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ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund Malaria tropica ist global gesehen eine der todlichsten Infektions-
krankheiten. In einem historischen Kraftakt gelang es, die durch den Parasiten
Plasmodium falciparum ausgeloste und tiber Mosquitos {ibertratgene Krankheit ein-
zuddammen und in vielen Landern vollstindig zu eradizieren. Dieses Ziel global zu
erreichen, scheint jedoch noch in weiter Ferne. Vor allen in den tropischen Regio-
nen Afrikas versterben jahrlich weiterhin mehrere hunderttausend Menschen, vor
allem Sauglinge und Kinder, an der Krankheit.

Posttranslationale Modifikationen (PTMs) bilden eine grofie Gruppe biochemischer
Verdnderungen, welche die Komplexitit von Proteomen aller Lebewesen erhchen.
PTMs wurden aufgrund ihrer Beteiligung an verschiedensten Zellprozessen bereits
mehrfach als Ziel potentieller Malaria-Therapeutika diskutiert. O-GlcNAcylierung
ist eine bei vielen Organismen verbreitete PTM. Diese spezielle Form der Glykosy-
lierung ist aufgrund der Beteiligung an verschiedenen Pathologien wie neurode-
generativen Erkrankungen und Neoplasien in den Fokus gertickt. Sie spielt jedoch
auch eine wichtige regulative Rolle im zelluldren Energiestoffwechsel. Auch bei P.
falciparum ist ihr allgemeines Vorkommen bereits bekannt. Ziel dieser Arbeit war es
zu identifizieren, welche Proteine im Proteom des Parasiten O-GlcNAc modifiziert
sind, mehr {iber den Prozess dieser Modifikation herauszufinden und eventuelle
Funktionen bei Apikomplexa generell nachvollziehen zu kénnen.

Methoden Der P. falciparum Stamm 3D7 wurde in Erythrozytenkulturen angeziich-
tet und vermehrt. Das Proteom wurde auf O-GlcNAcylierung untersucht, hierbei
wurden unterschiedliche Nachweismethoden angewandt. Das Niveau der UDP-
GlcNAc-Konzentration, dem Donor der O-GlcNAc-Modifikation, wurde in der high
performance Anion Exchange Chromatography] (HPAEC) gemessen. O-GlcNAcylierte
Proteine wurden nach click-chemistry-Biotinmarkierung und mit Weizenkeimlektin-
Agaroseperlen angereichert. Die Identifizierung der modifizierten Proteine erfolgte
in der Massenspektometrie (nano-LC MS/MS).

Ergebnisse P. falciparum verfligt tiber einen eigenen, wenn auch im Vergleich zu
MRC-5 Kontrollzellen sehr niedrigen, UDP-GIcNAc-Vorrat. In der Immundetektion
stellen sich Unterschiede der O-GlcNAcylierung der verschiedenen Parasitenstadi-
en dar. Durch verschiedene proteomische Techniken konnten im Proteom von reifen
Trophozoiten 14 O-GlcNAcylierte Proteine eindeutig identifiziert werden (11 iiber
click-chemistry, 6 tiber sSWGA-Perlen Anreicherung und eine durch spezifische Anti-
korper). Diese Proteine sind an fiir das Uberleben des Parasiten wichtigen, Funktio-
nen, Strukturen und Stoffwechselwegen beteiligt. Vier der identifizierten Proteine
sind Enzyme der Glykolyse. Diese ist von grofSer Bedeutung fiir den Energiestoff-
wechsel des Parasiten. Durch Inkubation click-chemistry-modifizierter Proteine mit
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spezifischen Antikorpern konnte die O-GlcNAcyirung der Proteine Hspyo und «-
Tubulin zusatzlich zur Massenspektroskopie immunbiochemisch gezeigt werden.
Die Inkubation von P. falciparum-Kulturen mit einem Inhibitor der O-GlcNAc-Ab-
spaltung fiihrte zu einer nicht signifikanten Abnahme der Wachstumsrate

