Ethyl-6-Phenylphenanthridinium-Bromid

360 g a-D-Glukose / L in ddH,O 2M

steril filtriert, bei —20°C gelagert

238,3 g HEPES 1M

in 1 L ddH,O

pH mit NaOH eingestellt, autoklaviert

74,56 g KCI 1M

in 1 L ddH,0, autoklaviert

Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
Xylemcyanol FF 0,25 % (wW/v)
Ficoll (Type 400) in ddH,O 15 % (w/v)
bei 4°C gelagert

10 g Trypton-Pepton 1 % (w/v)

5 g Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
10 g NaCl 1 % (W/v)

15 g Bacto Agar 1,5 % (w/v)

in 1 L ddH,0, autoklaviert

10 g Trypton-Pepton 1 % (W/v)
5 g Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
10 g NaCl 1 % (w/v)
in 1 L ddH,O, autoklaviert

195,24 g MES 1M

in 1 L ddH,O

pH mit HCI eingestellt, autoklaviert

203,3 g MgCl, 1M

in 1 L ddH,O, autoklaviert

234 g NaCl 4M

in 1 L ddH,O, autoklaviert

OR2 + 1,8 mM CacCl,
2 mL Pen-Strep/L ND96
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Natriumphosphat (1 M)
(NaP1i)

Oozyten Lyse Puffer

OR2

PBS (1x)

PBS (1x) (+ Tween)

Pipes Puffer

Proteaseinhibitor Coctail
(25%)

SDS (10%)

SDS-Gel Ladepuffer

SDS-Gel Laufpufter (1x)

Semi-dry Transfer Puffer

5,52 mL H304P
Mit NaOH auf pH 7,4 einstellen
mit H,O auf 100 mL auffiillen

150 mM NaCl

1 mM EDTA

100 mM Tris HCL, pH 7,2

mit NaOH auf pH 7,4 einstellen, danach dazugeben:
1 % Triton X 100

1 % Na-deoxycholat

0,1 % SDS

400 pL Proteaseinhibitor Coctail (25X)

auf 10 mL mit H,O auffiillen

96 mM NaCl

2 mM KCI

1 mM MgCl,

10 mM HEPES pH 7,5

in ddH,0, autoklaviert, bei 4°C gelagert

5 PBS-Tabletten 1x
auf 1 L mit H,O auffillen

5 PBS-Tabletten 1x
1000 uL Tween-20 0.1 %
auf 1 L mit H,O auffiillen

0,5 M Pipes in NaOH

1 Tablette/2 mL H,O
aliquotieren und bei -20°C einfrieren

10 g SDS Pulver
auf 100 mL mit H,O auffiillen

250 pL Tris, pH 6,8 (1 M)
300 uL SDS (10 %)

200 pL Glycerin 20 % (v/v)

1 uL Bromophenolblau-Losung (1 %) 0,001 % (v/v)
30 uL B-Mercaptoethanol (frisch zugeben) 3 % (v/v)

40 pL Proteaseinhibitor Coctail (25X) (frisch zugeben)

auf 1 mL mit H,O auffiillen

(85 % 2 18,1 M)

250 mM
3% (v/v)

100 mL Tris-Glycine Puffer (10x) 25 mM Tris,
190 mM Glycine
10 mL SDS (10%ig) 0.1 % (w/v)
auf 1 L mit H,O auffillen
48 mM Tris
39 mM Glycine

0.38 % (w/v) SDS

37



Material und Methoden

SOB-Medium

SOC-Medium

Stripping Puffer

Super-Broth-Medium
(SB-Medium)

TAE Puffer (50x)

TB Puffer

TEMED

Acrylamid
Trichine (pH 8,5)

Tris (1 M, pH 6,8)

Tris (1,5 M, pH 8,8)

Tris-Glycine Puffer (10x)

Verdiinnungs-Puffer
(fiir Antikdrper)

20 g Trypton-Pepton

5 g Hefeextrakt

0,5 g NaCl

5 g MgSO4*7H20

in 1 L ddH,0, autoklaviert

10 mL SOB-Medium

2 % (wW/v)
0,5 % (w/v)
0,05 % (w/v)
0,5 % (w/v)

100 puL 2M Glukose 20 mM
3,125 mL 1 M Tris pH 6.8 62,5 mM Tris pH 6.8
10 mL 10 % SDS 2 % SDS

350 puL 2-Mercaptoethanol
auf 50 mL mit H,O auffiillen

32 g Trypton-Pepton 3,2 % (W/v)

20 g Hefeextrakt 2% (W/v)
5 g NaCl 0,5 % (W/v)
7 mL 1 N NaOH 7 mM

in 1 L ddH,O

242 g Tris-HC1

57,1 mL Eisessig

100 mL 0,5 M EDTA-Na pH 8,0
ad 1 L ddH,O, bei RT aufbewahrt

10 mM Pipes Puffer

55 mM MnCl,

15 mM CaCl,

250 mM KCl

Alle Substanzen bis auf MnCI2 in H20 lésen und
mischen, pH mit KOH auf 6,7 einstellen, anschliel3end
MnCl; zugeben und steril filtrieren

99 %ige Losung
30 %ige Losung

179,17 g Tricine 1M
in 1 L ddH,O
pH mit NaOH eingestellt, autoklaviert

60,5 g Tris Base

in 400 mL H,O I6sen

pH 6,8 mit 37 %iger HCI einstellen
mit H,O auf 500 mL auffiillen

60,5 g Tris Base

in 400 mL H,O 16sen

pH 8,8 mit 37 %iger HCI einstellen
mit H,O auf 500 mL auffiillen

60,40 g Tris
288,00 g Glycin
auf 2 L mit H,O auffiillen

1 g BSA
100 mL PBS

1 % (w/v)
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2.1.5. Molekularbiologische Kits

Enhanced Chemiluminescence Kit Pierce®, U.S.A.
High Pure Plasmid Isolation Kit Roche
HiSpeed Plasmid Maxi Kit QIAGEN, Hilden Qiagen
mMESSAGE mMACHINE® Kit Ambion
QIAquick Gel extraction Kit Qiagen

QIAgen PCR Purification Kit QIAGEN, Hilden = Qiagen

2.1.6. Enzyme
Die verwendeten Enzyme wurden von den Firmen New England BioLabs GmbH, Stratagene

Europe, Invitrogen BV und Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH bezogen.

2.1.7. GroRenmarker und Ladepuffer

GroBenmarker 1 kb-DNA ladder Fermentas und New England
BioLabs

GroBenmarker 1 kb plus-DNA ladder Fermentas

GroBenmarker 100 bp-DNA ladder New England BioLabs

6x Ladepufter Fermentas

2.1.8. Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von Thermo Fisher Scientific GmbH bezogen. Eine
detaillierte Auflistung aller verwendeten Oligonukleotide ist im Anhang aufgefiihrt
(Abschnitt 7.2.)

2.1.9. Vektoren

Fir die Expression der verschiedenen PfCRT Varianten in Oozyten wurde der
Expressionsvektor pSP64T verwendet (Melton et al., 1984). Dieser Vektor enthilt in seiner
urspriinglichen Form in der multiplen Klonierungsstelle (MCS) eine untranslatierte 5’- und
3’-B-Globin-Sequenz, welche zu einer verbesserten Stabilitdt der invitro transkribierten
cRNA in Oozyten beitragen und von einer Bgl Il Restriktionsschnittstelle getrennt werden
(Abbildung 2.1.). Die Bgl II Schnittstelle wurde mittels gezielter Mutagenese durch die
Schnittstellen Xho I und AvrII ersetzt (in 5° nach 3’ Richtung), wodurch gewihrleistet
wurde, dass DNA-Fragmente mit der jeweils gewiinschten kodierenden Sequenz nur in der

richtigen Orientierung eingefligt werden konnten (Abbildung 2.2.). Weiterhin besitzt der
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Vektor einen SP6-Promotor, der vor der MCS liegt, ein Resistenzgen gegen Ampicillin und
eine Ori-Stelle (origin of replication). Restriktionsenzyme, die in der MCS schneiden, kdnnen

zur Linearisierung des Vektors fiir die in vitro Transkription genutzt werden.

SP6 Promotor - 1

BGlobin 5° UTR - 20
Bgill - 81 - A'GATC_T
B Globin 3' UTR - 87
PolyA - 228

Abbildung 2.1.: Plasmidkarte des Expressionsvektors pSP64T.
Der Expressionsvektor pSP64T in seiner urspriinglichen Form mit der Bgl II Schnittstelle in der MCS zwischen
den 5’ und 3’ Globin-Sequenzen.

SP6 Promotor - 1
BGlobin 5' UTR - 20
Xhel -81-C'TCGA_G
Start Codon - 102

pSP64T-PfCRT
4552 bp
AvrIl -1374 - C'CTAG_G

Stop Codon - 1380
B Globin 3' UTR - 1395

PolyA - 1536

Abbildung 2.2.: Das Konstrukt pSP64T-PfCRT
Das eingefiigte DNA-Fragment pfcrt steht fiir eine Vielzahl von verschiedenen Varianten des Proteins. Die
kodierende Sequenz wurde mit den Restriktionsenzymen Xho I und Avr II herausgeschnitten.
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2.1.10. Bakterienstamme
Fir die Transformationen (Abschnitt2.2.2.2.) wurden elektrokompetente Zellen der
Escherichia coli-Stimme PMCI103 und chemokompetente Zellen der Stimme XLI1-Blue

verwendet.

2.1.11. Antikorper
Anti-PfCRT (Polyklonal, aus Meerschweinchen)

Anti-a-Tubulin (Monoklonal, aus Maus) Sigma
Anti-Meerschweinchen-POD (Monoklonal, aus Esel) Jackson Immunoresearch
Anti-Kaninchen-POD (Monoklonal, aus Ziege) Jackson Immunoresearch

2.1.12. Tierstamme und Oozyten

Siidafrikanische Krallenfrosche (Xenpus laevis) wurden von der Firma NASCO in den U.S.A
bezogen und in den dafiir vorgesehenen Raumlichkeiten des Interfakultiren Biomedizinischen
Forschungszentrums (IBF) der Universitdit Heidelberg in Aquarien mit einer
Wassertemperatur von 18°C gehalten. Sie wurden wochentlich 3 mal mit Futterpellets

geflittert. Bei Lieferung betrug das Alter der Frosche 2 Jahre.

2.1.13. Software

BioEdit DNA-, RNA- und Proteinsequenzvergleiche

(Tom Hall, Ibis Biosciences, copyright © 1997-2007)
Excell Tabellenkalkulation

Microsoft Corporation
pDRAW Erstellen von Plasmidkarten

— frei erhéltlich (AcaClone-software)

SigmaPlot11 Statistische Auswertungen und Berechnungen
Systat Software, Inc.

Word Textverarbeitung
Microsoft Corporation
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2.2. Methoden

2.2.1. Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1. Elektrophorese von DNA und RNA in Agarosegelen

Préparative sowie analytische Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde mit Hilfe von
1 %igen Agarose-Gelen durchgefiihrt. Hierzu wurde die Agarose in TAE-Puffer aufgekocht
und hinterher auf etwa 50°C heruntergekiihlt, um das hitzempfindliche Ethidiumbromid
hinzugeben zu konnen. Es wurden 3,3 pL Ethidiumbromid in 50 mL abgekiihlte Agarose-Gel
Losung pipettiert, welche anschlieBend in einen Gelschlitten mit Kamm gegossen wurde.
Nach Polymerisation der Agaroselosung wurde der Kamm vorsichtig entfernt, der
Gelschlitten in die Elektrophoresekammer gesetzt und mit 1 %igem TAE-Puffer bedeckt.

Zur Analyse von in vitro transkribierter cRNA wurden 0,28 g LE Agarose (FMC bioproducts)
in 2 mL 20x RNA-Laufpuffer und 30 mL ddH,O durch Aufkochen gelost, abgekiihlt und
0,5 uL Ethidiumbromid hinzupipettiert. Die polymerisierte Agarose imGelschlitten wurde mit
8 mL Formaldehyd (unter dem Abzug!!!) bedeckt, welches nach 1 Minute wieder abpipettiert
wurde. Der Schlitten mit dem Gel wurde im in eine Laufkammer gesetzt und mit Laufpuffer
bedeckt.

Zur Auftrennung der negativ geladenen DNA bzw. RNA wird ihre Eigenschaft genutzt, im
elektrischen Feld je nach GroBe des Fragments unterschiedlich schnell durch das Gel zu
wandern. Aufgrund des konstanten Verhiltnisses Ladung : Masse der DNA bzw. RNA ist ihre
Laufgeschwindigkeit umgekehrt proportional zu ithrem Molekulargewicht. Mit Hilfe von
Agarosegelen kann man einige 100 bis mehrere 1000 Basenpaare, abhingig von der
Agarose-Konzentration, voneinander auftrennen. Es wurden immer 1 %ige Agarosegele
verwendet.

Die DNA- bzw. RNA-Proben wurden mit einem Ladepuffer (6x) in die durch den Kamm
entstandenen Taschen im Gel vorsichtig hineinpipettiert. AnschlieBend wurden die
DNA-/RNA-Fragmente durch das Anlegen eines elektrischen Feldes in Richtung des
positiven Pols — abhéngig von ihrem Molekulargewicht mehr oder weniger schnell — gezogen
und so nach Grofe aufgetrennt. Um die Grofle der Fragmente abschitzen zu kénnen wurde
bei jeder Agarosegel-Elektrophorese zusdtzlich neben den Proben ein Marker mit bekannter

GroBe der darin enthaltenen Fragmente aufgetragen.
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2.2.1.2. DNA-Extraktion
Gelextraktion von DNA

Um ein bestimmtes DNA-Fragment aus einem Agarose-Gel zu extrahieren, wurde dieses
zunichst elektrophoretisch aufgetrennt (Abschnitt 2.2.1.1.). Unter Beleuchtung mit einer
UV-Handlampe mit schwacher UV-Intensitit wurde das gewiinschte Fragment mit einem
sterilen Skalpell herausgeschnitten. Wurden verschiedene Fragmente herausgeschnitten,
musste das Skalpell zwischen jedem Herausschneiden kurz mit Wasser abgespiilt werden, um
das Vermischen der verschiedenen Fragmente =zu verhindern. Das jeweilige
herausgeschnittene Gelstliick wurde in ein 15 mL Rektionsgefdll gegeben und das Gewicht
ermittelt. Die Extraktion wurde mit Hilfe des QIAquick Gel extraction Kit nach den Angaben
des Herstellers (Qiagen) durchgefiihrt.

Phenolextraktion und anschlieBende Alkoholfillung von DNA

Zu einem zuvor iiber Nacht mit Restriktionsendonukleasen behandelten Ansatz von 200 uL
wurden weitere 200 uL eines Gemisches aus Phenol, Chloroform und Isoamyl-Alcohol
(Verhiltnis 25:24:1) hinzupipettiert. Nachdem der Ansatz gut gemischt (vortexen) und
zentrifugiert worden war (4 Minuten, 4000 rpm), wurde eine klare Phasenverteilung
(3 Phasen) sichtbar. DNA in der oberen Phase, Proteine in der mittleren und Fette in der
unteren. Es wurden ~160 uL aus der oberen Phase entnommen, in ein sauberes 1,5 mL
Reaktionsgefd3 tiberfithrt und mit 8 pL. einer 4 M NaCl-Ldsung (0,2 M Endkonzentration)
und mit 400 pL. (doppeltes Volumen der DNA-Losung) 100 %igem, reinem, eiskaltem
Ethanol fiir 1 Stunde bei -80°C gefillt. Durch das einfach geladene Salz féllt die DNA durch
Alkohol spontan aus, was durch die niedrige Temperatur noch unterstiitzt wird. Dieses
Phidnomen wird zur Anreicherung und Aufreinigung von DNA-L&sungen genutzt da Salze
und andere wasserlosliche Substanzen geldst bleiben. Nach einer Stunde wurde Die Losung
zentrifugiert (30 Minuten, 13000 rpm) und die gefillte DNA mit 1 mL 70 %igem, reinem,
eiskaltem Ethanol wieder fiir 30 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Die DNA wurde

getrocknet und in sterilem Wasser aufgenommen.

Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen

Plasmide sind doppelstrangige, geschlossene, helikale Ringe, die nach alkalischer
Denaturierung — im Gegensatz zu chromosomaler DNA der Bakterien — noch verbunden

bleiben. Dies ermdglicht eine schnellere Renaturierung der Plasmid-DNA. Diese Eigenschaft
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von Plasmid-DNA macht es moglich, sie von chromosomaler Bakterien DNA mit
entsprechenden alkalischen Puffern zu trennen.

Aufgrund dieser Eigenschaft wird die Plasmid-DNA nach Zugabe des Renaturierungspuffers
gelost, wohingegen genomische DNA und ausgefillte Proteine abzentrifugiert werden
konnen.

Die DNA wurde je nach Notwendigkeit in grofen (Maxi-Priparationen) oder kleinen
(Mini-Priparationen) Mengen isoliert. Hierfiir wurde ein jeweils entsprechendes Kits
(HiSpeed Plasmid Maxi Kit von Quiagen fiir eine Maxi-Praparation bzw. High Pure Plasmid
Isolation Kit von Roche fiir eine Mini-Priparation) verwendet. Die jeweilige Priparatione

wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.1.3. Invitro-Synthese von cRNA

Der die zu transkribierenden codierende Sequenz enthaltende pSP64T-Vektor wurde zunichst
mit dem Restriktionsenzym Pst 1 linearisiert (Abschnitt 2.2.1.6.). Die Plasmid-DNA wird
dadurch in der MCS mit einem 5°-Uberhang geschnitten (ein glattes Ende wire ebenso
geeignet), wodurch vermieden wird, dass ein liberhdngendes 3’-Ende als Erkennungsstelle fiir
die RNA-Polymerase dient. Dies wiirde ndmlich zur Synthese von gegenldufiger (“antisense®)
RNA fiihren (Goldin, 1992, Goldin & Sumikawa, 1992).

Mittels Phenolextraktion und anschlieBender Alkoholfdllung wurde anschlieBend die
linearisierte Plasmid-DNA aufgereinigt und als Vorlage fiir die RNA—Synthese verwendet.
Diese wurde mit Hilfe des mMESSAGE mMACHINE® Kits nach Angaben des Herstellers
(Ambion) durchgefiihrt. Folgende Reagenzien wurden bei RT in dieser Reihenfolge in ein
steriles 1,5 mL Reaktionsgefa3 gegeben:

- 2x NTP / CAP 10 uL
- steriles, Nuklease-freies H,O 1 uL
- linearisierte DNA (0,2 ng/uL) 5 uL
- 10x Reaktions Puffer 2 uL
- Enzym Mix 2 uL

Der Ansatz wurde gut gemischt (durch Auf- und Abpipettieren), herunterzentrifugiert und
dann fiir zwei bis drei Stunden bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Nach der Inkubation wurde
1 uL Dnase I (2 U/uL) hinzupipettiert, gemischt und wieder abzentrifugiert und wieder bei
37°C fiir genau 15 Minuten (!!!) inkubiert. Durch anschlieende Zugabe von 30 uL LiCl-
Losung (7,5 M LiCl, 75 mM EDTA) und 30 pL sterilem H,O wurde die Reaktion gestoppt und
die RNA iiber Nacht bei -80°C gefillt. Am folgenden Tag wurde der Ansatz zentrifugiert
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(30 Minuten, 4°C, 13000 rpm) der Uberstand verworfen und die sedimetierte RNA mit reinem
70%igem Ethanol gewaschen und danach in 10 pL RNase freiem H,O resuspendiert.

Zur Konzentrationbestimmung und zur Uberpriifung der gewonnenen RNA im Agarosegel
wurde 1 pL der resuspendierten RNA mit 9 pL sterilem H,O vermischt (1:10 Verdiinnung),
wovon 3 puL auf ein RNA Agarosegel aufgetragen wurden. Die verbliebenen 7 pL der
RNA-Losung wurden wiederum mit 63 pL. H,O gemischt (1:100 Verdiinnung) und zur
Konzentrationsbestimmung verwendet (Abschnitt 2.2.1.4.). Die gewonnene RNA wurde bei

-80°C gelagert.

2.2.1.4. Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Nukleinsduren absorbieren ultraviolette Strahlung proportional zu ihrem Gehalt. Deshalb ldsst
sich die Konzentration von DNA- bzw. RNA-Proben photometrisch ermitteln. Hierzu wurden
die jeweiligen Proben 1:100 (bei geringer DNA- bzw. RNA-Konzentration 1:50) in einem
Endvolumen von 100 uL verdiinnt und ihre Extinktionen bei einer fiir Nukleinsduren
optimalen Wellenldinge von A= 260 gemessen (Azs). Bei dieser Wellenlinge ist die
Absorption von Nukleinsduren maximal. Bei Quarzkiivetten mit einer Schichtdicke von
d=1cm und bei einer Konzentration von 50 pg doppelstraingiger DNA/mL (bzw. bei
40 pg/mL. RNA) ist die optische Dichte (OD) gleich 1. Dadurch ergibt sich folgende

Gleichung zur Berechnung der Konzentration einer Probe:

Azeo x Verdiinnungsfaktor x 50 pg DNA/mL bzw. 40 ng RNA/mL = Menge (pg/mL)

D. h. man multipliziert den Extinktionswert bei einer Wellenldnge von A =260 nm (Ajep) mit
5 (fiir DNA) bzw. mit 4 (fiir RNA) und erhélt die Menge in pg/puL.

Aus dem Quotienten der Absorptionswerte bei 260 nm und 280 nm ergibt sich die Reinheit
einer DNA- bzw. RNA-Probe. Der Quotient ODy6o / OD»g sollte hierbei zwischen 1,8 und 2,0

liegen.

2.2.1.5. Polymeraseketteneaktion (PCR)

Zur invitro Amplifizierung von spezifischen DNA-Sequenzen werden zu den
Ausgangs-DNA-Stringen (“template”) komplementire Oligonukleotide (kurze DNA
Fragmente) entworfen, welche das zu amplifizierende DNA-Stiick flankieren. Die hierzu
verwendeten Oligonukleotide (Abschnitt 7.2.) wurden allesamt so entworfen, dass das damit

amplifizierte DNA-Fragment eine Xho I und eine Avr II Schnittstelle in 5°- nach 3’-Richtung
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erhielt. Das FErhaltene DNA-Fragment wurde im Anschluss mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen geschnitten und dadurch fiir eine Ligation vorbereitet.

Die PCR-Reaktionen wurden mit Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes)
durchgefiihrt. Folgender Ansatz gewihlt:

- Plasmid-DNA (0,2 pg/uL) 1 uL
- 5x Phusion HF Puffer 10 uL
- dNTP's (10 mM) 1 uL

- Oligonukleotid forward (2,5 uM) 5 puL
- Oligonukleotid reverse (2,5 uM) 5 uL
- Phusion-Polymerase (2U/uL) 1 ulb
- ddH,0 27 uL

Die Einstellungen fiir die PCR setzen sich aus mehreren Schritten zusammen. Im ersten Schritt
wurde die DNA fiir 5 Minuten bei 95°C in Einzelstringe denaturiert. Darauf folgten 30 Zyklen
aus Denaturierung (30 Sekunden bei 95°C), Anlagerung der Oligonukleotide (30 Sekunden bei
55°C) und Neusynthese der DNA-Stringe (1 Minute und 30 Sekunden bei 72°C). Die Reaktion

wurde bei 72°C fiir 10 Minuten abgeschlossen und in einem analytischen Agarosegel gepriift.