Schlussfolgerungen In dieser Studie konnten zum ersten Mal O-GlcNAcylierte
Proteine im Proteom von P. falciparum nachgewiesen und benannt werden. Auch
wenn einige Parallelen zum O-GIcNAcom anderer Organismen bestehen, lassen
strukturelle Unterschiede doch die Moglichkeit erscheinen, diese Strukturen als
mogliche Ziele einer Malariatherapie in Angriff zu nehmen. Die Blockierung der
UDP-GIcNAc Biosynthese oder der Abspaltung von O-GIcNAc von bereits modi-
tizierten Proteinen konnten andere vielversprechende Ansédtze darstellen, um den
Lebenszyklus von P. falciparum zu hemmen. Zudem kénnen das Auftreten der post-
translationalen Modifikation bei P. falciparum sowie die Unterschiede im Vergleich
zu anderen Spezies Hinweise beziiglich der taxonomischen Einordnung der Api-

complexa bieten.



SUMMARY

Background Despite the huge and in parts very successfull global effort to eradicate
malaria tropica, it still is one of the most deadly infectious diseases. Therefore Plas-
modium falciparum the disease causing parasite is a major target of medical research.
Post-translational modifications (PTMs) constitute a huge group of chemical modi-
fications that increase the complexity of the proteomes of living beings. PTMs have
been discussed as potential anti-malarial drug targets due to their involvement in
many cell processes. O-GlcNAcylation is a widespread PTM found in different orga-
nisms including P. falciparum. The aim of this study was to identify O-GlcNAcylated
proteins of P. falciparum, to learn more about such modification process and to pre-
dict its possible funcional role in the Apicomplexans.

Methods The P. falciparum strain 3Dy was cultivated in erythrocytes, purified and
the proteome checked for the O-GlcNAc-modification by using different methods.
The level of UDP-GIcNAc, the donor of the sugar moiety for O-GlcNAcylation pro-
cesses, was measured using high performance anion exchange chromatography
(HPAEC). O-GlcNAcylated proteins were enriched and purified utilizing either
click chemistry labelling or adsorption on succinyl-wheat germ agglutinin beads.
Proteins were then identified by mass-spectrometry (nano-LC MS/MS).

Results While low, when compared to MRC-5 control cells, P. falciparum possesses
its own pool of UDP-GIcNAc. By using proteomics methods, 13 O-GlcNAcylated
proteins were unambiguously identified in late trophozoites (11 by click-chemistry
and 6 by sWGA-beads enrichment; 4 being identified by the two approaches). The-
se proteins are all part of pathways, functions and structures important for the
parasite survival. By probing ,clicked” proteins using specific antibodies the heat
shock protein (Hsp)7o and alpha-tubulin were identified as P. falciparum O-GlcNAc-
bearing proteins. Cultivation of P. falciparum in presence of an inhibitor for the O-
GIcNAC catalysis reduced the parasite growth. However the interaction effect was
not significant.

Conclusions This is the first study exploring the O-GlcNAcylated proteins in P. falci-
parum. While the parasite O-GlcNAcome seems to be close to those of other species,
the structural differences exhibited by the proteomes provides a glimpse of inno-
vative therapeutic paths to fight malaria. Blocking biosynthesis of UDP-GlcNAc
or inhibiting the O-GlcNAc catalysis could be other promising options to inhibit
the life cycle of Plasmodium. The existence of O-GlcNAcylation in P. falciparum and
therefore in Apicomplexa in general could help to unravel the phylum’s difficult

taxonomic classification.
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EINFUHRUNG

1.1 PLASMODIUM FALCIPARUM - DER ERREGER DER MALARIA TROPICA
1.1.1  Die Malariaerreger

Neben Plasmodium falciparum (P. FALCIPARUM) dem Erreger der Malaria tropica, wel-
cher Objekt dieser Untersuchung ist, gibt es vier weitere humanpathogene Malaria
Erreger. Plasmodium vivax, Erreger der Malaria tertiana, ist neben P. flaciparum die
Art mit der hochsten Bedeutung fiir die 6ffentliche und die globale Gesundheit. Die
durch P. vivax ausgeloste Malaria tertiana kann ebenfalls zu der Komplikation einer
schweren Malaria (Unterabsatz 1.1.10.2) fiihren, wenn auch weitaus seltener als die
Malaria tropica. Charakteristisch fiir Malaria tertiana sind die alle drei Tage rezidi-
vierenden heftigen Fieberschiibe. Dieses sogenannte Drei-Tage-Fieber findet seine
Ursache in der synchronen Reifung und Teilung der Parasiten in den Erythrozyten
ca. alle 72h. Nach dieser Zeit platzen die infizierten Zellen, sodass die Parasiten
in den Kreislauf gelangen, wo sie in Kontakt mit dem Immunsystem kommen. Sie
infizieren frische Erythrozyten und die Teilung beginnt von neuem. Das Verbrei-
tungsgebiet des P. vivax ist grofier als das von P. falciparum, da der Parasit auch bei
niedrigeren Temperaturen und in hoheren Hohenlagen tiberleben kann. Daher ist
der Erreger fiir einen tiberwiegenden Teil der Malariafélle in der Mittelmeerregion,
den hoher gelegenen Regionen in Zentralamerika sowie grofien Teilen Siidostasiens
verantwortlich [132]. Die in viertdgigem Rhythmus Fieberschiibe auslosende Ma-
laria quartana wird durch Plasmodium malariae verursacht. Die Schiibe entstehen
analog der Tertiana, der lingere Zeitraum ist durch die langsamere Reproduktions-
rate von P. MALARIAE im Blut bedingt. Der Parasit ist vorwiegend im Sub-Sahara-
und Pazifik-Raum verbreitet. Die Infektion gilt als weniger schwerwiegend und
leichter behandelbar als die mit den zuvor genanten Arten. Ebenfalls weniger hef-
tig fallen Infektionen mit dem vor allem in lokal begrenzten Regionen in Afrika und
Stidasien vorkommenden Plasmodium ovale aus [186]. Eine hauptsachlich Makaken
betreffende Form der Malaria 16st der Parasit Plasmodium knowlesi aus. Eine Infekti-
on von Menschen durch den Erreger wurde erstmals 2004 in Borneo entdeckt [241].
Inzwischen sind Félle aus nahezu ganz Siidostasien bekannt geworden. In ihrem
klinischen Verlauf entspricht die knowlesi-Malaria einer Infektion mit P. vivax. Auch
hier sind einzelne Fille einer schweren Malaria beschrieben [240].
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1.1.2 Kleine Geschichte der Malaria