2.2.1.6. Behandlung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen (auch Restriktionsenzyme genannt) erkennen spezifische
Sequenzen doppelstringiger DNA und spalten hydrolytisch die entsprechenden
Phosphordiesterbindungen. Die daraus resultierenden Schnittstellen konnen glatt (“blunt®)
oder iiberhdngend (“sticky*) sein. Auf diese Weise kann z. B. zirkuldre DNA linearisiert oder
bestimmte Fragmente aus ihr herausgeschnitten werden. Die Einheit fiir die Aktivitit der
Restriktionsendonukleasen wird in Units (U) angegeben. Hierbei entspricht ein Unit der
Enzymmenge, welche notwendig ist, um 1 pg A-Phagen-DNA bei 37°C in einer Stunde zu
verdauen. Entsprechend wurde je pg zu verdauender DNA ein Unit des jeweiligen Enzyms
eingesetzt. Der Verdau wurde fiir analytische Zwecke 2 —4 Stunden und filir préparative
Vorbereitungen von weiterzuverarbeitenden DNA-Fagmenten t{iber Nacht bei 37°C inkubiert.
Der verwendete 10x Puffer wurde im Verhiltnis zum Gesamtvolumen des Ansatzes 1:10 und
die 10x BSA Losung im Verhéltnis 1:20 hinzupipettiert. Analytische Ansdtze wurden in
einem Volumen von 10 pL. oder 20 pL, priparative in 100 pL bzw. 200 pL. durchgefiihrt.
Wurde mit zwei Enzymen gleichzeitig verdaut, musste darauf geachtet werden, dass ein
geeigneter Puffer verwendet wurde, bei welchem die Aktivitit beider Enzyme moglichst hoch

war.
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Der Volumenanteil der Enzyme darf nicht hoher als 10 % sein, da diese bei zu hoher
Konzentration und zu langer Inkubationszeit ansonsten unspezifisch schneiden kénnten. Dies
liegt am Glycerin, welches den Enzymen fiir die Langzeitlagerung beigemischt wird. Die
Reaktionsbedingungen entsprechen den Angaben des Enzymherstellers (New England
BioLabs).

Die Ansdtze wurden nach der Inkubation stets in einem Agarosegel iiberpriift

(Abschnitt 2.2.1.1.) oder zur Weiterverarbeitung aufgereinigt (Abschnitt 2.2.1.2.).

2.2.1.7. Ligation

Die fiir die Ligationsansitze verwendete T4 DNA (Invitrogen) Ligase katalysiert
Phosphodiesterbindungen von nebeneinander liegenden 3’-Hydroxyl- und 5’-Phosphat-Enden
doppelstringiger DNA. Dadurch konnen linearisierte Plasmide und DNA-Fragmente wie
beispielsweise PCR Produkte verbunden werden. Eine Einheit des Enzyms (1 U) ist definiert
als die Menge, die bendtigt wird, um die Konversion von 1 nmol **P; in ATP in 20 Minuten
bei 37°C zu katalysieren.

Fiir die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Ligationen wurde ausschlieBlich
der Vektor pSP64T verwendet. In diesen wurde die jeweils gewiinschte pfcrt-Sequenz
kloniert. Hierfiir wurde der Vektor zundchst mit geeigneten Enzymen (Xho I und Avr II)
linearisiert und Mittels Gelextraktion aufgereinigt. Durch den Verdau mit zwei verschiedenen
Enzymen kann das einzufiigende DNA-Fragment nur in der richtigen Orientierung eingefiigt
werden.

Zur Ligation des gewiinschten DNA-Fragments mit dem Vektor wurde ein Ansatz mit einem
3:1 Verhiltnis von DNA-Fragment zu Vektor optimiert (Verhidltnis bezieht sich auf
Molekiilmenge).  Hierfiir ~wurde die jeweilige = DNA-Konzentration  ermittelt
(Abschnitt 2.2.1.4.) und das entsprechende Verhiltnis errechnet.

Das Gesamtvolumen des Ligationsansatzes setzt sich zusammen aus 1 uL T4 DNA Ligase,
4 uL 5x Ligase Puffer, die fiir ein 3:1-Verhéltnis entsprechenden Volumina der Fragment- und
Vektor-DNA und sterilem H,O, womit auf 20 pL aufgefiillt wurde. Nach 90 Minuten
Inkubation bei RT wurde der gesamte Ansatz fiir die Transformation verwendet

(Abschnitt 2.2.2.2.).
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2.2.2. Mikrobiologische Methoden

2.2.2.1. Herstellung chemokompetenter E. coli-Zellen

Unter sterilen Bedingungen wurden 250 mL SOB Medium in einem 2L Kolben mit 10 - 12,
einer Ursprungskolonie entstammenden Kolonien angeimpft. Diese liel man im Schiittler bei
37°C bis zu einer ODgop = 0,6 heranwachsen. Nach 2 Stunden sollte in regelmiBigen, mit
fortschreitender Zeit kiirzer werdenden Intervallen die ODg liberpriift werden, die einen Wert
von 0,6 nicht iiberschreiten darf. Als der gewiinschte Wert erreicht war, wurde der Kolben aus
dem Schiittler genommen und fiir 10 Minuten auf Eis gestellt. Von diesem Zeitpunkt an
miissen die Zellen immer auf Eis gehalten werden. Die Fliissigkultur wurden zum Austarieren
auf zwei Zentrifugationsgefdfe verteilet und 30 Minuten bei 4°C, mit einer Geschwindigkeit
von 6000 rpm zentrifugiert. Das entstandene Sediment wurde anschlieBend in 80 mL eiskaltem
TB Puffer resuspendiert, fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert und erneut bei 4°C, mit 6000 rpm
zentrifugiert. Danach wurde das Sediment nach verwerfen des Uberstandes vorsichtig in
20 mL eiskaltem TB Puffer resuspendiert. Unter leichtem Schiitteln wurden 1,4 mL DMSO
zugefiigt (7 %). Die Suspension wurde 10 Minuten auf Eis inkubieren und anschliefend in

Trockeneis gekiihlte 1,5 mL Reaktionsgefidle verteilt (100 uL/GefdB) und bei -80°C gelagert.

2.2.2.2. Transformation chemokompetenter E. coli-Zellen

Durch die Transformation wird fremdes, genetisches Material in Form von Plasmiden in
Bakterien eingebracht. Die Plasmide besitzen Resistenzgene zur anschliefenden Selektion der
plasmidtragenden Bakterienzellen. Zellen, die die Féhigkeit besitzen, fremde DNA
aufzunehmen, werden als kompetent bezeichnet. Zur Transformation wurden ausschlieBlich
chemokompetente E. coli XL-1 Blue Zellen verwendet.

Die benétigten Zellen (50 pL/Transformation) wurden auf Eis aufgetaut. Wenn das in die
Zellen einzubringende Plasmid einer isolierten Plasmid-DNA (Abschnitt 2.2.1.2.)
entstammte, wurden je nach Konzentration der DNA 1 -5 uL verwendet. Entstammte das
Plasmid einer Ligation, wurde der gesamte Ansatz verwendet (Abschnitt 2.2.1.7.). Die DNA
Losung wurde zu den Zellen gegeben und durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren
vermischt. Die mit der DNA vermischten Zellen wurden nun 30 Minuten auf Eis inkubiert
und anschlieBend mittels Hitzeschock (45 Sekunden bei 42°C im Wasserbad) transformiert.
Nach der darauf folgenden Erholungsphase von 2 Minuten auf Eis wurde 1 mL SOC Medium
hinzugegeben und wieder durch Auf- und Abpipettieren vermischt. Der transformierte
Zellansatz wurde in 50 mL Reaktionsgefdfle {iberfiihrt und im Schiittler bei 37°C fiir 1 -2
Stunden  inkubiert. Danach  wurden die Zellen auf LB-Agarplatten mit
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Selektions-Antibiotikum (hier mit Ampicillin) ausgestrichen (Abschnitt 2.2.2.3.) und iiber
Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.2.3. Plattenkulturen von E. coli-Bakterien

In Losung befindliche transformierte Bakterienzellen wurden mithilfe eines sterilen
Glasspatels auf LB-Agarplatten mit geeignetem Selektions-Antibiotikum (hier ausschlieBlich
Ampicillin) ausplattiert und bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Zum einen wurde dies mit einem
Ligationsansatz transformierten Zellen durchgefiihrt, um die am Folgetag entstandenen
Kolonien fiir die Vervielfaltigung und Aufreinigung von Plasmid-DNA zu verwenden

(Abschnitt 2.2.1.2.). Zum anderen ermoglichte dies die mittelfristige Lagerung bei 4°C.

2.2.2.4. Flussigkulturen von E. coli-Bakterien

Fir eine Mini-Priparation wurden 5 mL LB-Medium, fiir eine Maxi-Praparation
400 mL LB-Medium mit einer auf einer Agarplatten gewachsenen Zellkolonie inokuliert und
N bei 250 rpm und 37°C inkubiert. Die Ndhrmedien enthielten als Selektions-Antibiotikum

jeweils 100 pg/uL Ampicillin.

2.2.2.5. Uberpriifung der Transformationen

Restriktionsverdau Analyse

Um zu iiberpriifen, ob die Transformation erfolgreich war, wurden 5 — 10 Kolonien mit einer
Pipettenspitze von den Agarplatte gepickt und durch Mini-Préparationen die Plasmid-DNA
isoliert (Abschnitt 2.2.1.2.). Die aufgereinigte Plasmid-DNA wurde anschlieBend mit den zur
Klonierung verwendeten Restriktionsenzymen geschnitten und im Agarosegel iiberpriift, ob

das gewiinschte DNA-Fragment aus dem Vektor geschnitten worden war.

PCR-Analyse der Bakterienkulturen (‘“‘screening‘‘)

Eine weitere Moglichkeit, den Transformationserfolg zu {iberpriifen, ist der so genannte
,Kolonien-Screen®. Hierbei wird eine PCR mit einer gepickten Kolonien angesetzt, wobei die
in den Bakterienzellen befindliche Plasmid-DNA als Ausgangs-DNA-Strang dient. Die
Durchfiihrung variiert im Vergleich zur iiblichen PCR (Abschnitt 2.2.1.5.) insofern, als dass
die DNA fiir 9 Minuten bei 98°C anstatt fiir 5 Minuten bei 95°C denaturiert wurde.
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2.2.3. Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1. Gesamt-Protein Aufreinigung aus X. laevis Oozyten

Zur Aufreinigung von Gesamt-Proteinen wurden zundchst die das jeweilige PfCRT
exprimierende Oozyten in Oozyten Lyse Puffer, dem zuvor Protease Inhibitoren beigemengt
worden waren (1 Tablette/10 mL Lyse Puffer), durch Auf- und Abpipettieren lysiert. Es
wurden 10 Oozyten pro 100 uL Lyse Puffer verwendet. Das Oozytenlysat wurde
anschlieend bei 4°C 30 Minuten lang bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Der
Uberstand mit den geldsten Proteinen wurde in ein sauberes 1,5 mL Reaktionsgefif
iiberfiihrt, erneut zentrifugiert (4°C, 30 Minuten, maximale Geschwindigkeit) und wieder in
ein sauberes Reaktionsgefil} tiberfiihrt. Die aufgereinigten Gesamt-Proteine wurden bei -20°C

gelagert.

2.2.3.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE (Natriumdodecylsulphat-Polyacrylamidgelelektrophorese) ermdglicht es,
Proteine unter denaturierenden Bedingungen entsprechend ihres Molekulargewichts
aufzutrennen. Die dabei verwendete Matrix besteht aus polymerisiertem Acrylamid und
N,N'-Methylbisacrylamid. = Die  Porengr6Be  und die damit einhergehenden
Trennungseigenschaften des Gels hidngen vom Anteil des Acrylamids und dessen
Vernetzungsgrades ab. Der Acrylamid-Anteil des Gels wird entsprechend der GroBe des
aufzutrennenden Proteins gewéhlt (je kleiner das Protein, desto hdher der Acrylamid-Anteil).
In der vorliegenden Arbeit wurden aus einem Sammelgel und einem Trenngel bestehende

Gele mit einem Acrylamid Anteil von 12 % verwendet (Tabelle 2.1.).

Tabelle 2.1.: Pipettieransatz fir das Herstellen von SDS-Polyacrylamid-Gelen

Trenngel Sammelgel
(L]
H,O 3400 3400
Acrylamid/bis (29:1) 4000 830
Tris (1,5 M; pH 8,8) 2500 —
Tris (1,0 M; pH 6,8) e 630
SDS (10%) 100 50
APS (10%) 100 50
Temed 5 6
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Die zu analysierenden Proteine werden durch [-Mercapthoethanol reduziert und erhalten
durch das SDS eine gleichméBig negative Ladung, welche eine Auftrennung entsprechend
threr molaren Masse im Trenngel ermoglicht.

Bevor das Gel mit Proteinproben beladen werden konnte, wurden diese fiir drei Minuten bei
70°C im Ladepuffer denaturiert. Das Auftrennen der Proteine erfolgte in Laufpuffer bei
60 mA konstant fiir 60 — 70 Minuten (bis zum Auslaufen der Bromphenol-Blau-Front). Die
Gele wurde im Anschluf3, je nach Bedarf, entweder in Coomassie Farbelosung ge- und

anschlieBend in Entfarbeldsung entférbt oder fiir den Western Blot vorbereitet.

2.2.3.3. Coomassie Anfarbung von Proteinen

Die durch die SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels Coomassie-Farbung sichtbar
gemacht, um sicherzustellen, dass gleiche Proteinmengen aufgeladen worden waren. Das Gel
wurde hierzu zundchst mit ddH,O gewaschen und anschlieBend in der Coomassie
Féarbelosung bei RT fir 20 Minuten angefdrbt. Zur Entfairbung wurde das Gel in

Entfarbelosung inkubiert, bis die einzelnen Banden sichtbar waren.

2.2.3.4. Western Blot

Proteine koOnnen mittels Western Blot detektiert werden, indem sie nach der
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Abschnitt 2.2.3.2.) vom Gel auf eine geeignete
Membran transferiert werden. Diese Membran wird anschlieBend mit spezifischen
Antikdrpern behandelt, um so das gewiinschte Protein bzw. Polypeptid zu detektieren. Hier
wurden ausschlieSlich Membranen aus Polyvinyldifluorid (PVDF) verwendet.

Der Transfer von Proteinen vom SDS-Polyacrylamid-Gel auf eine PVDF Membran wurde
durch eine “Semi-dry* Transfer bewerkstelligt. Eine PVDF Membran wurde auf die Grofle
des Gels zurechtgeschnitten und zur Aktivierung fiir 30 Sekunden in Methanol getaucht. Das
Gel wurde nach der Elektrophorese 3 — 4 mal mit ddH,O gewaschen. Membran und Gel
wurden anschlieBend in Semi-dry Transfer-Puffer fiir 20 Minuten bei RT inkubiert.
AuBlerdem wurden sechs Stiick Whatman Filterpapiere ebenfalls auf Gelgrof3e
zurechtgeschnitten und mit Transfer-Puffer durchtrdankt. Drei Stiick Whatman Filterpapiere
wurden auf die Elektrode der Transfer-Kammer geschichtet, worauf die Membran gelegt und
mit Puffer bedeckt wurde. Darauf wiederum wurde das Gel gelegt und mit drei weiteren
Stiick Whatman Filterpapiere bedeckt (Abbildung 2.3.). Bei der gesamten Prozedur ist es
wichtig, keine Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten entstehen zu lassen, damit der

Proteintransfer reibungslos ablaufen kann.
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} Filterpapier 1

[ ] = Gel Elektroden der
=—> Membran  Transfer-Kammer

Filterpapier

Abbildung 2.3.: Schematischer Aufbau fur den Proteintransfer

Der Proteintransfer wurde bei 15V, 230 mA konstanter Stromstirke fiir 60 Minuten
durchgefiihrt.

Nach dem Transfer wurde die Membran iiber Nacht bei 4°C in Blockierldsung und
anschlieBend 60 Minuten mit dem Erst-Antikorper (anti-PfCRT, 1:1000 bzw. anti-Tubulin,
1:2000 in 1 % BSA in PBS verdiinnt) inkubiert. Die Membran wurde anschlieend drei mal
10 Minuten mit PBST gewaschen und 30 - 45 Minuten erneut in Blockierlésung inkubiert.
Danach wurde mit dem Zweit-Antikorper (anti-Meerschweinchen-POD (fiir anti-PfCRT)
bzw. anti-Kaninchen-POD (fiir anti-Tubulin) 1:10000 in 1 % BSA in PBS verdiinnt) fiir 30
Minuten bei RT inkubiert. Zum Schlufl wurde drei mal 10 Minuten mit PBST und ein mal 10
Minuten mit PBS gewaschen und die Proteine mittels Chemilumineszenz (Enhanced

Chemilumineszenz Kit) und Film detektiert.

2.2.3.5. Abwaschen von Antikdrpern auf Polyvinyldifluorid Membranen

Um ein anderes Protein auf einer fiir den Nachweis von Proteinen schon verwendeten
Polyvinyldifluorid Membranen zu detektieren, muss diese zuvor vom Antikorper, mit
welchem sie bereits behandelt worden ist, befreit werden. Zum Abwaschen dieses
Antikorpers wurde die Membran zundchst 5 mal 10 Minuten mit PBS gewaschen und
anschlieend bei 50 — 55°C 30 Minuten in Stripping Puffer inkubiert. Nach erneutem
Waschen mit PBS wie zuvor wurde die Membran {iber Nacht bei 4°C in Blockierldsung
inkubiert. Fiir den Nachweis eines anderen Proteins wurde anschlieBend wie im vorigen

Abschnitt mit dem entsprechenden Antikdrper verfahren.

2.2.4. Umgang mit Xenopus laevis Oozyten

2.2.4.1. Umgang mit den Fréschen und Gewinnung und Behandlung der Oozyten
Zunichst wurde der Frosch in einer 0,1 %igen 3-Aminobenzoe-sdureethylester in eiskaltem
Wasser fiir 20 Minuten anésthesiert. Durch die niedrige Temperatur der Losung wird die
betdubende Wirkung des Anésthetikums unterstiitzt, wodurch die Sensorik des Frosches
zusédtzlich herabgesetzt wurde. Der anésthesierte Frosch wurde anschliefend mit dem Riicken

auf eine eiskalte Unterlage gelegt und dessen Haut und die Bauchwand mit einem 1 cm
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langen Schnitt an der Seite des Abdomens gedffnet. Mit zwei sterilen Pinzetten wurden dann
Teile der Ovarien aus dem Bauchraum entnommen und in Ca**-freien Puffer (OR2) iiberfiihrt.
Nachdem die notwendige Menge an Oozyten entnommen worden war, wurden die Schnitte
der Bauchwand und der Haut unabhidngig voneinander mit resorbierbarem, sterilem
chirurgischem Nahtmaterial zugendht. Der noch anisthetisierte Frosch wurde danach in ein
kleines Wasserbecken gesetzt und beobachtet, bis er nach dem Nachlassen der
Narkosewirkung eigenstéindig an der Wasseroberflidche Luft holen konnte.

Nachdem der Frosch wieder vollstindig aus der Narkose erwacht war, wurde er in ein grof3es
Wasserbecken zusammen mit mindestens zwei weiteren Exemplaren tiberfiihrt, da es fiir das
Befinden des Frosches Nachteilig wire, alleine in einem Becken zu verweilen. Darunter
wiirde auch die Qualitit der Oozyten leiden, was zu Problemen in den Versuchen fiihren
wiirde. FEine konstant gleichbleibende Qualitdit der Oozyten ist fiir verldssliche
Versuchsergebnisse eine wichtige Voraussetzung.

Damit der Frosch sich vollstindig von der Operation erholen kann, sollten zwischen zwei
Operationen am selben Frosch mindestens 8 Wochen vergehen. Eine zu kurze
Regenerationszeit dazwischen hitte ebenfalls negative Auswirkungen auf das Befinden des

Frosches und der Qualitit der Oozyten zur Folge.

Abbildung 2.4.: Einteilung der Reifestadien von X. laevis Oozyten nach Dumont

Stadium I: Oozyten sind durchsichtig (50 -300 pm), Stadium II: Oozyten sind mattweill (300 - 450 pm),
Stadium III: Oozyten sind {iiberall leicht pigmentiert (450 - 600 pm), Stadium IV: Oozyten beginnen
Dotterproteine im Zytoplasma anzureichern; Pigmentierung konzentriert sich auf den oberen, animalen Pol
(600 - 1000 pm), Stadium V: Oozyten reichern weiterhin Dotterproteine an; Pigmentierung nimmt zu
(1000 - 1100 pm), und Stadium VI: Oozyten sind ausgewachsen und haben Progesteron Rezeptoren auf der
Plasmamembran (1100 - 1300 um). In diesem Stadium findet - unter Einflul von Progesteron - Meiose statt, es
entsteht eine weille Verfiarbung auf dem animalen Pol. Fiir die cRNA-Injektion wurden Oozyten des Stadiums V
oder VI ausgewdhlt. (Quelle: Smith et al., 1991)

Die Ovarienstiicke wurden mit einer Schere grob zerkleinert und bis zu 10 mL davon in ein
50 mL Schraubdeckel-Rohrchen iiberfiihrt. Nach zehn- bis fiinfzehnmaligem Waschen mit
Ca*'-freiem Puffer (OR2) wurden die Oozyten tliber Nacht unter leichtem Schiitteln bei 18°C

mit Kollagenase behandelt, um Follikelzellen zu entfernen und die Oozyten zu vereinzeln. Da

53



Material und Methoden

Kalcium Proteasen aktiviert, wiirde eine Behandlung mit Kollagenase in Anwesenheit von
Kalcium die Oozyten zerstoren (Goldin, 1992). Deshalb wurde die Kollagenaselosung
(1 mg/mL) in Ca**-freiem Puffer hergestellt. Am folgenden Tag wurden die Oozyten 10 mal
mit Ca®"-freiem Puffer gewaschen und anschlieBend in Ca**-haltigem ND96-Puffer (pH 7,5)
iiberfiihrt. Unter einem Binokular wurden Oozyten des Reifestadiums V oder VI
(Abbildung 2.4.) (Dumont, 1972) ausgesucht, in eine Petrischale mit ND96-Puffer (pH 7,5)
tiberfiihrt und nach einer Ruhephase von mindesten zwei Stunden bei 18°C mit der

gewliinschten cRNA injiziert.

2.2.4.2. Injektion von cRNA in die Oozyten

Die gewiinschte cRNA wurde mit Hilfe eines hydraulischen Injektors, eines Binokulares und
eines Mikromanipulators mittels einer Injektionsnadel in die Oozyten injiziert. Die
Injektionsnadeln wurden aus Glaskapillaren mit einer Kapillarziechmaschine hergestellt, wobei
die Spitze der Kapillare abgebrochen wurde, so dass der Durchmesser der Offnung an der
Spitze 20 pM — 30 uM betrug.

Die cRNA-L6sung wurde in die Injektinsnadel aufgesaugt, nachdem diese am Kapillarenhalter
des hydraulischen Injektors befestigt worden war. Es wurden 30 ng cRNA pro 46 nL. H,O in
jede Oozyte injiziert. Hierzu wurden die Oozyten in einer dafiir konstruierten Plexiglasschale
mit mehreren 3 mm -5 mm breiten Schienen angeordnet und mit ND96-Puffer, pH 7,5
tiberdeckt. Die cRNA wurde in den vegetativen Pol injiziert, da in der animalen Hélfte der
Oozyte der Zellkern lokalisiert ist. Dadurch wurde vermieden, cRNA in den Zellkern zu
injizieren oder diesen zu beschiddigen und dadurch die Zelle abzutéten. Zur Negativkontrolle
wurden Oozyten mit Wasser injiziert und innerhalb eines Versuches parallel zu den mit cRNA

injizierten verwendet.