In Anbetracht der alten Bezeichnung Protozoon , Urtierchens” fiir die Klasse des
Malariaerregers Plasmodium iiberrascht es nicht, dass auch die Malaria als eine
,Urkrankheit” gelten kann. Mithilfe von Polymerase Chain Reaction/Polymerase-
Kettenreaktion (PCR)-Analysen wurde bei dgyptischen Mumien, deren Alter
auf 3500 vor unserer Zeitrechnung datiert werden, Plasmodien deoxyribonucleic
acid / Desoxyribonukleinsdure (DNA) nachgewiesen [190]. Die dltesten Berichte aus
der westliche Welt tiber den Verlauf der Erkrankungen, stammen von Hippokrates,
der die verschiedenen Fieberverldufe der Krankheit in seinen Schriften Epidemien
und Aphorismen beschrieb. Spuren verschiedener alter Erklarungstheorien fiir die
Ursache der Erkrankung, finden sich in noch heute giangigen Bezeichnungen der
Krankheit. Der franzosische Name paludisme leitet sich von der lateinischen Bezeich-
nung fiir Sumpf (palus) her. Genauso die Deutsche Bezeichnung ,Marschfieber”.
Hier zeigt sich der enge Zusammenhang von Malaria-Epedemien in Europa mit
Sumpfgebieten als Brutstddte der Anopheles-Miicke. Ein prominentes Beispiel hier-
fir sind die stidlich von Rom gelegenen Pontischen Stimpfe, deren Trockenlegung
durch Benito Mussolini zu einem starken Riickgang der Malaria in der Region
tiihrte, welche durch die erneute Flutung durch die Deutsche Wehrmacht, zur Ab-
wehr alliierter Landungstruppen 1943, voriibergehend wieder riickgdngig gemacht
wurde [94]. Der Ursprung der Bezeichnung Malaria, mal aria (ital.: schlechte Luft),
spiegelt einen anderen Erkldarungsversuch wieder, der den Ursprung der Krankheit
in der Inhalation giftiger Dimpfe zum Teil ebenfalls aus Stimpfen entsteigend, sieht
[51]. Erst als mit Pasteurs Keimtheorie die Suche nach den kleinen Ursachen grofser
Erkrankungen mit Hilfe von Labortechnik begann, gelang es Charles Louis Alphon-
se Laveran am 6. November 1880 bei Blutuntersuchungen an 44 Malariakranken,
einen Parasiten als Verursacher der Krankheit auszumachen [159]. Ronald Ross
gliickte es schliefslich 1897, Stechmiicken als Vektor der Krankheit zu identifizie-
ren. Thm war im Magen der Miicken ein Pigment aufgefallen, das dem Pigment
des Malariaparasiten, dem Hadmozoin, im Menschen glich [217]. Umstritten war
jedoch wie die Parasiten von der Stechmticke wieder auf den Menschen iibertragen
werden. Hierfiir kursierten mehrere Theorien wie die Ubertragung {iber Larven
oder Eier im Wasser, oder iiber Parasiten, die in der Erde iiberleben. In den darauf-
folgenden Jahren gelang es Ross den gesamten Entwicklungskreislauf der avidren
Malaria an Spatzen samt Riickiibertragung durch den Insektenstich, nachzuwei-
sen. Den Italienern Bignami und Grassi gelang es 1989, einen gesunden Patienten
durch einen Mosquitostich mit Malaria zu infizieren. Dies geschah jedoch in einer
Umgebung, in der Malaria endemisch war. SchliefSlich infizierte Patrick Manson,
der britische ,Vater der Tropenmedizin” seinen Sohn in England mit dem Stich
einer Miicke, die er von den Italienern erhalten hatte und wies den Infektionsweg
somit unanfechtbar nach. Ein wie eine Chronique scandaleuse zu lesender Wettstreit



1.1 PLASMODIUM FALCIPARUM - DER ERREGER DER MALARIA TROPICA

zundchst zwischen Wissenschaftlern verschiedener Nationen, dann zwischen den
beiden Briten Manson und Ross dartiber, wer den Infektionsweg zuerst entdeckte,
war entfacht. Bei den gegenseitigen Vorwdiirfen, die bis hin zu kleinlichen Aus-
einandersetzungen vor Gericht gingen, bezeichnete sich zwischendurch sogar das
,Urgestein” der deutschen Infektiologie, Robert Koch, als der eigentliche Begriinder
der Mosquito-Vektor-Theorie. Letztlich konnten sich Ross und Leveran mit Erhalt
des Nobelpreises 1902 und 1907 als Gewinner dieses Wettstreites ansehen [104].
Auf dem Verstindnis des Lebenszyklus des Parasiten und der Ubertragung durch
seinen Vektor aufbauend, konnte der Malaria der Kampf angesagt werden. Ein
Kampf in dem mit der Eradikation der Krankheit in grofien Teilen Europas, den

USA und Kanada, Nordasiens und Australiens ein erster Sieg errungen wurde.