2.2.4.3. Inkubation der Oozyten

Nach der Injektion der cRNA wurden die Oozyten 48 h-72h in einer Petrischale mit
ND96-Puffer, pH 7,5 bei 18°C inkubiert. Das ND96-Inkubationsmedium wurde einmal
taglich gewechselt, schadhafte Oozyten wurden ausselektiert. Diese geben ndmlich Salze und.
Proteasen ab, wodurch die Inkubationslosung toxisch fiir die verbleibenden, noch intakten
Oozyten wird (Goldin, 1992). Nach der Expressionszeit wurden die Oozyten nochmals
gepriift und gegebenenfalls beschiadigte aussortiert. AnschlieBend wurden sie fiir

Transportstudien verwendet.
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2.2.4.4. Transportstudien mit Oozyten und Messung der Radioaktivitat

Die Oozyten wurden mit ND96-Puffer, pH 7,5 gewaschen. Anschliefend wurden je Ansatz
10 Oozyten in einem 2 mL Reaktionsgefdal mit 100 uL ND96-Puffer, pH 6,0 mit einer
definierten Konzentration von ["H]-CQ bzw. [’H]-QN oder [’H]-QD und den entsprechenden
nicht radioaktiv markierten Substraten (siehe hierzu Abschnitt 3.1.) fiir 60 Minuten bei 25°C
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Oozyten drei mal auf Eis mit reinem ND96-Puffer,
pH 6,0 gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Oozyten einzeln in
Szintillationsrohrchen tiberfiihrt (1 Oozyte je Szintillationsréhrchen) und durch Zugabe von
200 uL 5 %igem SDS lysiert. Um die von den Oozyten aufgenommene Menge an ["H]-CQ,
PH-QN und [H]-QD zu messen, wurden zum Schluss je  Rohrchen 2 mL
Szintillationsfliissigkeit hinzugegeben. (Abschnitt 2.2.4.5.).

Szintillatoren werden durch [-Strahlen angeregt. Diese Anregungsenergie geben sie
anschlieBend in Form von Licht (meist im UV- oder sichtbaren Bereich) wieder ab. Wenn im
fliissigen Szintillator ein B-Teilchen emittiert wird, werden entlang seiner Bahn die Molekiile
des Losungsmittels angeregt, welche ihre Energie auf einen priméiren Szintillator libertragen.
Dieser nimmt diese Energie auf und fluoresziert bei einer hoheren Wellenldnge. Diese
Lichtquanten treffen auf einen sekundéren Szintillator, welcher wiederum angeregt wird und
Licht emittiert, dessen Wellenldnge eine gute Ziahlausbeute ermdglicht (Wilson & Goulding,
1991). Zur Bestimmung der in den Oozyten akkumulierten Menge an [*H]-CQ, [’'H]-QN bzw.
[’H]-QD wurden je 2 mL Szintillationsfliissigkeit zu den mit 200 uL SDS lysierten Oozyten
in Szintillationsrohrchen gegeben. Die Proben wurden anschlieend in den B-Strahlen-Zéhler
gestellt, in welchem die Radioaktivitdt in Zdhlungen pro Minute (counts per minute, cpm)
gemessen wurde. Daraus lie sich die in den Oozyten aufgenommene Menge an CQ, QN oder

QD (pmol/Oozyte/h) nach der folgenden Formel berechnen.

Konz. des CQ, QN bzw, QD im Aufnahmepuffer (uM)
gemessene cpmdes Aufnahmepuffers pro pl

aufgenommenes CQ, QN bzw, QD (pmol/Oozyte/h) = cpm X

2.2.5. Auswertung, Berechnungen und statistische Analysen

Alle fir die vorliegende Arbeit notwendigen Kalkulationen (Mittelwerte,
Standardabweichungen, Standardfehler, statistische Analysen und student’s t-Test-Analysen)
wurden am Computer mit Hilfe der Programme Microsoft® Excel 2003 (Microsoft
Corporation.) und SigmaPlot 2008 fiir Windows, Version 11 und 12 (Systat Software, Inc.)
durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Messung des Transports von CQ, QN und QD mit Oozyten
von X. laevis zur Validierung des Expressionssystems

In vorangegangenen Studien von R. E. Martin und Kollegen konnten PfCRT exprimierende
X. laevis Oozyten als stabiles Expressionssystem zur Messung von CQ Transport bestitigt
werden (Martin et al., 2009b). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass PfCRT als vakuoléres
Transmembranprotein diverse putative Signalsequenzen in seinem N- und C-Terminus
besitzt, wodurch PfCRT im Parasiten zur Membran der Nahrungsvakuole dirigiert wird. In
Oozyten hingegen wird das Protein an anderer Stelle als der Plasmamembran exprimiert.
Gezieltes ausgeschalten dieser putativen Signalsequenzen durch Mutation bestimmter
Aminosduren zu Alanin (A) bewirkt eine stabile Expression an der Plasmamembran der
Oozyte. Dadurch werden effiziente Transportstudien ermdglicht (Martin et al., 2009b). We.
Abbildung 3.1. veranschaulicht die Unterschiede zwischen dem nativen (PfCRT) und dem
mutierten (PfCRT") Protein.

N-Terminus C-Terminus
10 20 30 40 50 410 420

PFCRT* MKFASKKNNQKNSSKNAERARAADNAAQEGNGSRLGGGSCLGKCAHAAKAA---EENADSAGALTNVDSAATQ

Abbildung 3.1.: Vergleich der N- und C-Termini von nativem und mutiertem PfCRT

Das native PfCRT (PfCRT) besitzt in seinem N- und C-Terminus diverse putative Signalsequenzen, welche das
Protein im Parasiten zur Membran der Nahrungsvakuole dirigiert. Im mutierten PfCRT (PfCRT*) sind diese
Signalsequenzen gezielt zu Alaninen mutiert worden, um eine stabile Expression an der Plasmamembran der
Oozyte zu erreichen.

Die Membran der Nahrungsvakuole des Parasiten — der Wirkungsort von PfCRT — trennt das
intravakuoldre Medium (pH ~5,4) vom parasitdren Zytosol (pH ~7,4). Im Aufnahmeversuch
trennt die Membran der Oozyte den intraoozytidren Bereich (pH ~7,5) vom Aufnahmepuffer
(pH 6,0) im Reaktionsgefdl. Das Innere der Oozyte mit neutralem pH-Wert simuliert also das
Zytosol des Parasiten, der Aufnahmepuffer mit saurem pH-Wert dessen Nahrungsvakuole.
Somit ist das in der Oozyte aufgenommene Substrat wie beispielsweise CQ prinzipiell

vergleichbar mit dem CQ, das der Parasit aus der Nahrungsvakuole herausschleust.
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Die von der Firma GeneART AG sythetisierten Codon-optimierten codierenden Sequenzen
von PfCRT®® (CQR) und PfCRT"™®* (CQS). wurden jeweils in den pSP64T Vektor kloniert
(Abschnitt 2.1.9.). Die Unterschiede zwischen den jeweiligen Aminosiuresequenzen der
beiden PfCRT-Varianten sind in Tabelle 3.1. dargestellt. Acht Mutationen bewirken die

grundlegenden Unterschiede zwischen den beiden Varianten des Transporters.

Tabelle 3.1.: Unterschiede zwischen den Aminosauresequenzen von PfCRT* und PfCRTH®S
Die grau unterlegten Aminoséuren zeigen die Polymorphismen in PfCRT®. Es sind im gesamten Protein acht
Aminosduren mutiert (CQS = Chloroquin sensitiv, CQR = Chloroquin resistent)

PfCRT Aminosaureposition in PfCRT

. Herkunft
Variante 74 75 76 220 271 326 356 371
HB3 Indochina M N K A Q N I R
Dd2 Honduras | E T S E S T |

Die invitro synthetisierte cRNA der beiden PfCRT Varianten wurde in Oozyten injiziert,
welche nach einer Expressionszeit von 72 Stunden in ND96-Puffer (pH 7,5) bei 18°C fiir
Transportstudien mit CQ, QN und QD verwendet wurden. Die injizierten Oozyten wurden vor
dem Aufnahmeversuch einmal mit ND96-Puffer, pH 7,5 gewaschen und danach fiir 1 Stunde
bei 25°C in 100 uL. Aufnahmepuffer (ND96-Puffer, pH 6,0, mit 10 pM CQ, QN bzw. QD und
zusitzlich jeweils 50 nM [*H]-CQ, [’H]-QN bzw. [’H]-QD) inkubiert. Auf dieselbe Art und
Weise wurde mit Wasser injizierten Oozyten verfahren, welche als Kontrolle dienten. Nach
der einstiindigen Inkubationszeit im jeweiligen Aufnahmepuffer wurden die Oozyten mit
ND96 Puffer, pH 6,0 gewaschen und danach einzeln in Szintillationsrohrchen {iberfiihrt.
Anschliefend wurden die Oozyten in SDS (5 %ig) lysiert. Die inkorporierte Radioaktivitét
wurde im B-Strahlen-Zahler in Zahlungen pro Minute (counts per minute, cpm) gemessen und
nachfolgend in die Einheit pmol/Oozyte/h umgerechnet (sieche Formel in Abschnitt 2.2.4.5.).
Zur Normalisierung der jeweiligen Werte wurden diese in prozentualer Relation zu PfCRT®
dargestellt.

Die durch PfCRTP® vermittelte Akkumulation an CQ war, wie erwartet, signifikant hoher
(p <0,001, student’s t-Test) als die durch Kontrolloozyten akkumulierte Menge. Zwischen
PfCRT™ und Kontrolloozyten gab es, ebenso erwartungsgemif, keine signifikanten
Unterschiede. Genauso verhielt es sich fiir die Aufnahme von QN und QD
(Abbildung 3.2. A). Die Akkumulation durch PfCRT"* war mit p < 0,001 (***) signifikant
héher als die durch Kontrolloozyten, zwischen PfCRT"®® und Kontrolloozyten gab es

keinerlei Unterschiede in der Aufnahme des jeweiligen Substrates. Mithilfe eines Anti-PfCRT
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Antikorpers wurde im Western Blot die Expression der beiden PfCRT Varianten qualitativ
nachgewiesen (Abbildung 3.2. B).
Alle in dieser Arbeit untersuchten PfCRT Varianten beziehen sich auf die Signalsequenzfreie

Form, welche fiir die Expression in Oozyten optimiert wurde (Abbildung 3.1.).
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Abbildung 3.2.: Aktivitat und Expression von PfCRT

Oozyten wurden mit cRNA von PfCRT®, PfCRT"®* und mit Wasser (Negativkontrolle) injiziert. Nach einer
Expressionszeit von 72 Stunden bei 18°C wurden diese fiir Aufnahmestudien und zum Nachweis der Expression
verwendet. (A) Es wurden jeweils 10 Oozyten in einem Aufnahmepuffer (pH 6,0) mit 10 uM CQ, QN bzw. QD
und 50 nM des entsprechenden radioaktiv markierten Substrates (["H]-CQ, [’H]-QN bzw. [*H]-QD) fiir 1 Stunde
bei 25°C Inkubiert. Nur in PACRT"® exprimierenden Oozyten war erwartungsgemif hinsichtlich akkumulierter
Substratmenge ein signifikanter Unterschied zu den Kontrolloozyten zu erkennen. Zwischen PfCRT'®’
exprimierenden Oozyten und Kontrolloozyten gab es, auch erwartungsgemal, keinen signifikanten Unterschied.
Balken représentieren Mittelwerte + Standardfehler aus drei bid vier unabhéngigen Versuchen (*** =p < 0,001).
(B) Zelllysate wurden aus jeweils 10 Oozyten hergestellt. Davon wurden je Ansatz 10 uL fiir die SDS
Polyacrylamid Gelelektrophorese verwendet. AnschlieBend wurden die Proteine aus den Lysaten fiir den
immuochemischen Nachweis auf eine entsprechende Membran {iberfiihrt und mit einem anti-PfCRT AntikGrper
behandelt. Als Kontrolle fiir das Ladevolumen wurde anti-Tubulin Antikorper verwendet.

Verapamil (VP) ist bekannterweise ein PfCRT-Blocker und sensibilisiert CQ resistente
Parasiten fiir CQ (Henry et al., 2006, Martin et al., 1987). Um zu bestdtigen, dass die
Akkumulation der Substrate auf den PfCRT vermittelten Transport zuriickzufiihren ist, wurde
exemplarisch die Aufnahme von CQ in Anwesenheit von VP gemessen. Hierzu wurde wie im

vorangegangenen Versuch (Abbildung 3.2.) verfahren. Jeweils 10 pfcrtDdz

und H,O injizierte
Oozyten wurden in 100 puL. Aufnahmepuffer (10 uM CQ und 50 nM [*H]-CQ in

ND96-Puffer, pH 6,0) fiir 60 Minuten bei 25°C inkubiert. Gleichzeitig wurden vergleichbare
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Oozyten im gleichen Puffer, allerdings mit dem Zusatz von 100 uM VP, inkubiert.

Anschliefend wurde die in den Oozyten aufgenommene Menge CQ gemessen

(Abbildung 3.3.).
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Abbildung 3.3.: Inhibierung des PfCRT vermittelten CQ Transports durch VP

CQ Aufnahme wurde mit 10 pM CQ jeweils ohne und mit 100 uM VP im Aufnahmepuffer (pH 6,0) gemessen.
Zwischen Wasser injizierten Oozyten mit und ohne VP ist kein Unterschied zu erkennen. PfCRTP®
exprimierende Oozyten hingegen zeigen eine signifikant hohere Aufnahme als mit Wasser injizierte jeweils ohne
VP. Ebenso signifikant héher ist die CQ Aufnahme in PFCRT® injizierten Oozyten ohne VP als in PFCRT®
injizierten mit VP. Balken reprédsentieren Mittelwerte + Standardfehler aus 3 unabhéngigen Versuchen
(***=p<0,001).

Die ohnehin geringe Akkumulation von CQ in Kontrolloozyten (mit H,O injiziert) wurde
durch VP nicht beeinflusst, es ist kein signifikanter Unterschied zwischen mit und ohne VP
im jeweiligen Aufnahmepuffer (pH 6,0) inkubierten Oozyten zu erkennen. Die Menge an CQ,
welche in PfCRTP® exprimierenden Oozyten akkumuliert worden war, erwies sich - wie
schon in Abbildung 3.2. gezeigt worden ist — als signifikant hoher im Vergleich zu
Kontrolloozyten. Im Gegensatz dazu jedoch war die CQ Aufnahme in PfCRTP®
exprimierenden Oozyten, welche in Aufnahmepuffer mit VP inkubiert worden waren, mit
p <0,001 signifikant niedriger als in VP freiem Aufnahmepuffer inkubierten Oozyten
(Abbildung 3.3.). Dies zeigt, dass die in Oozyten akkumulierte Menge an CQ durch das

transmembrane Transportprotein PfCRT vermittelt wird und durch VP inhibiert werden kann.

59



Ergebnisse

Diese Vorversuche haben das durch R. E. Martin und Kollegen etablierte Expressionssystem
(Martin et al., 2009b) mit der dafiir optimierten pfcrt DNA Sequenz als solches nochmals
bestitigt und auch die eigene Handhabung als erfolgreich bekundet. Dies erlaubt nun

vielseitige, vielversprechende und auch verldssliche Studien des Proteins.

3.2.  Untersuchung zu den Substratbindetaschen fir CQ und QN
in PFCRTP®

Nachdem die vorangegangenen Versuche bestdtigt haben, dass X.laevis Oozyten ein
funktionierendes heterologes Expressionssystem darstellen, womit der PfCRT vermittelte
Transport von Chinolinen gemessen werden kann, sollten nun durch gezielte
Kompetitionsversuche Riickschliisse auf die Substratbindetaschen fiir CQ und QN gezogen
werden. Zu diesem Zweck wurde der gegenseitige Einfluss der beiden Substrate auf den
jeweiligen PfCRTP* vermittelten Transports untersucht.

Zunichst wurde die durch PECRTP* vermittelte Akkumulation von CQ in Anwesenheit von
verschiedenen QN-Konzentrationen im externen Medium gemessen. Anschliefend wurden
die Bedingungen invertiert und unter Zugabe von verschiedenen CQ-Konzentrationen in das
externe Medium die PfCRTP® vermittelte Aufnahme von QN gemessen. Diese
konzentrationsabhdngigen Kompetitionsstudien haben gezeigt, dass sich CQ und QN

Dd2

tatsdchlich in Bezug auf den Transport durch PfCRT " gegenseitig beeinflussen.

3.2.1. QN inhibiert den PFCRT % vermittelten Transport von CQ

Durch konzentrationsabhéngige Aufnahmestudien sollte zuerst untersucht werden, ob QN den
PfCRTP?® vermittelten Transport von CQ beeinflusst. Dazu wurde die Akkumulation von CQ
in PFCRTP® exprimierenden und mit H,O injizierten Oozyten gemessen. Die hierfiir
verwendeten Aufnahmepuffer wurden in fiinf verschiedenen CQ-Konzentrationen
(10 uM - 500 uM) angesetzt, wobei jede dieser CQ-Konzentrationen mit sechs verschiedene
QN-Konzentrationen (0 uM — 300 uM) kombiniert wurde. Die Aufnahmestudien fanden bei
einer Reaktionstemperatur von 25°C und einem pH von 6,0 statt. Die Inkubationszeit betrug
stets 60 Minuten.

Die PfCRTP® vermittelte CQ Aufnahme resultiert aus der Differenz der jeweils in PRCRT %
exprimierenden Oozyten und Kontrolloozyten (mit H,O injiziert) akkumulierten Menge.

Diese akkumulierte Menge CQ (pmol/Oozyte/h) wurde jeweils als Funktion der im
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Aufnahmepuffer enthaltenen CQ-Konzentrationen und in Abhéngigkeit der jeweiligen
Konzentration des konkurrierenden Substrates QN als Michaelis-Menten Kurve aufgetragen
(Abbildung 3.4. A). Fiir jede der sechs Kurven ergeben sich bei verschiedenen
QN-Konzentrationen verschiedene Kpn- und Vp-Werte, welche als Funktion der
QN-Konzentration aufgetragen wurden. Der Kpn (CQ)=187,05+2532 steigt mit
zunehmender QN-Konzentration hyperbolisch an (Abbildung 3.4. B) und strebt gegen den
Grenzwert o Ks=724,72 £378,09 uM, was den Faktor o =3,87+1,95 liefert. Der
entsprechende Vi (CQ) =34,36 = 1,88 nimmt hyperbolisch ab und neigt sich dem
Grenzwert B Vi = 3,27 £ 1,85 pmol/Oozyte/h zu (Abbildung 3.4. C) (Segel, 1993). Daraus
resultiert der Faktor § = 0,10 + 0,05, um welchen V. (CQ) zu Viin (QN) reduziert wird.
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Abbildung 3.4.: Transportkinetik von PFCRT® fiir CQ in Anwesenheit von QN

(A) PFCRTP* vermittelte CQ Aufnahme in Abhingigkeit steigender QN-Konzentration. (B) K-Werte néhern
sich mit zunehmender QN-Konzentration hyperbolisch an den Grenzwert o Ks. (C) V,.x-Werte hingegen sinken
hyperbolisch ab und streben auch hier gegen einen Grenzwert, B V.. Einzelne Datenpunkte reprisentieren
Mittelwerte aus drei unabhingigen Versuchen. Michaelis-Menten Kurven, K- und V..-Werte und die
entsprechenden Faktoren o. und B wurden mittels SigmaPlot 11.0® bzw. SigmaPlot 12* ermittelt.

Diese Analysen deuten auf eine partiell (hyperbolisch) gemischte Inhibierung hin, welche
als eine Mischung aus kompetetiver und unkompetetiver Inhibierung angesehen werden kann

(Baker et al., 2007, Bisswanger, 2008). Entscheidend bei dieser Art der Inhibierung ist, dass
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das Enzym bzw. in diesem Fall der Transporter, selbst bei Sattigung des konkurrierenden
Substrates immer eine katalytische Restaktivitit bewahrt, was dadurch zum Ausdruck kommt,

dass der V.-Wert gegen einen Grenzwert > 0 strebt (Abbildung 3.4. C) (Segel, 1993).

Um diese Beobachtung zu unterstiitzen, wurden die Michaelis-Menten Kurven doppelt
reziprok aufgetragen (Lineweaver-Burke Darstellung) (Abbildung 3.5. A). Diese Darstellung
liefert Hinweise auf Transport- bzw. Inhibierungsmechanismen. Die Geraden schneiden sich
im dritten Quadranten (unten links), was ein Indiz fiir eine partiell gemischte Inhibierung ist,
wobei die Bindung der beiden Substrate an unterschiedlichen Bindetaschen zufillig und
unabhingig voneinander stattfindet (Stein, 1986). Weiterhin wurde die Steigung der einzelnen
Lineweaver-Burke Geraden als Funktion der QN-Konzentration aufgetragen. Im Gegensatz
zum Mechanismus einer rein gemischten Inhibierung, bei welchem die Steigung der Geraden
linear zunimmt, deutet die hyperbolische Zunahme (Abbildung 3.5. B) auf eine partiell
gemischte Inhibierung hin (Baker et al., 2007, Bisswanger, 2008)
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Abbildung 3.5.: Lineweawer-Burke Darstellung und Auftragung der jeweiligen Steigung als Funktion der
QN-Konzentration

(A) Linearisierungsverfahren mit dem Schnittpunkt im dritten Quadranten und (B) die hyperbolische Zunahme
der Steigung der Geraden deuten auf einen Mechanismus hin, bei welchem die zwei konkurrierenden Substrate
zufillig und unabhingig voneinander an unterschiedlichen Bindetaschen binden.
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Die analysierten Ergebnisse deuten stark auf eine partiell gemischte Inhibierung hin. Um dies

Dd2

zu untermauern wurde der Versuch umgekehrt, d.h. die PfCRT vermittelte QN

Akkumulation wurde unter Zugabe von verschiedenen CQ-Konzentrationen gemessen.

3.2.2. Ebenso inhibiert CQ den PfCRTP® vermittelten Transport von QN

Die vorangegangenen Versuche wurden nun unter umgekehrten Bedingungen wiederholt, um
die erzielten Ergebnisse zu stilitzen. Hierfiir wurde die QN Akkumulation bei sechs
verschiedenen QN-Konzentrationen (1 uM — 75 uM) im externen Aufnahmepuffer gemessen,
wobei fiir jede dieser QN-Konzentrationen sechs verschiedene CQ-Konzentrationen
(0 uM - 3000 uM) gewdhlt wurden. Die QN Akkumulation wurde unter denselben

Dd2

Reaktionsbedingungen wie im vorigen Versuch in PfCRT " exprimierenden und mit H,O

P2 yermittelte QN

injizierten Oozyten gemessen. Die aus der Differenz resultierende PfCRT
Aufnahme (pmol/Oozyte/h) in Abhédngigkeit zunehmender CQ-Konzentration wurde gegen

die QN-Konzentrationen als Michaelis-Menten Kurven aufgetragen (Abbildung 3.6. A).
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Abbildung 3.6.: Transportkinetik von PFCRT®® fiir QN unter Zugabe von CQ

(A) PfCRTP® vermittelte QN Aufnahme in Abhingigkeit steigender Konzentration des konkurrierenden
Substrates CQ. Wie im vorigen Versuch nehmen mit ansteigender Konzentration des konkurrierenden Substrates
(B) Kn-Werte hyperbolisch zu und streben wie im vorigen Versuch (Abbildung 3.4.) gegen den Grenzwert o Ks.
(C) Viax-Werte nehmen hyperbolisch ab und néhern sich dem Grenzwert 3 V., an. Einzelne Datenpunkte
reprasentieren Mittelwerte aus drei unabhingigen Versuchen. Michaelis-Menten Kurven, K- und V..-Werte
und die entsprechenden Faktoren o und p wurden mittels SigmaPlot 11.0" bzw. SigmaPlot 12" ermittelt.
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Aus den sechs Kurven fiir die jeweiligen CQ-Konzentrationen resultieren wie im vorigen
Versuch verschiedene Kpy- und Vi.-Werte, welche als Funktion der CQ-Konzentration
aufgetragen wurden. Auch hier nimmt der Ky (QN)=21,92+3,52 mit ansteigender
Konzentration des konkurrierenden Substrates, nun CQ, hyperbolisch zu und ndhert sich dem
Grenzwert o Ks=71,82+38,11 uM, was wieder den Faktor o =328+ 1,66 Iliefert
(Abbildung 3.6. B). Vi (CQ) =9,22 + 0,55 pmol/Oozyte/h nimmt hyperbolisch ab und
strebt gegen den Grenzwert P Vi = 3,27 £ 0,99 pmol/Oozyte/h, woraus sich der Faktor
B=0,35+0,11 ergibt (Abbildung 3.6. C), um welchen V. (QN) auf sein Minimum
Vimin (QN) reduziert wird (Segel, 1993).

Vergleicht man den [ Vpa-Wert aus dem vorigen, inversen Versuche mit diesem
(B Vimax (CQ) = 3,27 £ 1,85 pmol/Oozyte/h und B Vyax (QN) = 3,27 £ 0,99 pmol/Oozyte/h),

ist kein signifikanter Unterschied erkennbar.

Auch hier wurden die Kurven linearisiert und die Steigung der erhaltenen Geraden als

Funktion der CQ-Konzentration aufgetragen (Abbildung 3.7.).
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Abbildung 3.7.: Lineweawer-Burke Geraden und die entsprechende Steigung als Funktion von [CQ]

(A) Lineweawer-Burke Darstellung von Abbildung 3.6. Geraden schneiden sich im dritten Quadranten. (B)
Steigung der Geraden nimmt mit ansteigender CQ-Konzentration hyperbolisch zu. Beides deutet wieder auf eine
partiell gemischte Inhibierung hin.
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Wie im vorigen Versuch treffen sich die Geraden wieder in einem Schnittpunkt im dritten
Quadranten (unten links) (Abbildung 3.7. A) und die entsprechende Steigung nimmt
hyperbolisch zu (Abbildung 3.7. B). Wieder deuten die Ergebnisse auf einen Mechanismus
hin, bei welchem die zwei konkurrierenden Substrate zufdllig und unabhéngig voneinander an

unterschiedliche Bindetaschen binden (Stein, 1986).

Die Ergebnisse der Kompetitonsversuche wurden in einem Gesamtiiberblick
zusammenfassend dargestellt (Abbildung 3.8.). Hierbei wurde die jeweilige Substratauftnahme
als Funktion der Konzentration von eigentlichem und konkurrierendem Substrat in einem
3-dimensionalen Schaubild aufgetragen und damit nochmals der gegenseitige Einfluss von
CQ und QN auf die PFCRT* vermittelte Substrataufnahme veranschaulicht. Die schwarzen
Punkte stellen hierbei die empirisch ermittelten Werte dar, die roten Kurven sind die nach der
unten aufgefiihrten Gleichung fiir die partiell gemischte Inhibierung (Segel, 1993) errechnet
worden. Empirisch und mathematisch ermittelte Daten stimmen sehr gut iiberein

(Abbildung 3.8.) und untermauern damit zusédtzlich die Hypothese dieses Inhibierungs-Typs.

Vmax(ﬂ I +a KI)S
IS+aK S+aK, l+aK, K

Gleichung fiir partiell gemischte Inhibierung: v =

S

x>
o

30 10 -

N
o

(pmol/Oozyte/h)
=)

PfCRT vermittelte CQ Aufnahme
PfCRT vermittelte QN Aufnahme
(pmol/Oozyte/h)

Abbildung 3.8.: Gegenseitiger Einfluss von CQ und QN auf die jeweilige PfCRT® vermittelte
Substratakkumulation

(A) Einfluss von QN auf die PFCRT?* vermittelte CQ Aufnahme und umgekehrt (B) Auswirkung auf die
PfCRTP® vermittelte QN Aufnahme unter Zugaber verschiedener CQ-Konzentrationen. In beiden Fillen
stimmen die empirisch (schwarze Punkte) und die mathematisch ermittelten Daten (rote Kurven) sehr gut
iiberein und stiitzen damit zusétzlich die Hypothese der partiell gemischten Inhibierung.
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Die bisherigen Analysen haben einen Einblick in die mechanistischen Grundziige der
kinetischen Eigenschaften des membranstindigen Transportproteins PfCRT gewihrt. Worin
aber besteht die strukturelle Grundlage dafiir? Durch gezielte Mutagenese von Aminosduren
sollte diese Frage angegangen werden.

Die Aminosédure an Position 76 ist bekanntlich von essentieller Wichtigkeit fiir den Transport
von Chinolinen und PfCRT*’*" ist in nahezu allen CQR P. falciparum Stimmen konserviert
(Chen et al., 2003, Lakshmanan et al., 2005, Valderramos et al., 2010). Aus diesem Grund

wurde zunichst diese Aminosdureposition genauer untersucht.

3.3. Untersuchung der Aminosaure an Position 76 in PfCRT

3.3.1. Transportvon CQ, QN und QD durch PfCRT Dd2""®*

Es ist bekannt, dass die Aminosdure an Position 76 in PfCRT fiir die Resistenz gegen CQ eine
entscheidende Rolle spielt (Cooke et al., 1995, Lakshmanan et al., 2005, Mita et al., 2003).
Im CQ sensitiven P. falciparum Stamm HB3 befindet sich an dieser Position ein Lysin (K). In
den meisten resistenten Stdmmen ist an dieser Stelle ein Threonin (T) konserviert. Allerdings
sind auch Félle von resistenten Stéimmen bekannt, bei welchen das Lysin durch ein Asparagin
(N) oder durch ein Alanin (A) substituiert ist. In beiden Fillen — K76N in Pusuk, Indonesien
(Huaman et al., 2004) und K76A in Thailand (Chaijaroenkul et al., 2011) — konnte
VP-reversible CQ-Resistenz nachgewiesen werden. Die Tatsache, dass der Austausch von
K76 durch T, N oder A, also durch ungeladene Aminosduren, eine VP-reversible
CQ-Resistenz in den entsprechenden P. falciparum Stdmmen vermittelt, erhdrtet den
Verdacht, dass die positive Ladung des Lysins den Transport des in der Nahrungsvakuole
zweifach protonierten CQ verhindert bzw. die Effizienz des Transports enorm herabsetzt
(Chaijaroenkul et al., 2011, Huaman et al., 2004). Um nun zu iiberpriifen, welche Rolle die
Aminosdure 76 fiir den Transport von CQ, QN und QD spielt, wurde in PfCRT"* T76
sukzessive durch die 19 restlichen proteinogenen Aminosduren ersetzt und in Oozyten
exprimiert. Diese wurden anschlieend fiir Transportstudien mit CQ, QN und QD verwendet
(siche hierzu Abschnitt 2.2.4.). Abbildung 3.9. zeigt das Ergebnis der Aufnahmestudien fiir
alle PfCRT Dd2""** Varianten mit CQ, QN und QD.
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Abbildung 3.9.: Aktivitat der PFCRT Dd2""®* Varianten

Oozyten wurden mit cRNA von PFCRTP* (Positivkontrolle), PRCRT"®® und mit Wasser (Negativkontrollen)
injiziert. AuBerdem wurden 19 weitere PFCRT®® Varianten mit verinderter Aminosiure T76 injiziert. Die
PfCRT vermittelte Aufnahme der Substrate ist in Relation zu der aufgenommenen Menge durch PFCRT"* in %
dargestellt. Alle PACRT Dd2"7** Varianten, auBer diejenigen, bei welchen T76 durch Prolin (Helix-Brecher) oder
durch positiv geladene Aminosduren (R, K oder H) ersetzt worden war, vermitteln mit p < 0,01 (student’s t-Test)
eine signifikant hohere Substratakkumulation im Vergleich zur Negativkontrolle PfCRT™®. Balken
reprisentieren Mittelwerte + Standardfehler aus vier unabhéngigen Versuchen (ns = nicht signifikant).

Zur Darstellung der PfCRT vermittelten Akkumulation des jeweiligen Substrates wurde die

T76X
2

Differenz zwischen Kontrolloozyten und die einzelnen PfCRT Dd Varianten

D2 yermittelten

exprimierenden Oozyten ermittelt und anschlieBend mit der PfCRT
Akkumulation normalisiert, d. h. sie wurden in prozentualer Relation dazu dargestellt. So
konnen die Ergebnisse fiir CQ, QN und QD miteinander verglichen werden.

Die Substitutionen durch K, R, H (positiv geladene Aminosduren) und P (— Helix-Brecher)
vermitteln keine Akkumulation von CQ, QN oder QD (ns = nicht signifikant), was die oben
erwiahnte Vermutung bestitigt, dass die positive Ladung an Position 76 den Transport von

CQ, QN und QD verhindert. Im Falle von T76P liegt der Verdacht nahe, dass das Protein in
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diesem Bereich, der ersten Transmembrandomane (TMD), nicht korrekt gefaltet werden kann
(Ringstruktur im Prolin verhinder das Einfiigen in eine Helix), was die Funktionalitdt des
Proteins schwerwiegend beeintrichtigt. Alle anderen Substitutionen vermitteln im Vergleich
zu PFCRT™ eine signifikant hohere Akkumulation (p < 0,01, student’s t-Test).

Um mogliche quantitative UnregelmiBigkeiten der membranstindigen Expression der PfCRT
Varianten auszugleichen, wurde fiir die Daten der Substrataufnahme durch die
PfCRT Dd2""* Varianten (Abbildung 3.9.) der jeweilige Quotient ermittelt (QN/CQ, QD/CQ
und QN/QD). Auf diese Weise wurden die Daten hinsichtlich der Expression normalisiert und
mogliche stereospezifische Effekte der Substrate zutage gebracht. Die Substitutionen R, K, H
und P sind fiir alle drei Substrate inaktiv (Abbildung 3.10.).
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Abbildung 3.10.: PFCRT Dd2""®* vermittelte Aufnahme von CQ, QN und QD in Relation zueinander
Diese Darstellung der Substrataufnahme normalisiert mogliche Unterschiede in der membranstindigen
Expression der PfCRT Varianten und bringt stereospezifische Effekte zwischen QN und QD zum Vorschein.
(** =p <0,01, nicht gekennzeichnete Varianten = nicht signifikannt)
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Im Falle der Aminosauresubstitutionen, bei welchen keine Substrataufnahme vermittelt wurde
(R, K, H und P), liegt der jeweilige Quotient bei 0 (Abbildung 3.10.). In den meisten Fillen

Dd2 yermittelten

stieg oder fiel die Aufnahme fiir alle drei Substrate im Verhiltnis zur PfCRT
Aufnahme gleichermallen. Fiir die Substitutionen durch Glutamin (Q), Glutaminsdure (E),
Asparagin (N) und Cystein (C) hingegen war dir QN Aufnahme signifikant hoher als die von
CQ (Abbildung 3.10., obere Graphik). Eine signifikant erhéhte Aufnahme von QD im
Vergleich zu CQ war im Falle von Glutamin (Q) und Glutaminsidure (E) zu erkennen
(Abbildung 3.10., mittlere Graphik). Ein stereospezifischer Effekt zwischen QN und QD
entstand durch den Austausch von T76 gegen Asparagin (N) und Cystein (C)
(Abbildung 3.10., untere Graphik), wodurch die QN Aufnahme im Vergleich zur der von QD
begiinstigt wurde und somit auf eine stereospezifische Interaktion hindeutet. Die

Signifikanzen der unterschiedlichen Aufnahmeraten des jeweiligen Substrates wurden mittels

student’s t-Test ermittelt und liegen in jedem gekennzeichneten (**) Fall bei p < 0,01.

3.3.2. EinfluR von Mutationen in T76 auf die Transportkinetik von
PfCRTP%

Es konnte gezeigt werden, dass die Substitution von T76 durch alle anderen proteinogenen
Aminosduren eine mehr oder weniger groBe Auswirkung auf die PfCRT vermittelte
Akkumulation des jeweiligen Substrates hat (Abbildung 3.9. und 3.10.). Um zu iiberpriifen,
ob diese Substitutionen auch die Transportkinetik von PFCRT ®* beeinflussen, wurden einige
reprasentative PFCRT Dd2'7%* Varianten ausgewshlt und in Oozyten exprimiert. Hierfiir
wurde T76 durch Aminosduren mit verschiedenen Eigenschaften ersetzt, um ein weites
Spektrum an Charakteristika abzudecken. Folgende Aminosduren wurden fiir diese
Untersuchung gewihlt: Isoleucin (I, unpolar), Asparaginsdure (D, negativ geladen), Serin (S)
und Asparagin (N) (beide ungeladen polar) und Tryptophan (W, unpolar aromatisch). Nach
einer Expressionszeit von 72 Stunden wurden anschlieBend konzentrationsabhingige
Aufnahmestudien mit CQ durchgefiihrt.

Die CQ Aufnahme wurde bei sieben verschiedenen CQ-Konzentrationen (1 uM — 1000 pM)
im externen Aufnahmepuffer in PfCRT exprimierenden und mit H,O injizierten Oozyten
gemessen. Die aus der Differenz davon errechnete PfCRT vermittelte CQ Akkumulation
(pmol/Oozyte/h) der jeweiligen PfCRT Variante wurde gegen die CQ-Konzentration als
Michaeli-Menten Kurve im selben Graphen aufgetragen (Abbildung 3.11. A). Die daraus
resultierenden K- und Vax-Werte sind in Abbildung 3.11. B dargestellt.
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Die jeweiligen Substitutionen von T76 haben keine Verdnderung des K;-Wertes zur Folge,
verursachen jedoch signifikante Unterschiede im Vergleich zu PfCRTP® (T) in Viex.
(Abbildung 3.11 B, ** =p < 0,01, student’s t-test).

>
vy

300

Qo o

E S S 200

z e

= X 100

<<

8§ O T T T T T T

s TIDSNW

T Q

EE = 100

- Q ~

G>.) ~ o "q;'i 75 *%

L 88 g -

a8 , > o 25
' : an
3 0 T T T T T T
0 250 500 750 1000 TIDSNW

CQ (uM) PfCRT Dd2"

Abbildung 3.11.: Veranderungen der Transportkinetik von PFCRTP® fiir CQ durch Mutationen in T76
Oozyten wurden mit cRNA von PfCRTP®, von den verschiedenen PfCRT Dd2""** Varianten und mit Wasser
(Negativkontrolle) injiziert. Nach einer Expressionszeit von 72 Stunden bei 18°C wurden diese fiir
Aufnahmestudien mit CQ verwendet. (A) Michaelis-Menten Kurven zeigen die PfCRT vermittelte CQ
Aufnahme in Abhéngigkeit der steigenden CQ-Konzentration. (B) Zwischen den K,-Werten der einzelnen
PfCRT DA2"%* Varianten sind keine signifikanten Unterschiede erkennbar, die V.-Werte hingegen
unterscheiden sich signifikant (** =p <0,01, student’s t-Test) von PfCRT® (T). Einzelne Datenpunkte
repriasentieren Mittelwerte aus drei unabhingigen Versuchen. Michaelis-Menten Kurven, K- und V..-Werte
wurden mittels SigmaPlot 11.0% bzw. SigmaPlot 12.0® ermittelt.

Um diese Beobachtungen zu untermauern, wurden auch hier die Michaelis-Menten Kurven
doppelt reziprok aufgetragen und so durch das Lineweaver-Burke Verfahren linearisiert
(Abbildung 3.12.). Die Geraden schneiden sich, wenn auch nur knapp, auf der negativen
x-Achse und haben einen positiven y-Achsen-Abschnitt, wobei dieser sich umgekehrt
proportional zur maximalen Umsetzungsrate V. verhdlt (Abbildung 3.11 B). Dies bestitigt
die Beobachtung, dass die Substitutionen in T76 den K,,-Wert unverdndert lassen, Vpax

hingegen herabsenken. Der Austausch von T76 hat also fiir die untersuchten Varianten keine
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Auswirkung auf die Affinitdt fiir CQ. Die Transporteffizienz jedoch sinkt in allen Féllen

relativ zu PACRT* in mehr oder weniger starkem AusmaB signifikant ab.
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Abbildung 3.12.: Lineweawer-Burke Darstellung fiir den Effekt auf die Transportkinetik von PfCRTP%
durch Austausch von T76

Die Geraden schneiden sich auf der negativen Seite der x-Achse, haben aber verschiedene Schnittpunkte mit der
y-Achse. Die Unterschiede der y-Achsen-Abschnitte verhalten sich umgekehrt proportional zu den
entsprechenden V,,,,-Werten und bestétigen somit die Beobachtungen aus Abbildung 3.11. B.

Aminosdure 76 spielt — wie bereits erwdhnt — eine tragende Rolle fiir die Resistenz von
P. falciparum, vor allem gegen CQ, hat aber offensichtlich keinen Einfluss auf die Affinitit

P4 trigt im Vergleich zum

des Transporters, wohl aber auf die Transporteffizienz. PfCRT
Wildtyp PfCRT"® noch sieben weitere Mutationen in seiner Sequenz. Wie also wirken sich
diese in Bezug auf den PFCRT"® vermittelten Substrattransport aus? Um dies genauer zu
untersuchen, wurde eine Reihe von weiteren PfCRT Varianten durch gezielte Mutagenese
generiert und die dadurch vermittelte Substrataufnahme von CQ, QN und QD ermittelt. So
konnte ein Einblick in die Bedeutung der einzelnen Aminoséduren fiir den Transport gewonnen

werden. AuBlerdem konnten auf diese Weise Riickschliisse darauf gezogen werden, welche

Aminosduren am Aufbau der Substratbindetaschen fiir CQ und QN beteiligt sind.
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3.4. Ruckmutationen spezifischer Aminosauren in PfCRT
verandern dessen Transporteigenschaften fir CQ, QN und

QD

Um die Bedeutung der Aminosduren an anderer Position als 76 zu untersuchen wurden diese
zielgerichtet einzeln oder in verschiedenen Kombinationen zueinander in die entsprechende

THB  riickmutiert und die dadurch vermittelte

Aminosdure der Wiltypvariante PfCR
Substrataufnahme ermittelt. Auf diese Weise konnten weitere Erkenntnisse tber die

Funktionsweise von PfCRT gewonnen werden.

3.4.1. Aufnahme von CQ, QN und QD durch PfCRT®®* Varianten
In der PfCRT Variante des CQ resistenten Stammes GB4 sind die Aminosiuren 326 und 356
mit der von PCRT™? identisch, die dadurch vermittelte Aufnahme von CQ, QN und QD

. Diese Positionen haben also

jedoch ist mindestens genauso hoch wie die durch PfCRT
offensichtlich keine grofle Bedeutung fiir den Transport. Aufgrund dessen wurden auf der
Grundlage von PfCRT®®* mehrere Varianten generiert, weil dadurch die systematische
Mutagenese vereinfacht wurde.

Ebenso wie Position 326 und 356 kann Position 74 ohne EinbuBlen der Aktivitét riickmutiert
werden (Abbildung 3.13., G1). Die Riickmutation der Aminosdurepositionen 220, 271 und
371 (G3, G4 und G5) verursachen in verschiedenen Mallen einen Abfall der Aufnahme der
Substrate. Mutiert man in diesen Varianten zusétzlich 74 zuriick (G7, G8 und G9), sinkt die
Aufnahme noch weiter ab. Interessanterweise ist fir G9 die QN und QD Aufnahme doppelt
so hoch wie in PFCRTP®*, die CQ Akkumulation hingegen erreicht nur knapp 70 % der durch
PfCRT* vermittelten. Zusitzliche Riickmutationen (G10, G11, G12) bewirken weiter das
Absinken der Substrate, behalten aber dennoch eine signifikante Akkumulationsaktivitét bei.
Mit nur noch zwei Mutationen, E75 und T76, vermittelt G13 noch eine zwar geringe aber

dennoch signifikante Substrataufnahme. E75N setzt die Aktivitit des Transporters fiir alle
drei Substrate auf das Niveau von PfCRT"™®? herab (G2 und G6).
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Abbildung 3.13.: Aktivitat der PFCRT®®* Varianten

Durch Riickmutation der in PFCRT"* mutierten Aminosiuren wird die Aktivitit des Transporters herabgesetzt.
Bemerkenswert allerdings ist, dass Variante G9 zwar weniger CQ Aufnahme vermittelt, die von QD jedoch auf
dem Niveau von PFCRT"* hilt und sogar doppelt so viel Akkumulation von QN bewirkt. Die Mutationen N75E
und K76T reichen fiir eine geringe aber signifikante Aufnahme aus. Fiir alle PfCRT Varianten, auler G2 und
G6, wurden Signifikanzen der jeweiligen Aufnahme mit p < 0,01 (student’s t-Test) im Vergleich zu PfCRT"®
ermittelt.

Auch hier wurde wie fiir die PfCRT Dd2"’®* Varianten der jeweilige Quotient der
Substrataufnahme ermittelt (QN/CQ, QD/CQ und QN/QD), um so eventuelle quantitative
UnregelmiBigkeiten der membranstindigen Expression der GB4 Varianten auszugleichen
(Abbildung 3.14.). Dadurch wurden die Ergebnisse beziiglich der Expression normalisiert,
stereospezifische Effekte zwischen QN und QD sind allerdings nicht zu erkennen. Lediglich
fiir die Varianten G8 und G9 ist die Akkumulation von QN und QD signifikant héher als die
von CQ (Abbildung 3.14.).
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Abbildung 3.14.: Substrataufnahme durch PFCRT®®* in Relation zueinander

Normalisierung der Substrataufnahme, um mogliche Unterschiede in der membranstindigen Expression der
PfCRT Varianten auszugleichen. Die Varianten G8 und G9 akkumulieren signifikant mehr QN und QD als CQ.
(*=p<0,05, ** =p <0,01, nicht gekennzeichnete Varianten = nicht signifikannt)

3.4.2. Aufnahme von CQ, QN und QD durch PFCRT="" varianten

In einer vorangegangenen Arbeit konnte — ebenfalls mittels X. laevis Oozyten — nachgewiesen
werden, dass die PfCRT Variante des natiirlich vorkommenden P. falciparum Stammes
Ecul110 zwar CQ Akkumulation (Dave, 2011), jedoch keinerlei Aufnahme von QN und QD
vermittelt Auf dieser Grundlage basierend wurden deshalb weitere PfCRT Varianten
generiert, mit dem Ziel, eine oder mehrere Varianten zu finden, welche die Fahigkeit
erlangen, die Substrate QN und/oder QD zu transportieren.