1.1.3 Der Lebenszyklus der Plasmodien

1.1.3.1  Das prierythrozytire Stadium

Die Infektion des Menschen mit Malaria beginnt mit dem Stich einer infizierten
weiblichen Anopheles-Miicke. Die Miicke injiziert nur relativ wenige Parasiten (<10-
100) im Sporozoiten-Stadium, vor allem wahrend , Probestichen” auf der Suche
nach Blutgefafsen [203]. Die Parasiten bleiben zunachst unter der Haut und gelan-
gen dann, nach wenigen Stunden iiber das Blut und zu einem Fiinftel iiber den
Lymphweg, in die Leber [307]. Um aus dem Lebersinus in den Disseraum (dem
Spalt zwischen den Leberkapillaren und den Hepatozyten) zu gelangen, passieren
sie hochstwahrscheinlich die Kupffer-Zellen [134]. Nach der Passage mehrerer He-
patozyten, nisten sie sich schliefilich in einem solchen ein und beginnen mit der
ersten ungeschlechtlichen Teilung [184]. 5,5 Tage verbleiben die P. flaciparum Sporo-
zoiten in den Leberzellen und teilen sich, bis der Schizont und die Zelle rupturieren
und tausende Merozoiten in den Kreislauf gelangen [46].

1.1.3.2 Invasion der Erythrozyten

Kommt der freie Merozoit in Kontakt mit einem Erythrozyt, gleitet er zundchst nach
loser Bindung an dessen Oberfldche iiber die Zelle, um zu verifizieren, dass es sich
um eine zur Invasion geeignete Zelle handelt. Daraufhin reorientiert sich der Parasit,
sodass sein apikales Ende zur Erythrozytenmembran gerichtet ist. Uber , tight junc-
tions” bindet er die Membran und sttilpt sich in die Zelle [50]. Bei der Ausrichtung
und Invasion dient dem Sporozoiten das sogenannte glideosom. Wichtige Elemente
dieses Proteinapparats sind Aktin, Myosin A, Aldolase — eigentlich ein Protein der
Glykolyse — und das Thrombospondin-related Anonymous Protein (TRAP) [189]. Fiir
die Ausrichtung ist das Protein AMA-1 von Bedeutung; bei der eigentlichen Invasi-
on die EBA Proteine, die an Glykoproteine der Erythrozytenmembran binden [250].
Die bei der Invagination der Membran gebildete Tasche dient dem Parasiten in der
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Zelle als eine Art Taucherglocke. In dieser sogenannten parasitophoren Vakuole
richtet sich der Parasit ein ihm genehmes Milieu sowie den von ihm benétigten
hohen Ca**-Spiegel ein [22]. Fiir die Invasion bleiben den Merozoiten nur kurze
Zeit. Nach wenigen Minuten beginnen sie abzusterben. Ihre Halbwertszeit im Blut
liegt bei 10 Minuten [35].

1.1.3.3 Das erythrozytire Stadium

Wihrend den ersten 26 Stunden dhneln die Parasiten im Blutausstrich einem oder
mehreren Siegelringen (Abbildung 1.1-Abbildung 1.10). Daher wird dieses Stadi-
um als Ringstadium bezeichnet. Die Ringe werden dicker und reichern als sog.
Trophozoiten Hamozoin an, welches sich im Mikroskop als dunkle Flecke in den
Blutzellen ausmachen ldsst (Abbildung 1.11-Abbildung 1.20). Nach ca. 36 Stun-
den beginnen die Tophozoiten mit der meiotischen Teilung. Nach 44-48 Stunden
ist der Schizont ausgereift (Abbildung 1.21-Abbildung 1.31) [46]. Er besteht nun
aus 6—36 Merozoiten, die im sogenannten Egress nach Ruptur der parasitophoren
Vakuole und anschliefsender Ruptur der Erythrozytenmembran, in den Kreislauf
zuriickgelangen, wo sie neue Erythrozyten infizieren (Abbildung 1.32).[292].

Eine Besonderheit des Blutstadiums von P. falciparum ist die Sequestrierung: Die
Adhadsion der infizierte Erythrozyten (IRBC) an das Endothel der Blutgefifie, vor
allem in den Venen aller Organe, mit Ausnahme von Lunge und Milz. Die Adha-
sion erfolgt nach dem gleichen Muster wie die Anfangsphase der Leukodiapedese
weifler Blutkdrperchen, mit Anndherung, Rollen und schlieflich fester Bindung an
die Membran [308]. Hierfiir bilden sie an der Membran der IRBC kleine knopfartige
Adhadsionsstellen, sogenannte knobs [182]. Mehrere parasitdare Proteine (das Knob-
Associated Histidine-Rich Protein (KHARP) und die Pf-erythrocyte membrane prote-
ins (PFEMP)-2 und -3) interagieren mit Cytoskelettelementen der IRBC Membran,
PFEMP-1 mit dem Endothel [233]. Die knobs tragen zudem zu der sehr hohen Steif-
heit der Membran von IRBCs, im Vergleich zu nicht infizierten Zellen, bei [317].
Vermutlich dient die Sequestierung dazu, moglichst viele IRBCs, der Reinigung
durch die Milz zu entziehen [46].

Eine der Sequestrierung dhnelnde Eigenschaft von P. falciparum infizierten Blut-
zellen ist das rosettenférmige Binden uninfizierte Erythrozyten (URBC) um sich. Ob
dieses rosetting, das in Zellkulturen gut zu beobachten ist, auch in vivo vorkommt,
ist schwer nachzuweisen. Es besteht jedoch eine Korrelation zwischen der Fahigkeit

verschiedener Erreger zu rosetting und der Schwere von Malariaerkrankungen [47].

1.1.3.4 Geschlechtliche Stadien im Blut

Neben der ungeschlechtlichen Teilung in den Blutzellen entwickeln sich einige der
Trophozoiten zu geschlechtlichen Zellen. Als Ausloser der sogenannten Gameto-
zytogonie wirkt Erythropoetin. Dieses wird in Folge einer Andmie verstarkt ausge-
schiittet, um den Ersatz verlorengegangener Erythrozyten zu aktivieren. Somit ist
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Abbildung 1: Blutstadien von P. falciparum
(1)-(10) Ring Stadium, (11)-(20) Trophozoiten,
(21)-(31) Schizonten, (32) freie Merozoiten,
(33)-(34) Gametozyten, (35) uninfizierter Erythrozyt
Quelle: eigene Fotos
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es ein guter Zeitgeber fiir eine Geschlechtsreifung bei vorgeschrittener Parasitamie
[198]. Schon im Schizonten-Stadium fallt die Entscheidung zur Entwicklung, so-
dass alle aus einem Schizonten stammenden Merozoiten nach der Infektion neuer
Erythrozyten, entweder mit der Mitose fortfahren, oder sich zu Geschlechtszellen
entwickeln [37]. Entwickeln sie sich zu Gametozyten (geschlechtlichen Zellen), ha-
ben alle aus einem Schizonten stammenden Gametozyten das gleiche Geschlecht
[238]. In den 8-12 Tagen ihrer Entwicklung durchlaufen die Gametozyten 5 Stadien
(I-V). Sehen sie in Stadum I noch so aus wie ungeschlechtliche Trophozoiten, so ver-
formen sie sich im Laufe der Entwicklung {iber eine spindelartige Form (Stadium
IV, Abbildung 1.33-Abbildung 1.34) hin, zu der fiir P. falciparum charakteristischen
Bananenform der reifen Geschlechtszellen (Stadium V) [19]. Wahrend ihrer Entwick-
lung entziehen sich auch die Gametozyten durch Sequestierung dem Blutkreislauf
und somit der Elimination in der Milz. Erst mit Erreichen des Stadium V, 15sen sie
sich von der Zellwand und kénnen von einer Stechmiicke iiber die Blutmahlzeit
aufgenommen werden [34]. Die Geschlechtsverteilung der Gametozyten liegt auf
Seiten der weiblichen Zellen, wobei aus einem mé&nnlichen Gametozyten 4 bis 8
Gameten entstehen, wihrend aus einem weiblichen Gametozyten nur ein Gamet
entsteht. Eine Erklarung hierfiir ware, dass eine Immobilisierung der aktiv suchen-
den méannlichen Gameten eine Befruchtung eher unterbinden wiirde als die der
wartenden weiblichen Gamete. Somit ist es ein Selektionsvorteil einen Uberschuss

an ménnlichen Parasiten zu produzieren [198].