Die Aktivitidt der neuen Varianten wurde getestet, jedoch konnte in keinem Fall eine neu

gewonnene Aktivitét fiir QN oder dessen Isomers QD erreicht werden (Abbildung 3.15.).
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Abbildung 3.15.: Aktivitat der PFCRTE™ Varianten

Keine der auf PFCRT*"'''? basierenden Varianten konnte QN oder QD Aufnahme vermitteln. Die Aufnahme
von CQ war fiir die Varianten Ecul110, E1, E3, E4 und E6 im Vergleich zu PfCRT™ mit p < 0,01 signifikant
(student’s t-Test; ns = nicht signifikant).

Die PfCRT vermittelte CQ Aufnahme ist fiir die Ecul 110 Variante auf etwa 40 % der Dd2
Variante reduziert, E1 (Abbildung 3.15.) mit der Riickmutation S220A befindet sich auf
demselben Niveau wie PFCRT*"!''°, Diese Riickmutation hat also offenbar keinen Einfluss
auf die Transportaktivitit dieser PfCRT Variante. Die CQ Akkumulation durch die Varianten
E3, E4 und E6 mit verschiedenen Mutationen wird auf knapp 10 % der durch PECRT"* bzw.
auf 20 % - 25 % der durch PCRT"'''® vermittelten Aufnahme reduziert. Die Aufnahme
durch die Varianten E2, E5 und E7 hingegen, bei welchen D326 gegen das in PfCRT"®
vorkommende N ersetzt worden war, ist nicht signifikant, d. h. sie ist auf das Niveau der
PfCRT Variante des CQ sensitiven Stammes HB3 gesunken. Interessanterweise bleibt aber
eine zwar geringe aber im Vergleich zu PfCRT™ noch signifikante Restaktivitit im Falle
von E3 erhalten. Hier ist das D durch das S in PFCRTP® ersetzt worden. Offensichtlich spielt
D326 eine wichtige Rolle fiir die Funktionalitit des Proteins, kann aber durch den Austausch

D326S noch eine geringe Aktivitét beibehalten.
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Fiir die Ecul110 Varianten konnte der der jeweilige Quotient der Substrataufnahme nicht
ermittelt werden (QN/CQ, QD/CQ und QN/QD), da durch diese Varianten weder die

Akkumulation von QN noch QD vermittelt wurde.

Der entscheidende Unterschied zwischen den PECRT®®* und den PfCRT**!'''° Varianten liegt
in den Positionen 74, 75, 326 und 356 (174 E75 326N 3561 in GB4 und M74 N75 D326 356L
in Ecull10). Aus diesem Grund wurden chimdre PfCRT Varianten generiert, deren erste
Hilfte auf PfCRT"® und die zweite auf PECRT™"'''"’ basiert (und umgekehrt) und damit
Aufnahmestudien mit CQ, QN und QD durchgefiihrt.

3.4.3. Aufnahme von CQ, ON und QD durch chimare PfFCRT Varianten
Wie in Abschnitt 1.8. schon erwidhnt, wird PfCRT der “drug-metabolite-transporter
Superfamilie zugeordnet und weist die dafiir typische Pseudo-Symmetrie auf (Krishnamurthy
et al., 2009, Sanchez et al., 2010). Diese zeichnet sich dadurch aus, dass eine signifikante
Homologie zwischen den beiden Halften des Proteins, d.h. zwischen den
Transmembrandoméinen (TMD) 1 - 5 und 6 - 10, besteht (Martin & Kirk, 2004). Diese interne
Symmetrie ist in vielen, wenn nicht gar allen Transportern konserviert und bildet die
Grundlage fiir den Schleuse-Mechanismus und die Transport Zyklen (Krishnamurthy et al.,
2009). Die Spiegelachse liegt in den mutierten Aminosduren (Abbildung 3.16.) zwischen
Position 76 und 220.

Um zu untersuchen, inwieweit sich eine eventuelle Interaktion zwischen den beiden Hailften
von PfCRT auf die Transport-Aktivitdt des Proteins auswirkt, wurden chimére Varianten des
Transporters generiert, deren TMD 1 - 5 auf PfCRT?® und 6 - 10 auf PfCRT*"''' basierten
und umgekehrt. Durch gezielte Mutagenese wurden zusétzliche Mutationen in diese chimiren
PfCRT Varianten eingefithrt und so weitere Varianten hergestellt. Alle chimiren PfCRTs
wurden in Oozyten exprimiert, welche anschlieBend fiir Aufnahmestudien mit CQ, QN und
QD verwendet wurden. Die jeweilige Akkumulation der einzelnen Substrate durch die PfCRT

Varianten ist in Abbildung 3.16. dargestellt.
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Abbildung 3.16.: Aktivitat der chimdren PfCRT Varianten

Die im Labor generierten PfCRT Varianten ohne negativ geladene Aminoséure an Position 75 vermitteln fiir
keines der drei Substrate Aufnahme. Lediglich das natiirlich vorkommende PFCRT®!"''° vermittelt wenigstens
fiir CQ eine signifikante Aufnahme. Die Signifikanzen wurden mit dem student’s t-Test ermittelt. Alle nicht mit
ns (nicht signifikant) gekennzeichneten Varianten vermitteln im Vergleich zu PfCRT"® mit p<0,01
signifikante Substrat-Akkumulation.

Die chimdre PfCRT Variante C1 (Abbildung 3.16.), deren erste Hélfte auf Ecul110 und die
zweite auf Dd2 basiert, zeigt fiir keines der Substrate eine signifikante Aufnahme. Im
umgekehrten Fall C2 (erste Hélfte basiert auf Dd2 und die zweiten auf Ecul110) erreicht die
Aufnahme von CQ knapp das Niveau der natiirlich vorkommenden Variante PFCRT""!''°,
Die Aufnahme von QN und QD steigert sich sogar bis auf ~75 % von PfCRTP*. Die durch
C3 vermittelte CQ Aufnahme sinkt im Vergleich zu C2 nur geringfiigig ab, die Akkumulation
von QN und QD sogar um iiber die Hélfte. In C6 wurde E75 (negativ geladen) durch R
(positiv geladen) ersetzt, wodurch die Substrat-Akkumulation auf das Niveau von PfCRT"®’
gesenkt wurde. In C7 wurde diese Aminoséure durch C (kleinste Aminosdure) ersetzt, um
auch auf sterische Hinderung hin zu untersuchen. Auch hier ist keine signifikante Aufnahme

zu erkennen. C4 mit N75 vermittelt ebenfalls keine Substrat-Aufnahme. Die Aufnahme durch
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C5 mit D75 liegt auf etwa demselben Niveau wie die von C3 mit E75. In beiden Féllen ist
Aminoséure 75 negativ geladen.
Die Varianten ohne negativ geladene Aminosédure an Position 75 vermitteln fiir keines der

Substrate Akkumulation, auBer dem natiirlich vorkommenden PfCRT""!''?

, welches
wenigstens fir CQ Aufnahme vermittelt. C3 und C5 besitzen an dieser Position eine negativ
geladene Aminosdure und die dadurch vermittelte Akkumulation befindet sich fiir alle drei
Substrate in etwa auf demselben Stand. Die negative Ladung an dieser Position spielt also

offenbar eine wichtige Rolle fiir die Funktionalitdt des Transporters.

Um auch fiir die chimiren PfCRT Varianten eventuelle quantitative UnregelmaBigkeiten der
membranstindigen Expression zu normalisieren wurde erneut der jeweilige Quotient der
Substrataufnahme ermittelt (QN/CQ, QD/CQ und QN/QD) (Abbildung 3.17.). Wieder ist kein
stereospezifischer Effekte zwischen QN und QD sichtbar. Allerdings wird durch die
Varianten C2, C3 und C5 signifikant mehr QN und QD akkumuliert als CQ
(Abbildung 3.17.).

Aminosaureposition

PICRT in PfCRT
Variante

NS
Dd2 |
HB3 M
Eculll0 M
C1 M
Cc2 |
C3 M
C4 |
C5 |
C6 |
Cc7 |

wnnnv nn nn > nl220

O m oz mm=z=z z m|75
4 4 4 4 44 4 4 X 4|76

"."**

012345 012345 012345

QN/CQ QD/CQ QN/QD
Quotient der PfCRT vermittelten Aufnahme

Abbildung 3.17.: Akkumulation von CQ, QN und QD durch die chimaren PfCRT Varianten im
Verhéltnis zueinander

Normalisierung der Substrataufnahme um mdgliche Unterschiede in der membranstindigen Expression der
PfCRT Varianten auszugleichen. Die Varianten G8 und G9 akkumulieren signifikant mehr QN und QD als CQ.
(*=p <0,05, ** =p <0,01, nicht gekennzeichnete Varianten = nicht signifikannt)

78



Ergebnisse

3.4.4. PfCRT™™ interagiert nicht mit QN

Das in Parasiten aus Siidamerika natiirlich vorkommende PfCRT"!!!

vermittelt unter den
angewendeten Versuchskonditionen in X. laevis Oozyten keine Aufnahme von QN und QD.

Ebenso wenig tun dies die auf der Grundlage von PfCRT**!'"°

generierten Varianten E1 - E7
(Abbildung 3.15.). Dies wirft die Frage auf, ob diese auf PFCRT "' basierenden Varianten
tiberhaupt mit den Substraten interagieren. Werden die Substrate nur nicht transportiert oder
binden sie erst gar nicht in der entsprechenden Bindetasche? Oder ist aufgrund der
Konfiguration der Mutationen eventuell die Bindetasche nicht mehr funktionell?

Um diese Fragestellung anzugehen, wurden die drei PfCRT Varianten Dd2, Ecul110 und die
aus diesen beiden zusammengesetzte chimdre Variante C2 (Abbildung 3.16.) in Oozyten
exprimiert und fiir Aufnahmestudien verwendet. In dieser Untersuchung wurde die
akkumulierte Menge CQ in den PfCRT exprimierenden Oozyten und in Kontrolloozyten (mit
H,O injiziert) gemessen und aus der daraus resultierenden Differenz die PfCRT vermittelte
Akkumulation kalkuliert. In den vorigen Versuchen ist gezeigt worden, dass QN die
PfCRTP* vermittelte Aufnahme von CQ inhibiert (Abbildung 3.4.). Deshalb wurden acht
verschiedene Aufnahmepuffer angesetzt (pH 6,0). In diesen wurde eine CQ-Konzentration
von 50 uM mit 8 verschiedenen QN-Konzentrationen kombiniert (0 uM - 600 uM). Dadurch
sollte liberpriift werden, ob QN mit den verschiedenen PfCRT Varianten interagiert. Im Falle
von Dd2 ist dies schon gezeigt worden (Abbildung 3.4.) und wurde daher als Positivkontrolle
verwendet.

Die Variante PfCRT® vermittelt QN Akkumulation (Abbildung 3.16.) und sinnigerweise
wird die Aufnahme von CQ durch QN gehemmt (Abbildung 3.18.). Die Aufnahme von CQ
durch PFCRT*"!'''® hingegen wird nicht durch QN inhibiert und spricht deshalb zusammen
mit den Ergebnissen aus Abbildung 3.15. dafiir, dass unter den beschriebenen
Versuchskonditionen (pH des Aufnahmepuffers: 6,0, Inkubationsdauer: 60 Minuten,
Inkubationstemperatur: 25°C) keinerlei Interaktion zwischen dieser PfCRT Variante und QN

stattfindet.
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Abbildung 3.18.: Interaktion der PFCRT Varianten Ecu1110 und C2 mit QN
PFCRT™'!® vermittelt keine QN Akkumulation und ebenso wenig hemmt QN die dadurch vermittelte
Aufnahme von CQ.

Es konnte also gezeigt werden, dass PECRT"*'''? nicht mit QN interagiert. Wahrscheinlich ist
fiir die Interaktion die erste Hélfte des Transporters wichtig, was die Ergebnisse der chiméren
PfCRT Varianten, insbesondere PfCRT“?, vermuten lassen (Abbildung3.16. und
Abbildung 3.18.). Um allerdings ein Gesamtverstidndnis fiir den Transportmechanismus von
PfCRT zu gewinnen, miissen die bis hierhin gezeigten Ergebnisse als Gesamtsystem
betrachtet werden. Auf diese Weise konnen Zusammenhinge zwischen Mutationen und
Transportaktivitdt besser herauskristallisiert werden. Im folgenden Abschnitt soll ein solcher

Gesamtiiberblick gewéhrt werden, um eben diese Zusammenhénge besser zu verstehen.

3.4.5. Gesamtuberblick tber die Auswirkung von Mutationen in PfCRT

Die Transportaktivitit der jeweiligen PfCRT Varianten filir die untersuchten Substrate CQ,
QN und QD sind nur im Zusammenhang mit den ihnen zugrundeliegenden natiirlich
vorkommenden PfCRTs betrachtet worden. Beispielsweise wurden auf PECRT“®* basierend

verschiedene Varianten des Transporters generiert (Abbildung 3.13.) und die dadurch jeweils
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vermittelte Substratakkumulation miteinander verglichen. Ebenso wurde dies fiir die auf
PfCRT™'''®  basierenden (Abbildung 3.15.) und die chimidren PfCRT Varianten
(Abbildung 3.16.) durchgefiihrt. In diesem Abschnitt soll ein Gesamtiiberblick iiber den
Zusammenhang von Mutationen in PfCRT und die daraus resultierenden Veranderungen in
dessen Transportaktivitit wiedergeben. In Abbildung 3.19. wird dies schematisch fiir die
PfCRT vermittelte Akkumulation von QN veranschaulicht. Rote Pfeile zeigen hierbei eine
Steigerung der Aktivitit ausgehend von der Aminosdure der Wildtyp Variante PRCRT™®* hin

Dd2

zu der mutierten Form in PfCRT . Blaue Pfeile hingegen zeigen einen Abfall der Aktivitit

ebenfalls ausgehend von der Aminosiure in PFCRT™ hin zu der mutierten in PFCRTP®,
Einzige Ausnahme ist die Variante mit einer Aktivitdt von 70 % an zweiter Stelle von links,
welche der Variante PFCRT entspricht (Abbildung 3.16.). Hier geht der Pfeil von der in
PfCRTP* vorkommenden Glutaminsiure an Position 75 (E75) aus zu der an dieser Position
nicht natiirlich vorkommenden Asparaginsidure (D75) hin. Da diese beiden Aminosduren eine
negative Ladung besitzen, zielte das Einfithren dieser Mutation (E75D) darauf ab, die
Bedeutung der Ladung an dieser Position zu untersuchen (dazu wurde Glutaminsdure auch
durch das positiv geladene Arginin (R) ersetzt (Abbildung 3.16., C6)). Gestrichelte Pfeile (rot
bzw. blau) zeigen den Anstieg bzw. Abfall der Aktivitit, wenn zwei Aminosduren
gleichzeitig von der HB3 Variante zu der Dd2 Variante mutiert werden. Erstaunlich ist die
PfCRT Variante, welche iiber die hochste Aktivitdt verfiigt (200 %), obwohl sie nur vier
Mutationen besitzt (Abbildung 3.13., G9)). Die mdglichen Hintergriinde hierfiir und fiir die
Aktivitiats-Unterschiede der andern Varianten untereinender sollen aber nicht an dieser Stelle,
sondern im folgenden Kapitel (4. Diskussion) neben allen anderen Ergebnissen ausfiihrlich
diskutiert werden. In Abbildung 3.19. sind nicht alle PfCRT Varianten, bei welchen die
Aktivitit auf 0 % gesunken war, aufgefiihrt. Zum einen wiirde dies die Ubersichtlichkeit der
Darstellung beeintrdchtigen und zum anderen wére dies nicht sehr sinnvoll, da beispielsweise
alle auf PfCRT"“''° basierenden Varianten keine Aktivitit fir QN gezeigt haben
(Abbildung 3.15.). Auch das Miteinbeziehen der PfCRT Dd2""** Varianten (Abbildung 3.9.)
in die Graphik wire nicht sinnvoll bzw. zweckmiBig. Die Aktivitdt der aufgefiihrten PfCRT
Varianten zeigt fiir QN und QD keine wesentlichen Unterschiede (sieche hierzu auch

Abbildung 3.13 und 3.16.).
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Abbildung 3.19.: Gesamtiberblick (ber den Einfluss von Mutationen in PfCRT auf dessen
Akkumulationsaktivitat fir QN

Zusammenspiel von Mutationen in PCRT und der Verdnderung in dessen Transportaktivitit fiir QN. Die Werte
fiir QD unterscheiden sich nicht grundlegend von denen fiir QN. Rote Pfeile symbolisieren einen Anstieg, blaue
Pfeile einen Abfall der Aktivitit. Gestrichelte Pfeile deuten auf die mit zwei Mutationen gleichzeitig
einhergehende Verdnderung der Aktivitdt hin. Die natiirlich vorkommenden PfCRT Varianten in den
P. falciparum Stammen GB4 (bei 120 %), Dd2 (bei 100 %) und Ecul 110 (0 %) sind durch eine fette Umrandung
gekennzeichnet.

Die Graphik (Abbildung 3.19.) soll in erster Linie einen Uberblick dariiber geben, in welche
Richtung die einzelnen Mutationen die Aktivitdt verdndern. Allerdings ist hier zu beachten,
dass durch die eingefiihrten Mutationen die Expressionseffizienz verandert werden kann, was
ebenfalls zu Aktivititsunterschieden der einzelnen Varianten fiihren kann. In manchen Fillen
bewirken Mutationen eine verhdltnisméBig geringfiigige Verdnderung (von 10 % auf 30 %
oder von 120 % auf 100 %). Es gibt aber auch Mutationen, welche Unterschiede von mehr als
100 % bewirken und somit einen erheblichen Einfluss auf die Transportaktivitit des

Transporters hat. Die prozentualen Werte fiir die Aktivitdt sind gerundet.
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3.5.  Nachweis der Expression von PfCRT in Oozyten

In Abschnitt 3.1. wurde am Beispiel von CQ gezeigt, dass die Akkumulation von selbigem
auf den PfCRT vermittelten Transport zuriickzufiihren ist. Zunédchst wurde mit Oozyten von
X. laevis die Aufnahme von CQ, QN und QD gemessen, um das Expressionssystem als
solches und die eigene Handhabung des Systems zu validieren (Abbildung 3.2. A).
AnschlieBend wurde die Expression mittels Western Blot qualitativ nachgewiesen
(Abbildung 3.2. B) und Inhibierungsversuche mit VP durchgefiihrt (Abbildung 3.3.). Die
Ergebnisse zeigen, dass die Aufnahme von CQ durch PfCRT vermittelt wird. Wie aber
verhdlt es sich fiir andere PfCRT Varianten? Um zu zeigen, dass auch diese exprimiert
wurden — vor allem diejenigen, bei welchen keine Aufnahme zu sehen war — wurde hierfiir
ebenfalls die Expression mittels Western Blot qualitativ nachgewiesen. Dazu wurden
Oozytenlysate wie in Abschnitt 2.2.3.1. beschrieben hergestellt. Es wurden die jeweilige
PfCRT Variante exprimierende Oozyten und Kontrolloozyten (mit H,O injizierte
Negativkontrollen) verwendet. Von den Lysaten wurden jeweils 10 puL fiir die SDS-PAGE
aufgetragen und anschliefend auf eine PVDF Membran transferiert. Die Detektion der
Proteine wurde mittels anti-PfCRT Antikorper durchgefiihrt. Die Expression einer Auswahl
von PfCRT Varianten, sowohl von solchen, welche Substratakkumulation vermitteln, als auch
von Varianten, die keine Akkumulation vermitteln ist in Abbildung 3.20. dargestellt. Zur
Kontrolle des Ladevolumens wurden dieselben Membranen, worauf die jeweiligen PfCRT
Varianten nachgewiesen worden waren, vom dafiir verwendeten anti-PfCRT Antikdrper
befreit (Abschnitt 2.2.3.5.) und im Anschluss darauf mit einem anti-Tubulin Antikorper
behandelt. So kann das Expressionsvolumen des jeweils nachzuweisenden Proteins
abgeschitzt werden. Dennoch ist dies kein verldsslicher quantitativer Nachweis, da die
Signalintensitét flir dasselbe Protein innerhalb verschiedener Western Blots in Relation zum
Tubulin-Signal zu sehr variierte. Es bleibt ein qualitativer Nachweis, welcher zeigt, dass das
Protein iiberhaupt exprimiert wird. Somit bleibt eine verldssliche Korrelation der
Expressionsdichte mit der Transportaktivitit der jeweiligen PfCRT Variante aus. Eine
Normalisierung zum Ausgleich von eventuellen quantitativen UnregelméBigkeiten in der
membranstidndigen Expression der verschiedenen PfCRT Varianten wurde aber fiir die
PfCRT Dd2"®*  Varianten vorgenommen, indem die jeweiligen Werte fiir die
Substrataufnahme auch als Quotient des einen Substrates gegen das jeweils andere aufgezeigt

wurden (Abbildung 3.10.).
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Abbildung 3.20.: Expression verschiedener PFCRT Varianten

Fiir die SDS-PAGE wurden je Oozytenlysat 10 uL aufgetragen. Die Proteine wurden anschlieBend auf eine
Membran aus Polyvinyldifluorid (PVDF) transferiert und mit anti-PfCRT Antikdrper behandelt. Zur
Ladekontrolle wurde anti-Tubulin verwendet (— = Negativkontrolle).

PfCRT besitzt ein Molekulargewicht von 45 kDa. Auf der mit anti-PfCRT Antikorper
behandelten Membran waren Banden erkennbar, welche alle zwischen der 36 kDa und
55 kDa Markierung liegen (Abbildung 3.20.). Da alle Banden auf derselben Hohe lagen und
keine weiteren Banden zu sehen waren, kann die Expression der jeweiligen PfCRT Variante
als nachgewiesen betrachtet werden. Die Kontrolloozyten zeigten nach der Behandlung mit
anti-PfCRT Antikorper kein Signal.

Eine andere Bande war auf der jeweils selben Membran erkennbar, nachdem der anti-PfCRT
Antikorper abgewaschen und die Membran mit einem anti-Tubulin Antikdrper behandelt
worden war. Diese Bande liegt bei 55 kDa (Abbildung 3.20.). Tubulin wird in Oozyten
konstitutiv exprimiert und zeigt deshalb erwartungsgemidfl auch ein Signal bei

Kontrolloozyten. Auch hier waren die Signale sehr spezifisch.
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4. Diskussion

Die zentrale Fragestellung der vorliegenden Arbeit zielte darauf ab, die Mechanismen zu
verstehen, welche dem durch PfCRT vermittelten Transport der untersuchten Substrate
zugrunde liegen. Die erste Frage, die hierbei angegangen wurde, zielte auf die
Substratbindetaschen fir CQ und QN in PfCRT* ab. Nachdem die Versuche dazu
(Abbildung 3.4. — 3.8.) gezeigt haben, dass die Substrate an unterschiedliche Bindetaschen
binden, widmete sich die Arbeit der genaueren Untersuchung derselben. Durch gezielte
Mutagenese wurden verschiedene Varianten des Transporters generiert und die mit den
Mutationen einhergehenden Verénderungen in der Transportaktivitit gepriift. Zundchst wurde
dies fiir die — wie in dieser Arbeit schon mehrmals erwéhnt — wichtigen Aminoséureposition
76 durchgefiihrt, indem das an dieser Position in PfCRT"® befindliche Threonin (T)
sukzessive durch die 19 restlichen proteinogenen Aminosduren ersetzt wurde und die daraus
resultierenden Aktivitdtsunterschiede analysiert wurden. Im Anschluss darauf wurde die
Bedeutung der restlichen 7 Positionen, welche in PfCRT’® im Vergleich zu PfCRT"®?
mutiert sind, ebenfalls durch gezielte Mutagenese untersucht. Auf diese Weise wurden fiir
bestimmte Aminosduren Riickschliisse gezogen. Zum einen auf die Funktion dieser
Aminosduren fiir den Transport und zum anderen als Bestandteil der Substratbindetaschen

und deren Interaktion mit den jeweiligen Substraten.

4.1. Bindemechanismus von PfCRT fiur CQ und QN

Die Analyse und Auswertung der Kompetitionsversuche, in welchen die
konzentrationsabhdngige CQ Aufnahme in Anwesenheit von QN und umgekehrt auch die QN
Aufnahme in Anwesenheit von CQ gemessen wurde deuten darauf hin, dass beide Substrate
sich gegenseitig im Rahmen einer partiell gemischten Inhibierung beziiglich des Transportes
durch PfCRT hemmen. Die Affinitit des Substrates fiir den freien Transporter ist hoher als
die zum Transporter-Inhibitor-Komplex, wobei Inhibitor hierbei fiir das jeweils
konkurrierende Substrat steht. Dies kommt dadurch zum Ausdruck, dass der jeweilige
Km-Wert mit zunehmender Konzentration des konkurrierenden Substrates hyperbolisch
zunimmt (Abbildung 3.4. bzw. Abbildung 3.6.). Der Schnittpunkt im 3. Quadranten (unten
links) in den entsprechenden Lineweaver-Burk Darstellungen (Abbildung 3.5. bzw.

Abbildung 3.7.) deutet auf die zufillige und voneinander unabhéngige Bindung der Substrate
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CQ und QN an den unterschiedliche Bindetaschen im Transporter hin (Stein, 1986). Doch
was sind die mechanistischen Grundlagen hierfiir?

Die Interaktion zwischen den Substraten und PfCRT erscheint relativ komplex. Bei einer
partiell (hyperbolisch) gemischten Inhibierung kann der Inhibitor sowohl an das freie Enzym
als auch an das Enzym-Substrat-Komplex binden, hat jedoch, eine hohere Affinitdt fiir den
einen oder anderen Zustand. Demnach kann dieser Inhibierungs-Mechanismus als eine
Mischung aus kompetetiver Inhibierung (Inhibitor kann nur an freies Enzym binden) und
unkompetetiver Inhibierung (Inhibitor kann nur an Enzym-Substrat-Komplex binden)
angeschen werden (Baker et al.,, 2007, Bisswanger, 2008). AuBerdem behélt der
Enzym-Substrat-Komplex eine geringe katalytische Aktivitdt bei, so dass der Inhibitor selbst
bei Séttigung die Aktivitit des Enzyms nicht vollstindig unterbinden kann. Diese fiir Enzyme
geltenden kinetischen GesetzmiBigkeiten werden hier auf den Transporter angewendet.

Die Ergebnisse in dieser Arbeit lassen auf eine partiell gemischte Inhibierung schlieBen,
wobei das eine Substrat (CQ bzw. QN) jeweils als Inhibitor des anderen Substrates (QN bzw.
CQ) fungiert. Im allgemeinen Transportmechanismus einer partiell gemischten Inhibierung
(Abbildung 4.1.) ist der Inhibitor tatsdchlich ein Inhibitor, der vom Enzym nicht umgesetzt
wird (Segel, 1993).

Ks Kea
E + S ES ———— E+P
+ +
| |
Ki aKi
aKS ,Bkcat
ElI+S ES| ——— EI+P

Abbildung 4.1.: Allgemeiner Mechanismus der partiell (hyperbolisch) gemischten Inhibierung

Die Geschwindigkeitskonstante Kqq bestimmt die Umsetzung des Enzym-Substrat-Komplexes zu Enzym und
Produkt. B ist der Faktor, um welchen die Umsetzungseffizienz durch die Bindung des Inhibitors herabgesetzt
wird B Kear. Ks bzw. K; sind die Dissoziationskonstanten des Substrates bzw. Inhibitors, welche die Affinitat fir
das Enzym beschreiben. o ist der Faktor, um welchen diese Konstanten verdndert werden (ao=1 — kein
Einfluss auf Affinitdt, o <1 — Herabsetzung der Konstanten, d. h. Steigerung der Affinitdt, o > 1 — Erhohung
der Konstanten, d. h. Herabsetzung der Affinitit)
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Im vorliegenden Fall jedoch gibt es einen entscheidenden Unterschied. Beide Substrate
werden umgesetzt, d. h. in diesem Fall werden sowohl CQ als auch QN von der cis-Seite der
Oozyte auf die trans-Seite, also vom Aufnahmepuffer ins in die Oozyte transportiert. Es gibt
somit keinen tatsdchlichen Inhibitor, welcher nur als solcher wirkt. Wie schon erwdhnt erfolgt
die Bindung der beiden Substrate an den Transporter zufdllig und unabhingig voneinander,
worauf die jeweilige Lineweaver-Burke Darstellung hindeutet, in welcher sich die Geraden
im dritten Quadranten (unten links) schneiden (Abbilung 3.5. A und 3.7. A) (Stein, 1986).
Auch der hyperbolische Anstieg der Steigungen der Geraden (Abbilung 3.5. B und 3.7. B) ist
ein klares Indiz fiir eine partiell gemischte Inhibierung (Baker et al., 2007, Bisswanger, 2008).
Da also beide Substrate unabhédngig voneinander umgesetzt werden konnen, muss der hier
geltende Transportmechanismus — basierend auf dem allgemeinen Mechanismus der partiell

gemischten Inhibierung — angepasst werden (Abbildung 4.2.).

cQ

s K cu
Ta + CQa — TaCQa > Ti + CQi
+ +

QNa QNa

(;N a K(;N
Ky K
TaQNa + CQq TaQNaCQ4 QN—kQN> Ti+ QN; + CQ;
cat
ON
Ti+ QN

Abbildung 4.2.: Transportmechanismus fur CQ und QN durch PfCRT basierend auf den allgemeinen
Mechanismus der partiell gemischten Inhibierung

Der entscheidende Unterschied zum allgemeinen Mechanismus (Abbildung 4.1.) ist, dass hier beide Substrate
umgesetzt werden (T = Transporter, also PfCRT, Kgs=jeweilige Dissoziationskonstante fir CQ bzw. QN,
Keat = jeweilige Geschwindigkeitskonstante fiir CQ bzw. QN, o = Dissoziationskonstanten beeinfussender
Faktor, B = Geschwindigkeitskonstanten beeinflussender Faktor, tiefgestelltes a = aulen, d. h. auflerhalb der
Oozyte, tiefgestelltes i = innen, d. h. innerhalb der Oozyte). Da Ky fiir CQ und QN unterschiedlich sind und der
Komplex T QN CQ zu T + QN + CQ umgesetzt wird, resultieren daraus zwei unterschiedliche B-Werte.
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Prinzipiell ist der angepasste Transportmechanismus (Abbildung 4.2.) der gleiche wie der
allgemeine Mechanismus der partiell gemischten Inhibierung (Abbildung 4.1.). Jedoch zieht
die Umsetzung beider Substrate unterschiedliche Kca fiir CQ und QN nach sich. Da nun der
Transporter-QN-CQ Komplexes aus zwei verschiedenen Richtungen zustande kommt
(Transporter-QN Komplex bindet CQ oder Transporter-CQ Komplex bindet QN), hat dies zur
Folge, dass bei der Umsetzung des Transporter-QN-CQ Komplexes zwei unterschiedliche
B-Werte resultieren (Abbildung 4.2.), so dass der P kea fiir beide Fille gleich ist. Alle
kinetischen Parameter wurden empirisch oder durch SigmaPlot 11.0" bzw. SigmaPlot 12°
ermittelt. Die empirisch ermittelten Werte konnten auBerdem durch durch SigmaPlot 11.0°
bzw. SigmaPlot 12 gestiitzt werden. Tabelle 4.1. listet alle Parameter auf, wobei zu beachten
ist, dass der Kca-Wert der Quotient aus Vy, und der Konzentration des
Transporter-Substrat-Komplexes ([TS]) ist (Kcat = (Vmax/[TS])). Wenn das Substrat saturiert
ist, wie es bei der Ermittlung der Michaelis-Menten Kurven der Fall war (Abbildung 3.4. und
Abbildung 3.6.), ist jedes PfCRT Molekiill mit Substrat gebunden, liegt also als
Transporter-Substrat-Komplex vor. Aus diesem Grund kann [TS] fiir beide Richtungen (CQ
als Substrat und QN als konkurrierendes Substrat und umgekehrt) als gleich angenommen
werden kann. Da [TS] jedoch nicht experimentell determiniert werden konnte, kann dieser
Wert vernachldssigt werden, ohne die Interpretation der Ergebnisse grundsétzlich zu

beeinflussen.

Tabelle 4.1.: Kinetische Parameter des Transportmechanismus von PfCRT (Abbildung 4.2.)

Die Parameter wurden empirisch oder mathematisch durch SigmaPlot 11.0” bzw. SigmaPlot 12 ermittelt. Die
empirisch ermittelten Werte konnten auch durch SigmaPlot 11.0° bzw. SigmaPlot 12° gestiitzt werden. Die
Berechnung der einzelnen Parameter erfolgte auf der Grundlage der Gleichung fiir die partiell gemischte
Inhibierung (siche Abschnitt 3.2.2., Seite 65)

Parameter Wert
CQ ON
Ks (UM) 187,05 + 25,32 21,92 £ 3,52
K (UM) 20,00 + 4,04 265,78 £ 74,57
Vmax (pmol/Oozyte/h) 34,36 + 1,88 9,22 + 0,55
a 3,87 £1,95 3,28 + 1,66
B 0,10 + 0,05 0,35+0,11
a Kg (UM) 724,72 +£378,09 71,82+ 38,11
B Vimax (pmol/Oozyte/h) 3,27 +1,85 3,27 £ 0,99

Der Konzentrationsanstieg des jeweils konkurrierenden Substrates setzt die Transporteffizienz

des Transporters fiir das eigentliche Substrat bis auf den Grenzwert B V,ax herab, behélt also
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selbst bei Saturierung mit dem konkurrierenden Substrat eine restliche Minimalaktivitit bei.
Da a die Ks-Werte aus verschiedenen Richtungen hin zum selben Transporter-QN-CQ
Komplex beeinflusst, hat es sinnigerweise fiir beide Richtungen den gleichen Wert. Fiir 3
miissen, wie oben schon bemerkt, zwei unterschiedliche Werte resultieren, da diese mit dem
jeweils entsprechenden Vi.,-Wert mutipliziert den gleichen Wert ergeben miissen
(Tabelle 4.1.), da die Reaktion aus einer Richtung kommt und in eine Richtung geht, d. h. ein
Transporter-QN-CQ Komplex wird in freien Transporter + QN + CQ umgesetzt
(Abbildung 4.2.). Die auf Grundlage der Gleichung fiir die partiell gemischte Inhibierung
(siche Abschnitt 3.2.2., Seite 65) errechneten Werte (Tabelle 4.1.) stimmen mit den aus den
entsprechenden Schaubildern (Abbildung 3.4. und 3.6.) iiberein, was den postulierten
Inhibierungs-Typ untermauert. Des Weiteren sei an dieser Stelle noch erwéhnt, dass die Ks-
und die K;-Werte Werte iiber Kreutz iibereinstimmen, d. h. der Ks-Wert von CQ entspricht
logischerweise dem Ki-Wert von QN und umgekehrt, da die beiden Substrate gegenseitig als

Inhibitor agieren.

Alle diese Beobachtungen zeigen, dass PFCRTP® den Transport beider Substrate vermitteln
kann und deuten mit den aufgezeigten kinetischen Parametern (Tabelle 4.1.) einer partiell
gemischten Inhibierung (Abbildungen 3.4. —3.8., 4.1. und 4.2.) auf ein Transportsystem mit
unterschiedlichen Bindedominen fiir CQ und QN hin. Durch Bindung des jeweils
konkurrierenden Substrates wird die Affinitdt fiir das eigentliche Substrat herabgesetzt,
wahrscheinlich durch einen allosterischen Effekt.

Die im Rahmen dieser Arbeit systematisch durchgefiihrte Mutagenese an PfCRT, bei welcher
der Focus zunéchst auf der wichtigen Aminosdure 76 lag und anschliefend die restlichen
sieben schon erwihnten Positionen untersucht wurden, konnte einen Einblick in die

Beschaffenheit dieser Bindedoménen liefern.

4.2. Bedeutung der mutierten Aminosauren fir Bindung und
Transport der Substrate

4.2.1. Bedeutung der Aminosaure 76
Nachdem PfCRT als Hauptdeterminante der CQ-Resistenz identifiziert worden war (Fidock et
al., 2000), sind eine Vielzahl von Untersuchungen an diesem Protein durchgefiihrt worden.

Diese Untersuchungen haben unter Anderem zutage gebracht, dass verschiedene Mutationen
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im Protein eine Rolle fiir die CQ-Resistenz spielen (Fidock et al., 2000). Vor allem der
Aminosdure an Position 76 kommt hierbei eine entscheidende Rolle zu (Lakshmanan et al.,
2005).

In natiirlich vorkommenden P. falciparum Stdmmen ist das in CQ sensitiven Stimmen an
Position 76 befindliche Lysin (K76) in den meisten Fillen durch ein Threonin ersetzt (K76T)
(Chen et al., 2003, Mita et al., 2003). Es gibt aber natiirlich vorkommende resistente Staimme,
bei welchen jeweils die Mutationen K76N (in Indonesien) (Huaman et al., 2004) oder K76A
(in Thailand) (Chaijaroenkul et al., 2011) vorkommt. AuBerdem wurden in den
Parasitenstamm 106/1 unter Selektionsdruck durch CQ die Mutationen K76N und K761
eingefiihrt, welche 8- bis 12-fach hohere CQ ICsp-Werte bewirkten und somit auf dem Niveau
der CQ resistenten Linie FCB waren (Cooper et al., 2002). Diese Beobachtungen festigen den
Verdacht, das aus Substitutionen von K76 durch ungeladene Aminoséuren eine CQ-Resistenz
in Parasiten resultiert (Chaijaroenkul et al., 2011, Cooper et al., 2002). AuBerdem hat dies zu
den mit X. laevis Oozyten durchgefiihrten Versuchen in dieser Arbeit inspiriert, worin das
T76 in PCRTP® sukzessive durch die restlichen 19 proteinogenen Aminosduren ersetzt
wurde (T76X) und die damit einhergehende Akkumulation von CQ und auflerdem QN und
QD gemessen wurde.

In diesem Versuchsansatz konnte T76 durch fast jede andere Aminosdure ersetzt werden,
ohne seine Transportfihigkeit fiir CQ, QN und QD einzubiilen. Lediglich die Substitution
durch eine positiv geladene Aminosdure (Histidin (H), Arginin (R) oder Lysin (K)) brachte
die durch die entsprechende PfCRT Variante vermittelte Substrataufnahme auf das Niveau
von PfCRTHB3, der Variante des CQ sensitiven Stammes. Dies bestdtigt den Verdacht, dass
die positive Ladung an Position 76 den Transport der protonierten und damit positiv
geladenen Substrate unterbindet. Wahrscheinlich bindet das Substrat aufgrund der
AbstoBungskréfte nicht an den Transporter, was eine Interaktion zwischen Substrat und
Transporter unmdglich macht. Zusammen mit der Identifizierung von PfCRT als
Hauptdeterminante der CQ-Resistenz (Fidock et al., 2000), untermauern diese Daten die
Vermutung, dass der Verlust der positiven Ladung eine zentrale Rolle fiir die CQ-Resistenz
spielt. Es konnte auch filir Transporter in anderen eukaryotischen Organismen nachgewiesen
werden, dass durch Mutationen bewirkte Ladungsverdnderungen innerhalb oder in der Néhe
einer Transmembrandomine groBen Einfluss auf die FEigenschaften des jeweiligen
Transporters haben (Egner et al., 2000, Pajor et al., 2000). Allerdings reicht die Mutation
K76T allein nicht aus, um den Transport von CQ zu vermitteln (Dave, 2011, Lakshmanan et

al., 2005). Der Austausch durch Prolin (P) setzt ebenfalls die Transportfahigkeit von PfCRT
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fir CQ, QN und QD auBler Kraft. In diesem Fall ist es aber wahrscheinlicher, dass die
cyclische Form der Seitenkette des Prolins (— ,,Helixbrecher®) dafiir verantwortlich ist,
wodurch eine unkorrekte Faltung des Proteins erreicht wird und schwerwiegende Folgen fiir
die Funktionalitit von PfCRT nach sich zieht.

In einer Studie von Cooper und Kollegen konnte beobachtet werden, dass die Mutation K76l
innerhalb der Parasitenlinie 106/1 die Sensitivitét fiir QN erhohte und gleichzeitig die fiir QD
herabsetzte, was auf einen stereospezifischer Effekt hindeutet (Cooper et al., 2002). Analog
dazu diirfte durch PFCRT Dd2"®" in Oozyten keine QN Akkumulation vermittelt werden,
sondern nur flir dessen Enantiomer QD. Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse zeigen

jedoch im Vergleich zur Kontrolle PfCRT"®?

eine signifikant hohere Akkumulation fiir beide
Substrate (Abbildung 3.9.). Der entscheidende Unterschied zwischen den von Cooper und
Kollegen und den in dieser Arbeit durchgefiihrten Studien allerdings ist, dass das in Oozyten
exprimierte Protein isoliert untersucht werden kann. In Untersuchungen innerhalb von
Zellkulturen ist aber eine Vielzahl von Faktoren nicht kalkulierbar. Womdglich hat K761
Auswirkungen auf die Interaktion von PfCRT mit anderen Faktoren im Parasiten, was zu dem
oben genannten stereospezifischen Effekt fiihrt. Es konnte aber fiir die Mutationen T76N und
T76C ein solcher stereospezifischer Effekt beobachtet werden, wobei in beiden Féllen eine
signifikant hohere Akkumulation von QN vermittelt wurde (Abbildung 3.10.). Asparagin (N)
und Cystein (C) sind beide ungeladen, polar und aliphatisch und auch beziiglich ihrer Masse
sind sie nicht sehr unterschiedlich. Der einzige grundlegende Unterschied liegt in deren
Hydrophobizititsindex (-3,5 fiir Asparagin und 2,5 fiir Cystein — je hydrophober die
Aminosdure, desto hoher der Wert), wobei Cystein hydrophober ist als Asparagin (Kyte &
Doolittle, 1982). Worin genau aber die biochemischen und molekularen Hintergriinde dafiir
liegen, bleibt in dieser Arbeit ungeklart.

Weitere Einblicke in die Bedeutung der Position 76 lieferten Untersuchungen zur
Transportkinetik von PfCRT Dd2""®*. Dabei wurde T76 durch die Aminoséuren Isoleucin (I,
unpolar), Asparaginsdure (D, negativ geladen), Serin (S) und Asparagin (N) (beide ungeladen
polar) und Tryptophan (W, unpolar aromatisch) ausgetauscht und somit ein weites Spektrum
an Aminosdure-Charakteristika abgedeckt. Die mit der jeweiligen T76X Mutation
einhergehenden  Verdnderungen der kinetischen  Parameter wurden innerhalb
konzentrationsabhédngiger Aufnahmestudien beobachtet. Es konnte kein Unterschied in den
entsprechenden K,-Werten festgestellt werden (Abbildung 3.11. und 3.12.), diese Position

wirkt sich also nicht auf die Affinitidt des Transporters fiir CQ aus. Die Transporteffizienz
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hingegen wurde durch T76X in mehr oder weniger starkem Ausmal} beeinflusst, was durch
die Veranderungen in den Vp,-Werten zum Ausdruck kommt (Abbildung 3.11.).

Die Beobachtungen, dass T76 durch fast alle anderen Aminosduren ersetzt werden kann, ohne
die Aktivitdt des Transporters grundsétzlich zu beeintrachtigen und dessen Affinitét fiir CQ zu
beeinflussen, deuten gemeinsam darauf hin, dass diese Position nicht Teil der
Substratbindetasche ist. Vielmehr scheint der Sinn der in den meisten resistenten Stimmen
vorkommenden Substitution K76T darin zu liegen, die positive Ladung zu entfernen, welche
andernfalls durch elektrostatische AbstoBung das eintreten von positiv geladenen Substraten
in die Bindetasche verhindern wiirde.

Warum konnte aber in der Natur bisher in den meisten Fillen nur K76T (Chen et al., 2003,
Mita et al., 2003) und vereinzelt auch K76N (Huaman et al., 2004) und K76A (Chaijaroenkul
et al., 2011) beobachtet werden und in Laborstimmen unter Selektionsdruck durch CQ K76N
und K761 eingefiihrt werden (Cooper et al., 2002)? Der Grund hierfiir kann zum einen die
Wahrscheinlichkeit sein, denn nur fiir die Substitutionen durch Glutaminsdure (E), Glutamin
(Q), Asparagin (N), Threonin (T) und Isoleucin (I) reicht nur eine Punktmutation aus, um aus
K76 (Codon AAA in PfCRT"®?) die entsprechende Substitution zu generieren. Es kommt
aber auch Alanin (K76A) in der Natur vor (Chaijaroenkul et al., 2011), wofiir zwei
Punktmutationen notwendig sind. Im Gegensatz dazu konnten aber diverse, durch nur eine
Punktmutation bewirkte Substitutionen noch nicht in der Natur beobachtet werden. Auch
unter Laborbedingungen konnte K76 in Parasiten nicht durch jede beliebige Aminosdure
ersetzt werden (Cooper et al., 2002). Dies legt eine zweite Begriindung fiir das Vorkommen
von nur einigen Substitutionen nahe. Verschiedene Aminosduren an Position 76 wirken sich
wahrscheinlich unterschiedlich auf die physiologischen Eigenschaften von PfCRT aus und
damit wahrscheinlich auch auf Uberlebensfihigkeit der Parasiten.

Zusammenfassend lidsst sich festhalten, dass Aminosdure 76 offensichtlich nicht Teil der
Substratbindetasche ist aber eine entscheidende Rolle fiir den Eintritt des positiv geladenen

Substrates in selbige spielt.

4.2.2. Bedeutung der tbrigen sieben mutierten Aminosauren

AuBer der Mutation K76T beinhaltet PECRT" noch weitere sieben Mutationen im Vergleich
zur Variante des Wildtyps PfCRT"™’: M741, N75E, A220S, Q271E, N326S, 1356T und
R3711. Welche Bedeutung jede einzelne dieser Mutationen allein oder in verschiedenen
Kombinationen miteinander flir Bindung und Transport der Substrate hat, soll im Folgenden

diskutiert werden.
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Das Einfligen von nur zwei bestimmten Mutationen, N75E und K76T, reicht schon aus, um
eine statistisch signifikante PfCRT vermittelte Akkumulation der Substrate CQ, QN und QD
zu erreichen (Abbildung 3.13., G13). Die Mutation K76T allein reicht nicht aus (Dave, 2011).