1.1.3.5 Vermehrung im Mosquito

Die Aufnahme durch die Stechmiicke bedeutet zunédchst eine krasse Umstellung
der Umgebungsbedingungen fiir den Parasiten. Die Umgebungstemperatur sinkt
um 5 °C ab und der pH steigt von 7,4 auf bis zu 8,0-8,2 [30]. Noch wahrend der
Mosquito seine Blutmahlzeit aufnimmt, verlassen die Gameten beider Geschlechter
die Erythrozyten. Die madnnlichen Gameten durchlaufen innerhalb von 15 Minuten
drei Teilungen. Jede, der aus diesen Teilungen hervorgegangenen Mikrogameten,
ist mit einer Flagelle ausgeriistet. Sie ist nun mobil und kann sich auf die Suche
nach einer weiblichen Gamete machen und diese befruchten [239].

Mit dem Verschmelzen der Gameten entsteht die diploide Zygote. Hier finden die
zwei Schritte der Meiose statt. Aus dem diploiden werden vier haploide Chromoso-
mensitze in getrennten Kernen, die sogleich mit der Elongation beginnen [111]. Die
so aus der Zygote entstandene Ookinete ist noch hoch mobil. Mit Hilfe von Chitina-
sen frisst sie sich durch die peritrophische Membran des Anopheles-Mitteldarms,
einer der Glykokalix bei Sdugern dhnlichen Schutzschicht aus Glykoproteinen und
Chitinfibrillen. Daraufhin bindet sie an die Mitteldarm-Oberflache und beginnt mit
der Invasion und Durchwanderung der Epithelzellen. Dieser Schritt erfordert die
Interaktion einer Vielzahl von Liganden, die es der Ookinete ermoglichen, iiber
mindestens zwei alternative Wege in die Zellen zu gelangen [276]. An der Basal-
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membran angekommen verliert die Ookinete ihre Mobilitit. Sie wachst zur Oozyste
an und beginnt mit der Zellteilung. In der sogenannten Sporogonie entstehen bin-
nen 12-18 Tagen mehrere tausend Zellkerne. Nach Reifung der Sporozoiten bricht
die dicke Zellwand der Oozysten auf und die Sporozoiten wandern in Richtung
der Speicheldriisen. Sie sind nicht unmittelbar infektids, sondern ihre Fihigkeit,
Saugetiere bei einem Stich durch die Miicke zu infizieren, kommt mit einiger Verzo-
gerung [239]. Nur ein kleiner Teil der urspriinglich aufgenommenen Gametozyten
durchlaufen alle diese Entwicklungsschritte. Nach Verlust des Schutzes durch die
Erythrozytenmembran erliegen viele der Gameten Angriffen durch das Komple-
ment und durch Leukozyten sowie der Immobilisierung durch Antikérper und
Oxidierung durch Sauerstoffradikale. Viele Mosquitos werden trotz der Aufnah-
me von Gametozyten nicht infiziert. Aus tausend aufgenommenen Gametozyten
erreichen ca. fiinf das Stadium der Oozyste [245].

LEBENSZYKLUS IM MOSQUITO

(vgl. Unterabsatz 1.1.3.5)
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Abbildung 2: Lebenszyklus der Plasmodien
Nach Life cycle of the malaria parasite from Epidemiology of Infectious Diseases. Available at:
http://ocw. jhsph.edu Copyright Johns Hopkins Bloomberg School of Public Health. Creative
Commons BY-NC-SA. (modifiziert)