Dd2 .
92_Mutationen auBer

Umgekehrt ist der Transporter ebenfalls inaktiv, wenn er alle PfCRT
T76 beibehilt (Abbildung 3.9.). Fiir Aminosdure 75 ist der Sachverhalt jedoch etwas
differenzierter. Im Falle von PFCRT""!"' ist an dieser Position ein N (N76, wie im Wildtyp
HB3), der dadurch vermittelte CQ Transport ist aber nicht vollstdndig unterbunden, sondern
auf ~40 % von PfCRT* herabgesetzt. Fiir den Transport der Substrate QN und QD ist diese
Variante jedoch inaktiv (Abbildung 3.15. und 3.16.). Ersetzt man in PfCRT""'''? das N75
durch ein E (N75E), steigt die Akkumulation von QN auf iiber 25 % und die von QD auf
knapp 50 % an (Abbildung 3.16., C3). E75 scheint also eine entscheidende Rolle fiir den
Transport von QN/QD zu spielen. Ob Aminoséure 75 Teil der Bindetasche fiir QN/QD ist
lasst sich allerdings aus diesen Beobachtungen nicht voraussagen. Die Aktivitit bzw.
Inaktivierung des Transporters flir diese Substrate konnte auch darauf zuriickzufiihren sein,
dass mit der jeweils eingefiihrten Aminosdure Konformationsdnderungen einhergehen,
wodurch das Substrat daran gehindert wird, an seine Bindedoméne zu gelangen. Tauscht man
in diesem Kontext N75 durch ein D aus (Abbildung 3.16., C5; D ist wie E negativ geladen
und sauer), erreicht die Akkumulation aller drei Substrate das Niveau von C3
(Abbildung 3.16.). Der Austausch von N75 durch R (positiv geladen; Abbildung 3.16., C5)
oder G (Aminosdure mit kleinster Seitengruppe; Abbildung 3.16., C7) inaktiviert den
Transporter fiir alle drei Substrate. Augenscheinlich spielt die negative Ladung an dieser
Stelle eine wichtige Rolle fiir die Aktivitidt des Transporters. Da aber auch das strukturell
dhnliche CQ positiv geladen ist und N75 dessen Transport nicht unterbindet, ldsst sich dies
anhand dieser Beobachtungen nicht mit Sicherheit sagen.

Durch einen weiteren Kompetitionsversuch wurde Aminosdure 75 genauer unter die Lupe
genommen. Hierbei wurde untersucht, ob PCRT™“''' nicht nur kein QN Transportiert,
sondern ob es iiberhaupt welches bindet. Diese Untersuchung hat gezeigt, dass es keine
Interaktion zwischen der Ecul110 Variante und QN gibt, was dadurch gezeigt worden ist,
dass QN nicht den Transport von CQ inhibieren konnte (Abbildung 3.18.). Die Variante C2,
fiir welche die Aktivitdt fir QN und QD gezeigt worden ist (Abbildung 3.16.), wurde als
Kontrolle im selben Ansatz getestet. Hier konnte sinnigerweise der Transport von CQ durch
QN inhibiert werden (Abbildung 3.16.). Diese zusétzlichen Beobachtungen bestirken zwar
die Vermutung, das E75 mit den Substraten direkt interagiert, wahrscheinlich durch die

Ionenbindung mit der positiv geladenen Aminogruppe im aromatischen Ring des Substrates,
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dennoch bleibt ungeklirt, warum CQ durch PfCRT "' transportiert wird, nicht aber QN.
Eine mogliche Antwort kdnnte Aminosdure an Position 326 liefern. Einige in dieser Arbeit
untersuchten PfCRT Varianten, welche an dieser Position ein D haben (Abbildung 3.15., E1,
E4 und E6) aber kein E75, transportieren CQ aber weder QN noch QD. Es scheint also auch
diese Position eine nicht unwichtige Rolle fiir die Selektivitit und Aktivitdt zu spielen.
Eigenartigerweise wird PFCRT*"'''° bei welchem die Mutation M74I eingefiihrt worden ist
(Abbildung 3.16., C4), auch fiir den Transport von CQ inaktiviert, obwohl die Einfiihrung
dieser Mutation in einem anderen Kontext keinerlei Auswirkung hat (Abbildung 3.13., GB4
und G1). Allerdings zeigt diese Mutation in einem weiteren Vergleich zwar keinen
Unterschied fiir die Akkumulation von CQ, jedoch eine dramatische Verdnderung der QN und
QD Aufnahme (Abbildung 3.13., G5 und G9). Im Gesamtkontext betrachtet ldsst sich folglich
festhalten, dass die Kombination von verschiedenen Mutationen entscheidend fiir Aktivitét
und Selektivitdit des Transporters sein kann. Der enorme Anstieg der QN und QD
Akkumulation durch die eben schon erwidhnte Variante G9 (Abbildung 3.13.) ist auf die vier
Riickmutationen 174M, S326N, T356I und 1371R zuriickzufiihren. Mdglicherweise bewirken
diese vier Mutationen eine Faltung des Proteins, welche den Substraten QN und QD eine
optimale Bindung an PfCRT ermoglichen und dadurch deren Akkumulation auf ~200 % der
Dd2 Variante ansteigt. Allerdings muss noch beriicksichtigt werden, dass bestimmte
Mutationen bzw. Mutations-Kombinationen einen Einfluss auf die Expressionseffizienz der
jeweiligen PfCRT Variante haben konnten, wodurch es zu den beobachteten Unterschieden in

der Akkumulation konnte.

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass es Mutationen von entscheidender Bedeutung gibt, welche
allein tiber die Funktionalitit des Transporters entscheiden konnen. Auflerdem gibt es
Mutationen, bei welchen die Kombination miteinander entscheidend sein kann. Es konnten
teilweise Riickschliisse auf die Bindetaschen fiir CQ und QN gezogen werden, welche jedoch
durch weitere Studien bestétigt werden miissten. Doch welche Bedeutung haben die in dieser
Arbeit erzielten Ergebnisse fiir das Gesamtverstindnis und fiir die Entwicklung von

Wirkstoffen gegen Malaria.
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4.3. Bedeutung dieser Arbeit fir die Entwicklung neuer
Wirkstoffe gegen Malaria

PfCRT ist ein fiir den Parasiten essentielles Protein (Sanchez et al., 2007b, Summers et al.,
2012) und stellt somit eine vielversprechende Zielstruktur fiir Malariatherapeutika dar.
AuBerdem ist es hauptsdchlich fiir die CQ-Resistenz verantwortlich (Fidock et al., 2000) und
mit an der Vermittlung der Resistenz gegen QN beteiligt (Ferdig et al., 2004). Weiterhin wird
der PfCRT *“-vermittelte CQ Transport durch eine Reihe von Wirkstoffen gegen Malaria
inhibiert (Johnson et al., 2004), was darauf hindeutet, dass diese auch durch PfCRTP*
transportiert werden. Im Fall von QN und QD konnte dies schon in einer vorangegangenen
Arbeit nachgewiesen (Dave, 2011) und in dieser Arbeit bestitigt werden.

Versteht man die mechanistischen Grundlagen, welche dem Transport verschiedener Substrate
durch PfCRT zugrunde liegen, konnte dies innovative Strategien in der Entwicklung neuer
Wirkstoffe eroffnen. Auch das Verstdndnis um die molekularen Grundlagen zur Ausbildung
von Resistenzen kdnnte eine Basis zur gezielten Entwicklung neuer Medikamente bilden.
Mutationen in PfCRT sind die Hauptursache fiir die Ausbildung der CQ-Resistenz und
auBerdem sind Verdnderungen des Proteins mit einer erhohten oder niedrigeren Anfélligkeit
des Parasiten fiir eine Reihe von Malariatherapeutika assoziiert (Summers et al., 2012). Die in
dieser Arbeit durchgefiihrte Studie der Auswirkung von Mutationen auf die Aktivitidt von
PfCRT konnte einige Hinweise auf die diesbeziigliche Bedeutung bestimmter Aminosduren
liefern. AuBBerdem gewéhrt diese Arbeit einen Einblick in die mechanistische Wirkungsweise
des transmembranen Transportproteins.

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse liefern grundlegende Hinweise fiir die Arbeitsweise
von PfCRT. Diese konnten fiir Programme hilfreich sein, die darauf abzielen, Substanzen zu
entwickeln, welche das durch PfCRT vermittelte Ausschleusen von Anti-Malaria Wirkstoffen

aus der Nahrungsvakuole heraus hemmen bzw. unterbinden.
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5. Ausblick

Diese Arbeit hat einen Einblick in den Mechanismus geliefert, welchem der Substrattransport
durch PfCRT zugrunde liegt. Es sind Hinweise, die durch die Auslegung der erzielten
Ergebnisse gewonnen werden. Sowohl die Studie des Transportmechanismus durch
gegenseitige Transporthemmung von CQ und QN als auch die Untersuchungen, welche auf
der Mutagenese von PfCRT basieren, wurden in Anlehnung des aktuellen Standes der
Wissenschaft erortert und interpretiert.

Um einen tieferen Einblick in den Transportmechanismus von PfCRT zu erhalten, kdnnten
weitere Kompetitionsversuche durchgefiihrt werden, beispielsweise mit einer Kombination
von Substraten, wovon eines durch PfCRT transportiert wird (CQ, QN oder andere) und ein
anderes, welches PfCRT nur blockiert wie z. B. VP. Das Transportverhalten von PfCRT
konnte dann die Ergebnisse dieser Arbeit sowohl untermauern als auch ausbauen.

Die Suche nach dem natiirlichen Substrat bzw. den natiirlichen Substraten von PfCRT konnte
weitere wertvolle Hinweise liefern, um zum Verstandnis der Arbeitsweise beizutragen. Erste

Untersuchungen hierzu sind schon durchgefiihrt worden, worin die PFCRTP%

vermittelte CQ
Akkumulation durch eine Vielzahl von Substraten (Aminosduren, Peptide und organische
Kationen) gehemmt werden sollte (Martin et al., 2009b). Eine umfassende Studie dariiber,
welche eindeutige Erkenntnisse liefert, steht jedoch noch aus.

Die Ergebnisse in dieser Arbeit lassen nur Spekulationen iiber die in die Membran
eingebettete dreidimensionale Struktur von PfCRT zu. Um endgiiltige Klarheit dariiber zu
schaffen, ist die Aufkldrung der Kristallstruktur unerlédsslich. Dies gestaltet sich aber fiir
Transmembranproteine aufgrund ihrer amphipathischen Beschaffenheit recht schwierig. Sie
besitzen eine in die Membran eingebettete hydrophobe Oberfliche und eine polare
Oberflache, welche in Kontakt mit der wissrigen Losung auf beiden Seiten der Membran
steht (Ostermeier & Michel, 1997). Dies macht die Handhabung von Membranproteinen
problematisch.

Es sind also noch umfangreiche Studien notwendig, um die molekularen Grundlagen der
Ausbildung von Resistenzen vollstindig zu verstehen und die Mechanismen zu begreifen,

welche dem Transport durch PfCRT zugrunde liegen.
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7. Anhang

7.1.  Aminosaure- und DNA-Sequenzen

7.1.1. PfCRT"®3

P. falciparum cds
ATGAAGTTCGCCTCTAAGAAGAACAATCAAAAGAACTCCTCCAAGAATGCTGAAAGAGCTAGAGCTGCTGATAAT
GCTGCTCAAGAAGGTAACGGTTCTAGATTGGGTGGTGGTTCTTGTTTGGGTAAATGTGCTCATGCTGCTAAAGCT
GCCTTCAAAGAAATCAAGGACAACATCTTCATCTACATCTTGTCCATCATCTACTTGTCTGTTTGCGTCATGAAC
AAGATTTTCGCCAAGAGAACCTTGAACAAGATTGGTAACTACTCTTTCGTTACCTCTGAAACCCATAACTTCATC
TGCATGATCATGTTCTTCATCGTCTATTCCTTGTTCGGTAACAAGAAGGGTAACTCCAAAGAAAGACACAGATCC
TTCAACTTGCAATTCTTCGCCATTTCTATGTTGGATGCCTGCTCTGTTATTTTGGCTTTCATCGGTTTGACTAGA
ACTACCGGTAACATCCAATCTTTCGTCTTGCAATTGTCCATTCCAATCAATATGTTCTTCTGCTTCTTGATCTTG
AGATACAGATACCACTTGTACAATTACTTGGGTGCCGTTATTATTGTCGTTACCATTGCCTTGGTTGAAATGAAG
TTGTCCTTCGAAACCCAAGAAGAAAACTCCATCATCTTCAACTTGGTTTTGATTTCCGCCTTGATTCCAGTTTGT
TTCTCCAACATGACCAGAGAAATCGTTTTCAAGAAGTACAAGATCGACATCTTGAGATTGAACGCTATGGTTTCC
TTCTTCCAATTATTCACCTCCTGCTTGATTTTGCCAGTTTACACCTTGCCATTCTTGAAGCAATTGCACTTGCCA
TACAACGAAATTTGGACCAACATCAAGAATGGTTTCGCTTGTTTGTTCTTGGGTAGAAACACCGTTGTTGAAAAC
TGTGGTTTGGGTATGGCTAAGTTGTGTGATGATTGTGATGGTGCTTGGAAAACTTTCGCTTTGTTCTCCTTCTTC
AACATCTGCGATAACTTGATTACCTCCTACATCATCGATAAGTTCTCTACTATGACCTACACCATCGTTTCTTGT
ATTCAAGGTCCAGCTATTGCTATTGCCTACTACTTCAAGTTTTTGGCCGGTGATGTTGTTAGAGAACCTAGATTA
TTGGACTTCGTCACCTTGTTTGGTTACTTGTTCGGTTCCATTATCTACAGAGTCGGTAACATCATCTTGGAAAGA
AAGAAGATGAGAAACGAAGAAAACGCTGATTCTGCTGGTGCTTTGACTAATGTTGATTCTGCTGCTACTCAACCT
AGGTAA

P. falciparum Aminosauresequenz
MKFASKKNNQKNSSKNAERARAADNAAQEGNGSRLGGGSCLGKCAHAAKAAFKE IKDNIFIYILSI1YLSVCVMN
KIFAKRTLNKIGNYSFVTSETHNF ICMIMFF 1VYSLFGNKKGNSKERHRSFNLQFFAISMLDACSV ILAFIGLTR
TTGNIQSFVLQLSIPINMFFCFLILRYRYHLYNYLGAV I IVVTIALVEMKLSFETQEENS I IFNLVLISALIPVC
FSNMTRE IVFKKYK 1D ILRLNAMVSFFQLFTSCL ILPVYTLPFLKQLHLPYNE IWTNIKNGFACLFLGRNTVVEN
CGLGMAKLCDDCDGAWKTFALFSFFENICDNLITSY I IDKFSTMTYTIVSCIQGPAIAIAYYFKFLAGDVVREPRL
LDFVTLFGYLFGS11YRVGN I ILERKKMRNEENADSAGAL TNVDSAATQPR*

Oozyten optimierte cds
ATGAAGTTCGCCTCTAAGAAGAACAATCAAAAGAACTCCTCCAAGAATGCTGAAAGAGCTAGAGCTGCTGATAAT
GCTGCTCAAGAAGGTAACGGTTCTAGATTGGGTGGTGGTTCTTGTTTGGGTAAATGTGCTCATGCTGCTAAAGCT
GCCTTCAAAGAAATCAAGGACAACATCTTCATCTACATCTTGTCCATCATCTACTTGTCTGTTTGCGTCATGAAC
AAGATTTTCGCCAAGAGAACCTTGAACAAGATTGGTAACTACTCTTTCGTTACCTCTGAAACCCATAACTTCATC
TGCATGATCATGTTCTTCATCGTCTATTCCTTGTTCGGTAACAAGAAGGGTAACTCCAAAGAAAGACACAGATCC
TTCAACTTGCAATTCTTCGCCATTTCTATGTTGGATGCCTGCTCTGTTATTTTGGCTTTCATCGGTTTGACTAGA
ACTACCGGTAACATCCAATCTTTCGTCTTGCAATTGTCCATTCCAATCAATATGTTCTTCTGCTTCTTGATCTTG
AGATACAGATACCACTTGTACAATTACTTGGGTGCCGTTATTATTGTCGTTACCATTGCCTTGGTTGAAATGAAG
TTGTCCTTCGAAACCCAAGAAGAAAACTCCATCATCTTCAACTTGGTTTTGATTTCCGCCTTGATTCCAGTTTGT
TTCTCCAACATGACCAGAGAAATCGTTTTCAAGAAGTACAAGATCGACATCTTGAGATTGAACGCTATGGTTTCC
TTCTTCCAATTATTCACCTCCTGCTTGATTTTGCCAGTTTACACCTTGCCATTCTTGAAGCAATTGCACTTGCCA
TACAACGAAATTTGGACCAACATCAAGAATGGTTTCGCTTGTTTGTTCTTGGGTAGAAACACCGTTGTTGAAAAC
TGTGGTTTGGGTATGGCTAAGTTGTGTGATGATTGTGATGGTGCTTGGAAAACTTTCGCTTTGTTCTCCTTCTTC
AACATCTGCGATAACTTGATTACCTCCTACATCATCGATAAGTTCTCTACTATGACCTACACCATCGTTTCTTGT
ATTCAAGGTCCAGCTATTGCTATTGCCTACTACTTCAAGTTTTTGGCCGGTGATGTTGTTAGAGAACCTAGATTA
TTGGACTTCGTCACCTTGTTTGGTTACTTGTTCGGTTCCATTATCTACAGAGTCGGTAACATCATCTTGGAAAGA
AAGAAGATGAGAAACGAAGAAAACGCTGATTCTGCTGGTGCTTTGACTAATGTTGATTCTGCTGCTACTCAACCT
AGGTAA
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Oozyten optimierteAminosauresequenz
MKFASKKNNQKNSSKNAERARAADNAAQEGNGSRLGGGSCLGKCAHAAKAAFKE IKDNIFIYILS11YLSVCVMN
KIFAKRTLNKIGNYSFVTSETHNF ICMIMFF IVYSLFGNKKGNSKERHRSFNLQFFA I SMLDACSV ILAFIGLTR
TTGNIQSFVLQLSIPINMFFCFLILRYRYHLYNYLGAV I IVVT IALVEMKLSFETQEENS I IFNLVLISALIPVC
FSNMTRE I'VFKKYK 1D ILRLNAMVSFFQLFTSCL ILPVYTLPFLKQLHLPYNE IWTNIKNGFACLFLGRNTVVEN
CGLGMAKLCDDCDGAWKTFALFSFFNICDNLITSY 1 IDKFSTMTYTIVSCIQGPAIAIAYYFKFLAGDVVREPRL
LDFVTLFGYLFGSI1YRVGN I I LERKKMRNEENADSAGALTNVDSAATQPR*

7.1.2. PfCRTP®

P. falciparum cds
ATGAAGTTCGCCTCTAAGAAGAACAATCAAAAGAACTCCTCCAAGAATGCTGAAAGAGCTAGAGCTGCTGATAAT
GCTGCTCAAGAAGGTAACGGTTCTAGATTGGGTGGTGGTTCTTGTTTGGGTAAATGTGCTCATGCTGCTAAAGCT
GCCTTCAAAGAAATCAAGGACAACATCTTCATCTACATCTTGTCCATCATCTACTTGTCCGTTTGCGTTATTGAA
ACCATCTTCGCCAAGAGAACCTTGAACAAGATTGGTAACTACTCTTTCGTTACCTCTGAAACCCATAACTTCATC
TGCATGATCATGTTCTTCATCGTCTATTCCTTGTTCGGTAACAAGAAGGGTAACTCCAAAGAAAGACACAGATCC
TTCAACTTGCAATTCTTCGCCATTTCTATGTTGGATGCCTGCTCTGTTATTTTGGCTTTCATCGGTTTGACTAGA
ACTACCGGTAACATCCAATCTTTCGTCTTGCAATTGTCCATTCCAATCAATATGTTCTTCTGCTTCTTGATCTTG
AGATACAGATACCACTTGTACAATTACTTGGGTGCCGTTATTATTGTCGTTACCATTGCCTTGGTTGAAATGAAG
TTGTCCTTCGAAACCCAAGAAGAAAACTCCATCATCTTCAACTTGGTTTTGATCTCCTCATTGATCCCAGTTTGT
TTCTCTAACATGACCAGAGAAATCGTTTTCAAGAAGTACAAGATCGACATCTTGAGATTGAACGCTATGGTTTCC
TTCTTCCAATTATTCACCTCCTGCTTGATTTTGCCAGTTTACACCTTGCCATTCTTGAAAGAATTGCACTTGCCA
TACAACGAAATTTGGACCAACATCAAGAATGGTTTCGCTTGTTTGTTCTTGGGTAGAAACACCGTTGTTGAAAAC
TGTGGTTTGGGTATGGCTAAGTTGTGTGATGATTGTGATGGTGCTTGGAAAACTTTCGCTTTGTTCTCCTTCTTC
TCCATTTGCGATAACTTGATCACCTCCTACATTATCGATAAGTTCTCCACTATGACCTACACTATCGTATCTTGC
ATTCAAGGTCCAGCTACTGCTATTGCTTACTACTTCAAGTTCTTGGCTGGTGATGTTGTTATTGAACCTAGATTA
TTGGACTTCGTCACCTTGTTTGGTTACTTGTTCGGTTCCATTATCTACAGAGTCGGTAACATCATCTTGGAAAGA
AAGAAGATGAGAAACGAAGAAAACGCTGATTCTGCTGGTGCTTTGACTAATGTTGATTCTGCTGCTACTCAACCT
AGGTAA

P. falciparum Aminosauresequenz
MKFASKKNNQKNSSKNAERARAADNAAQEGNGSRLGGGSCLGKCAHAAKAAFKE IKDNIFIYILSITYLSVCVIE
TIFAKRTLNKIGNYSFVTSETHNF ICMIMFF1VYSLFGNKKGNSKERHRSFNLQFFAISMLDACSVILAFIGLTR
TTGNIQSFVLQLSIPINMFFCFLILRYRYHLYNYLGAV I IVVTIALVEMKLSFETQEENS I IFNLVLISSLIPVC
FSNMTRE 1VFKKYK 1D I LRLNAMVSFFQLFTSCL ILPVYTLPFLKELHLPYNE IWTNIKNGFACLFLGRNTVVEN
CGLGMAKLCDDCDGAWKTFALFSFFSICDNLITSY I IDKFSTMTYTIVSCIQGPATAIAYYFKFLAGDVVIEPRL
LDFVTLFGYLFGS11YRVGN I ILERKKMRNEENADSAGAL TNVDSAATQPR*

Oozyten optimierte cds
ATGAAGTTCGCCTCTAAGAAGAACAATCAAAAGAACTCCTCCAAGAATGCTGAAAGAGCTAGAGCTGCTGATAAT
GCTGCTCAAGAAGGTAACGGTTCTAGATTGGGTGGTGGTTCTTGTTTGGGTAAATGTGCTCATGCTGCTAAAGCT
GCCTTCAAAGAAATCAAGGACAACATCTTCATCTACATCTTGTCCATCATCTACTTGTCCGTTTGCGTTATTGAA
ACCATCTTCGCCAAGAGAACCTTGAACAAGATTGGTAACTACTCTTTCGTTACCTCTGAAACCCATAACTTCATC
TGCATGATCATGTTCTTCATCGTCTATTCCTTGTTCGGTAACAAGAAGGGTAACTCCAAAGAAAGACACAGATCC
TTCAACTTGCAATTCTTCGCCATTTCTATGTTGGATGCCTGCTCTGTTATTTTGGCTTTCATCGGTTTGACTAGA
ACTACCGGTAACATCCAATCTTTCGTCTTGCAATTGTCCATTCCAATCAATATGTTCTTCTGCTTCTTGATCTTG
AGATACAGATACCACTTGTACAATTACTTGGGTGCCGTTATTATTGTCGTTACCATTGCCTTGGTTGAAATGAAG
TTGTCCTTCGAAACCCAAGAAGAAAACTCCATCATCTTCAACTTGGTTTTGATCTCCTCATTGATCCCAGTTTGT
TTCTCTAACATGACCAGAGAAATCGTTTTCAAGAAGTACAAGATCGACATCTTGAGATTGAACGCTATGGTTTCC
TTCTTCCAATTATTCACCTCCTGCTTGATTTTGCCAGTTTACACCTTGCCATTCTTGAAAGAATTGCACTTGCCA
TACAACGAAATTTGGACCAACATCAAGAATGGTTTCGCTTGTTTGTTCTTGGGTAGAAACACCGTTGTTGAAAAC
TGTGGTTTGGGTATGGCTAAGTTGTGTGATGATTGTGATGGTGCTTGGAAAACTTTCGCTTTGTTCTCCTTCTTC
TCCATTTGCGATAACTTGATCACCTCCTACATTATCGATAAGTTCTCCACTATGACCTACACTATCGTATCTTGC
ATTCAAGGTCCAGCTACTGCTATTGCTTACTACTTCAAGTTCTTGGCTGGTGATGTTGTTATTGAACCTAGATTA
TTGGACTTCGTCACCTTGTTTGGTTACTTGTTCGGTTCCATTATCTACAGAGTCGGTAACATCATCTTGGAAAGA
AAGAAGATGAGAAACGAAGAAAACGCTGATTCTGCTGGTGCTTTGACTAATGTTGATTCTGCTGCTACTCAACCT
AGGTAA

111



Anhang

Oozyten optimierteAminosauresequenz
MKFASKKNNQKNSSKNAERARAADNAAQEGNGSRLGGGSCLGKCAHAAKAAFKE IKDNIFIYILSHIYLSVCVIE
TIFAKRTLNKIGNYSFVTSETHNFICMIMFF1VYSLFGNKKGNSKERHRSFNLQFFAISMLDACSVILAFIGLTR
TTGNIQSFVLQLSIPINMFFCFLILRYRYHLYNYLGAV I IVVT IALVEMKLSFETQEENS I IFNLVLISSLIPVC
FSNMTRE I'VFKKYK 1D ILRLNAMVSFFQLFTSCL ILPVYTLPFLKELHLPYNE IWTNIKNGFACLFLGRNTVVEN
CGLGMAKLCDDCDGAWKTFALFSFFSICDNLITSY 1 IDKFSTMTYTIVSCIQGPATAIAYYFKFLAGDVV IEPRL
LDFVTLFGYLFGSI1YRVGN I I LERKKMRNEENADSAGALTNVDSAATQPR*

7.1.3. PfCRT®B

P. falciparum cds
ATGAAGTTCGCCTCTAAGAAGAACAATCAAAAGAACTCCTCCAAGAATGCTGAAAGAGCTAGAGCTGCTGATAAT
GCTGCTCAAGAAGGTAACGGTTCTAGATTGGGTGGTGGTTCTTGTTTGGGTAAATGTGCTCATGCTGCTAAAGCT
GCCTTCAAAGAAATCAAGGACAACATCTTCATCTACATCTTGTCCATCATCTACTTGTCCGTTTGCGTTATTGAA
ACCATCTTCGCCAAGAGAACCTTGAACAAGATTGGTAACTACTCTTTCGTTACCTCTGAAACCCATAACTTCATC
TGCATGATCATGTTCTTCATCGTCTATTCCTTGTTCGGTAACAAGAAGGGTAACTCCAAAGAAAGACACAGATCC
TTCAACTTGCAATTCTTCGCCATTTCTATGTTGGATGCCTGCTCTGTTATTTTGGCTTTCATCGGTTTGACTAGA
ACTACCGGTAACATCCAATCTTTCGTCTTGCAATTGTCCATTCCAATCAATATGTTCTTCTGCTTCTTGATCTTG
AGATACAGATACCACTTGTACAATTACTTGGGTGCCGTTATTATTGTCGTTACCATTGCCTTGGTTGAAATGAAG
TTGTCCTTCGAAACCCAAGAAGAAAACTCCATCATCTTCAACTTGGTTTTGATCTCCTCATTGATCCCAGTTTGT
TTCTCTAACATGACCAGAGAAATCGTTTTCAAGAAGTACAAGATCGACATCTTGAGATTGAACGCTATGGTTTCC
TTCTTCCAATTATTCACCTCCTGCTTGATTTTGCCAGTTTACACCTTGCCATTCTTGAAAGAATTGCACTTGCCA
TACAACGAAATTTGGACCAACATCAAGAATGGTTTCGCTTGTTTGTTCTTGGGTAGAAACACCGTTGTTGAAAAC
TGTGGTTTGGGTATGGCTAAGTTGTGTGATGATTGTGATGGTGCTTGGAAAACTTTCGCTTTGTTCTCCTTCTTC
AACATCTGCGATAACTTGATCACCTCCTACATTATCGATAAGTTCTCCACTATGACCTACACTATCGTATCTTGC
ATTCAAGGTCCAGCTATTGCTATTGCCTACTACTTCAAGTTCTTGGCTGGTGATGTTGTTATTGAACCTAGATTA
TTGGACTTCGTCACCTTGTTTGGTTACTTGTTCGGTTCCATTATCTACAGAGTCGGTAACATCATCTTGGAAAGA
AAGAAGATGAGAAACGAAGAAAACGCTGATTCTGCTGGTGCTTTGACTAATGTTGATTCTGCTGCTACTCAACCT
AGGTAA

P. falciparum Aminosauresequenz
MKFASKKNNQKNSSKNAERARAADNAAQEGNGSRLGGGSCLGKCAHAAKAAFKE IKDNIFIYILSITYLSVCVIE
TIFAKRTLNKIGNYSFVTSETHNF ICMIMFF1VYSLFGNKKGNSKERHRSFNLQFFAISMLDACSVILAFIGLTR
TTGNIQSFVLQLSIPINMFFCFLILRYRYHLYNYLGAV I IVVTIALVEMKLSFETQEENS I IFNLVLISSLIPVC
FSNMTRE 1VFKKYK 1D I LRLNAMVSFFQLFTSCL ILPVYTLPFLKELHLPYNE IWTNIKNGFACLFLGRNTVVEN
CGLGMAKLCDDCDGAWKTFALFSFFENICDNLITSY I IDKFSTMTYTIVSCIQGPAIAIAYYFKFLAGDVVIEPRL
LDFVTLFGYLFGS11YRVGN I ILERKKMRNEENADSAGAL TNVDSAATQPR*

Oozyten optimierte cds
ATGAAGTTCGCCTCTAAGAAGAACAATCAAAAGAACTCCTCCAAGAATGCTGAAAGAGCTAGAGCTGCTGATAAT
GCTGCTCAAGAAGGTAACGGTTCTAGATTGGGTGGTGGTTCTTGTTTGGGTAAATGTGCTCATGCTGCTAAAGCT
GCCTTCAAAGAAATCAAGGACAACATCTTCATCTACATCTTGTCCATCATCTACTTGTCCGTTTGCGTTATTGAA
ACCATCTTCGCCAAGAGAACCTTGAACAAGATTGGTAACTACTCTTTCGTTACCTCTGAAACCCATAACTTCATC
TGCATGATCATGTTCTTCATCGTCTATTCCTTGTTCGGTAACAAGAAGGGTAACTCCAAAGAAAGACACAGATCC
TTCAACTTGCAATTCTTCGCCATTTCTATGTTGGATGCCTGCTCTGTTATTTTGGCTTTCATCGGTTTGACTAGA
ACTACCGGTAACATCCAATCTTTCGTCTTGCAATTGTCCATTCCAATCAATATGTTCTTCTGCTTCTTGATCTTG
AGATACAGATACCACTTGTACAATTACTTGGGTGCCGTTATTATTGTCGTTACCATTGCCTTGGTTGAAATGAAG
TTGTCCTTCGAAACCCAAGAAGAAAACTCCATCATCTTCAACTTGGTTTTGATCTCCTCATTGATCCCAGTTTGT
TTCTCTAACATGACCAGAGAAATCGTTTTCAAGAAGTACAAGATCGACATCTTGAGATTGAACGCTATGGTTTCC
TTCTTCCAATTATTCACCTCCTGCTTGATTTTGCCAGTTTACACCTTGCCATTCTTGAAAGAATTGCACTTGCCA
TACAACGAAATTTGGACCAACATCAAGAATGGTTTCGCTTGTTTGTTCTTGGGTAGAAACACCGTTGTTGAAAAC
TGTGGTTTGGGTATGGCTAAGTTGTGTGATGATTGTGATGGTGCTTGGAAAACTTTCGCTTTGTTCTCCTTCTTC
AACATCTGCGATAACTTGATCACCTCCTACATTATCGATAAGTTCTCCACTATGACCTACACTATCGTATCTTGC
ATTCAAGGTCCAGCTATTGCTATTGCCTACTACTTCAAGTTCTTGGCTGGTGATGTTGTTATTGAACCTAGATTA
TTGGACTTCGTCACCTTGTTTGGTTACTTGTTCGGTTCCATTATCTACAGAGTCGGTAACATCATCTTGGAAAGA
AAGAAGATGAGAAACGAAGAAAACGCTGATTCTGCTGGTGCTTTGACTAATGTTGATTCTGCTGCTACTCAACCT
AGGTAA
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Oozyten optimierteAminosauresequenz
MKFASKKNNQKNSSKNAERARAADNAAQEGNGSRLGGGSCLGKCAHAAKAAFKE IKDNIFIYILSHIYLSVCVIE
TIFAKRTLNKIGNYSFVTSETHNFICMIMFF1VYSLFGNKKGNSKERHRSFNLQFFAISMLDACSVILAFIGLTR
TTGNIQSFVLQLSIPINMFFCFLILRYRYHLYNYLGAV I IVVT IALVEMKLSFETQEENS I IFNLVLISSLIPVC
FSNMTRE I'VFKKYK 1D ILRLNAMVSFFQLFTSCL ILPVYTLPFLKELHLPYNE IWTNIKNGFACLFLGRNTVVEN
CGLGMAKLCDDCDGAWKTFALFSFFNICDNLITSY 1 IDKFSTMTYTIVSCIQGPAIAIAYYFKFLAGDVV IEPRL
LDFVTLFGYLFGSI1YRVGN I I LERKKMRNEENADSAGALTNVDSAATQPR*

7.1.4. PfCRTECUO

P. falciparum cds
ATGAAGTTCGCCTCTAAGAAGAACAATCAAAAGAACTCCTCCAAGAATGCTGAAAGAGCTAGAGCTGCTGATAAT
GCTGCTCAAGAAGGTAACGGTTCTAGATTGGGTGGTGGTTCTTGTTTGGGTAAATGTGCTCATGCTGCTAAAGCT
GCCTTCAAAGAAATCAAGGACAACATCTTCATCTACATCTTGTCCATCATCTACTTGTCCGTTTGCGTCATGAAC
ACGATTTTCGCCAAGAGAACCTTGAACAAGATTGGTAACTACTCTTTCGTTACCTCTGAAACCCATAACTTCATC
TGCATGATCATGTTCTTCATCGTCTATTCCTTGTTCGGTAACAAGAAGGGTAACTCCAAAGAAAGACACAGATCC
TTCAACTTGCAATTCTTCGCCATTTCTATGTTGGATGCCTGCTCTGTTATTTTGGCTTTCATCGGTTTGACTAGA
ACTACCGGTAACATCCAATCTTTCGTCTTGCAATTGTCCATTCCAATCAATATGTTCTTCTGCTTCTTGATCTTG
AGATACAGATACCACTTGTACAATTACTTGGGTGCCGTTATTATTGTCGTTACCATTGCCTTGGTTGAAATGAAG
TTGTCCTTCGAAACCCAAGAAGAAAACTCCATCATCTTCAACTTGGTTTTGATTTCCTCATTGATTCCAGTTTGT
TTCTCCAACATGACCAGAGAAATCGTTTTCAAGAAGTACAAGATCGACATCTTGAGATTGAACGCTATGGTTTCC
TTCTTCCAATTATTCACCTCCTGCTTGATTTTGCCAGTTTACACCTTGCCATTCTTGAAGCAATTGCACTTGCCA
TACAACGAAATTTGGACCAACATCAAGAATGGTTTCGCTTGTTTGTTCTTGGGTAGAAACACCGTTGTTGAAAAC
TGTGGTTTGGGTATGGCTAAGTTGTGTGATGATTGTGATGGTGCTTGGAAAACTTTCGCTTTGTTCTCCTTCTTC
GACATCTGCGATAACTTGATTACCTCCTACATCATCGATAAGTTCTCTACTATGACCTACACCATCGTTTCTTGT
ATTCAAGGTCCAGCTCTTGCTATTGCCTACTACTTCAAGTTTTTGGCCGGTGATGTTGTTAGAGAACCTAGATTA
TTGGACTTCGTCACCTTGTTTGGTTACTTGTTCGGTTCCATTATCTACAGAGTCGGTAACATCATCTTGGAAAGA
AAGAAGATGAGAAACGAAGAAAACGCTGATTCTGCTGGTGCTTTGACTAATGTTGATTCTGCTGCTACTCAACCT
AGGTAA

P. falciparum Aminosauresequenz
MKFASKKNNQKNSSKNAERARAADNAAQEGNGSRLGGGSCLGKCAHAAKAAFKE IKDNIFIYILSI1YLSVCVMN
TIFAKRTLNKIGNYSFVTSETHNF ICMIMFF1VYSLFGNKKGNSKERHRSFNLQFFAISMLDACSVILAFIGLTR
TTGNIQSFVLQLSIPINMFFCFLILRYRYHLYNYLGAV I IVVTIALVEMKLSFETQEENS I IFNLVLISSLIPVC
FSNMTRE 1VFKKYK 1D I LRLNAMVSFFQLFTSCL ILPVYTLPFLKQLHLPYNE IWTNIKNGFACLFLGRNTVVEN
CGLGMAKLCDDCDGAWKTFALFSFFDICDNLITSY I IDKFSTMTYTIVSCIQGPALAIAYYFKFLAGDVVREPRL
LDFVTLFGYLFGS11YRVGN I ILERKKMRNEENADSAGAL TNVDSAATQPR*

Oozyten optimierte cds
ATGAAGTTCGCCTCTAAGAAGAACAATCAAAAGAACTCCTCCAAGAATGCTGAAAGAGCTAGAGCTGCTGATAAT
GCTGCTCAAGAAGGTAACGGTTCTAGATTGGGTGGTGGTTCTTGTTTGGGTAAATGTGCTCATGCTGCTAAAGCT
GCCTTCAAAGAAATCAAGGACAACATCTTCATCTACATCTTGTCCATCATCTACTTGTCCGTTTGCGTCATGAAC
ACGATTTTCGCCAAGAGAACCTTGAACAAGATTGGTAACTACTCTTTCGTTACCTCTGAAACCCATAACTTCATC
TGCATGATCATGTTCTTCATCGTCTATTCCTTGTTCGGTAACAAGAAGGGTAACTCCAAAGAAAGACACAGATCC
TTCAACTTGCAATTCTTCGCCATTTCTATGTTGGATGCCTGCTCTGTTATTTTGGCTTTCATCGGTTTGACTAGA
ACTACCGGTAACATCCAATCTTTCGTCTTGCAATTGTCCATTCCAATCAATATGTTCTTCTGCTTCTTGATCTTG
AGATACAGATACCACTTGTACAATTACTTGGGTGCCGTTATTATTGTCGTTACCATTGCCTTGGTTGAAATGAAG
TTGTCCTTCGAAACCCAAGAAGAAAACTCCATCATCTTCAACTTGGTTTTGATTTCCTCATTGATTCCAGTTTGT
TTCTCCAACATGACCAGAGAAATCGTTTTCAAGAAGTACAAGATCGACATCTTGAGATTGAACGCTATGGTTTCC
TTCTTCCAATTATTCACCTCCTGCTTGATTTTGCCAGTTTACACCTTGCCATTCTTGAAGCAATTGCACTTGCCA
TACAACGAAATTTGGACCAACATCAAGAATGGTTTCGCTTGTTTGTTCTTGGGTAGAAACACCGTTGTTGAAAAC
TGTGGTTTGGGTATGGCTAAGTTGTGTGATGATTGTGATGGTGCTTGGAAAACTTTCGCTTTGTTCTCCTTCTTC
GACATCTGCGATAACTTGATTACCTCCTACATCATCGATAAGTTCTCTACTATGACCTACACCATCGTTTCTTGT
ATTCAAGGTCCAGCTCTTGCTATTGCCTACTACTTCAAGTTTTTGGCCGGTGATGTTGTTAGAGAACCTAGATTA
TTGGACTTCGTCACCTTGTTTGGTTACTTGTTCGGTTCCATTATCTACAGAGTCGGTAACATCATCTTGGAAAGA
AAGAAGATGAGAAACGAAGAAAACGCTGATTCTGCTGGTGCTTTGACTAATGTTGATTCTGCTGCTACTCAACCT
AGGTAA
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Anhang

Oozyten optimierteAminosauresequenz
MKFASKKNNQKNSSKNAERARAADNAAQEGNGSRLGGGSCLGKCAHAAKAAFKE IKDNIFIYILS11YLSVCVMN
TIFAKRTLNKIGNYSFVTSETHNFICMIMFF1VYSLFGNKKGNSKERHRSFNLQFFAISMLDACSVILAFIGLTR
TTGNIQSFVLQLSIPINMFFCFLILRYRYHLYNYLGAV I IVVT IALVEMKLSFETQEENS I IFNLVLISSLIPVC
FSNMTRE I'VFKKYK 1D ILRLNAMVSFFQLFTSCL ILPVYTLPFLKQLHLPYNE IWTNIKNGFACLFLGRNTVVEN
CGLGMAKLCDDCDGAWKTFALFSFFDICDNLITSY 1 IDKFSTMTYT1VSCIQGPALAIAYYFKFLAGDVVREPRL
LDFVTLFGYLFGSI1YRVGN I I LERKKMRNEENADSAGALTNVDSAATQPR*

7.2.  Verwendete Oligonukleotide

Die folgende Liste zeigt alle fiir die Amplifikation der verschiedenen PfCRT Varianten
benotigten Oligonukleotide (1-64). Die fir die in PfCRT einzufiigenden Mutationen
notwendigen Nukleotide sind in rot dargestellt. Oligonukleotide 65 -68 wurden zur
Sequenzierung der jeweiligen PfCRT-Sequenzen durch die Firma GATC verwendet. Die
Namensgebung der Oligonukleotide steht fiir die an der jeweiligen Position bzw. Positionen

eingefiigte Mutation.

# Bezeichnung

Sequenz (5' — 3")

# Bezeichnung

Sequenz (5' — 3

1 5°Globin FP GCAGAAGCTCAGAATAAACG 35 PfCRT T76A RP CTCTTGGCGAAGATGGCTTC
2 3°Globin RP GTAGCTTAGAGACTCCATTCG 36 PfCRT T76A FP GCGTTATTGAAGCCATCTTCG

3 PfCRT T76R RP CTCTTGGCGAAGATTCTTTC 37 PfCRT T76G RP CTCTTGGCGAAGATCCCTTC

4 PfCRT T76R FP GCGTTATTGAAAGAATCTTCG 38 PfCRT T76G FP GCGTTATTGAAGGGATCTTCG

5 PfCRT T76K RP CTCTTGGCGAAGATCTTTTC 39 PfCRT T76P RP CTCTTGGCGAAGATGGGTTC

6 PfCRT T76K FP GCGTTATTGAAAAGATCTTCG 40 PfCRT T76P FP GCGTTATTGAACCCATCTTCG

7 PfCRT T76H RP CTCTTGGCGAAGATGTGTTC 41 PfCRT 174M RP CGAAGATGGTTTCCATAACGC

8 PfCRT T76H FP GCGTTATTGAACACATCTTCG 42 PfCRT 174M FP GCGTTATGGAAACCATCTTCG

9 PfCRT T76E RP CTCTTGGCGAAGATCTCTTC 43 PfCRT E75N RP GATGGTGTTAATAACGCAAACG
10 PfCRT T76E FP GCGTTATTGAAGAGATCTTCG 44 PfCRT E75N FP CGTTTGCGTTATTAACACCATC

11 PfCRT T76D RP CTCTTGGCGAAGATGTCTTC 45 PfCRT I74M-E75N RP CTTGGCGAAGATGGTGTTCATAAC
12 PfCRT T76D FP GCGTTATTGAAGACATCTTCG 46 PfCRT 174M-E75N FP GTTATGAACACCATCTTCGCCAAG
13 PfCRT T76Y RP CTCTTGGCGAAGATGTATTC 47 PfCRT S220A RP CTGGGATCAATGCGGAGATC

14 PfCRT T76Y FP GCGTTATTGAATACATCTTCG 48 PfCRT S220A FP GATCTCCGCATTGATCCCAG

15 PfCRT T76Q RP CTCTTGGCGAAGATCTGTTC 49 PfCRT E271Q RP GCAATTGTTTCAAGAATGGCAAG
16 PfCRT T76Q FP GCGTTATTGAACAGATCTTCG 50 PfCRT E271Q FP CTTGCCATTCTTGAAACAATTGC
17 PfCRT T76N RP CTCTTGGCGAAGATGTTTTC 51 PFCRT N75E-K76T RP CGAAAATCGTCTCCATGACGC

18 PfCRT T76N FP GCGTTATTGAAAACATCTTCG 52 PfCRT N75E-K76T FP GCGTCATGGAGACGATTTTCG

19 PfCRT T76C RP CTCTTGGCGAAGATGCATTC 53 PfCRT S326N RP CGCAAATGTTGAAGAAGGAGAAC
20 PfCRT T76C FP GCGTTATTGAATGCATCTTCG 54 PfCRT S326N FP GTTCTCCTTCTTCAACATTTGCG
21 PfCRT T76S RP CTCTTGGCGAAGATGCTTTC 55 PfCRT T3561 RP GCAATAGCAATAGCTGGACCTTG
22 PfCRT T76S FP GCGTTATTGAAAGCATCTTCG 56 PfCRT T3561 FP CAAGGTCCAGCTATTGCTATTGC
23 PfCRT T76W RP CTCTTGGCGAAGATCCATTC 57 PfCRT I371R RP CTAGGTTCACGAACAACATC

24 PfCRT T76W FP GCGTTATTGAATGGATCTTCG 58 PfCRT I371R FP GATGTTGTTCGTGAACCTAG

25 PfCRT T76F RP CTCTTGGCGAAGATGAATTC 59 PfCRT E75R RP CGAAGATGGTTCTAATAACGC

26 PfCRT T76F FP GCGTTATTGAATTCATCTTCG 60 PfCRT E75R FP GCGTTATTAGAACCATCTTCG

27 PfCRT T761 RP CTCTTGGCGAAGATGATTTC 61 PfCRT E75D RP CGAAGATGGTATCAATAACGC

28 PfCRT T76l FP GCGTTATTGAAATCATCTTCG 62 PfCRT E75D FP GCGTTATTGATACCATCTTCG

29 PfCRT T76M RP CTCTTGGCGAAGATCATTTC 63 PfCRT E75G RP CGAAGATGGTTCCAATAACGC

30 PfCRT T76M FP GCGTTATTGAAATGATCTTCG 64 PfCRT E75G FP GCGTTATTGGAACCATCTTCG

31 PfCRT T76L RP CTCTTGGCGAAGATGAGTTC 65 SP6 -66 FP GCTTGTACATATTGTCGTTAGAACG
32 PfCRT T76L FP GCGTTATTGAACTCATCTTCG 66 PfCRT +395 FP CCATTTCTATGTTGGATGCC

33 PfCRT T76V RP CTCTTGGCGAAGATGACTTC 67 PfCRT +731 FP GATTGAACGCTATGGTTTC

34 PfCRT T76V FP GCGTTATTGAAGTCATCTTCG 68 pSP64T RP GTAAGTTGGGTATTATGTAGC
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