1.1.4 Die Phylogenetik von P. falciparum

Das Forschungsfeld der Phylogenetik hat sich durch die DNA-Sequenzanalyse deut-
lich verandert. Wurden zuvor mikroskopisch oder in einfachen biochemischen Ver-
suchen bestimmbare Eigenschaften zur taxonomischen Einteilung genutzt, so wird
nun versucht, die Spezies anhand genetischer Merkmale in eine evolutionsbiologi-

sche Systematik einzuordnen.
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Zunichst waren Plasmodien der Gruppe der Protozoen oder Protisten zugeordnet,
die vormals eine Art Sammelbezeichnung aller Eukaryonten bildete, welche weder
dem Reich (kingdom) der Tiere (animalia), noch dem der Pflanzen (plantae), oder dem
spdter hinzugekommenen der Pilze (fungi) angehorten [227]. Der aus den Unmen-
gen an neu sequenzierter biogenetischer Information entstandenen Komplexitit ist
es geschuldet, dass momentan mehrere divergierende bzw. konkurrierende Sys-
tematiken bestehen, die auch intern regelméfiigen Verdnderungen unterliegen. In
den am weitesten verbreitenden Systematiken nach Adl und nach Cavalier-Smith
schieden die Apicomplexae inzwischen aus dem kingdom der Protozoen aus und
wurden Teil eines neu definierten kingdoms, den chromista [3, 222]. Zu dieser Grup-
pe, die Spezies vereint, welche unter anderem Chlorophyll-c beinhaltende Plastide
besitzen, oder diese in ihrer Entwicklung besafien und verloren, zéhlen die Api-
complexae [42].

Der Apicoplast dieses Pylum ist das Uberbleibsel einer von Vorliduferzellen im Sin-
ne einer sekunddren Endosymbiose phagozytierten Rotalgenart und ist dem Chlo-
roplasten der Pflanzen verwandt. Die parasitire Lebensweise der Apicomplexae
wurde erst spater eingeschlagen. Daraus resultierte wahrscheinlich im Verlauf der
Verlust der Fahigkeit zur Photosynthese. Diese Abzweigung des eukaryontischen
Stammbaumes liegt phylogenetisch noch vor der Entwicklung der plantae, animalia
und fungi [13, 262].

1.1.5 Epidemiologische, biosoziale und ékonomische Bedeutung der Malaria

Knapp 230 Millionen Menschen erkrankten im Jahr 2019 laut Schatzungen der World
Health Organisation (WHO) an Malaria. Die Krankheit forderte anndhernd 410.000
Tote, die meisten im Sauglings- und Kindesalter [304]. Malaria ist neben HIV / AIDS
und Tuberkulose eine der drei Infektionskrankheiten, fiir deren Einddmmung und
Pravention die hochsten finanziellen und politischen Anstrengungen unternommen
werden. Das , Erzwingen des Riickzugs der Malaria” war im Jahr 2000 Teil der UN-
Millenium-Entwicklungsziele [277] und findet sich auch in deren Fortfithrung, den
,Sustainable Development goals” [278]. Zwischen 2010 und 2015 wurden weltweit
1260 Millionen US-Dollar (USD) fiir die Erforschung von Malariamedikamenten,
798 Millionen USD fiir Impfforschung und 191 Millionen USD fiir Forschung der
Vektorkontrolle ausgegeben [302]. Und der Erfolg ist nicht ausgeblieben. Seit Be-
ginn des neuen Jahrtausends ist es gelungen, die Mortalitdt der Erkrankung zu
halbieren [300]. In den vergangenen drei Jahren jedoch kam es jedoch zu einem
Sistieren und in manchen Regionen sogar zu einer Umkehr dieses Fortschritts. Dies
geschah vor allem durch das Aufkommen von Kriegen und wirtschaftlichen Krisen.
In der Ost Mittelmeer-Region sind im Rahmen der dortigen Biirgerkriege und dem
damit zusammenhédngenden Zerfall des Gesundheitssystems die Zahl der Malaria-
toten zwischen 2013 und 2019 um tiiber 38 % gestiegen. Im Jemen haben sich die
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Malariainfektionen seit 2015 anndhernd verdoppelt. [304]. In Venezuela kam es im
Rahmen der aktuellen 6konomischen Krise zu einem Zuwachs der Malariafédlle um
69 % innerhalb von einem Jahr [259]. Marcia Caldas de Castro und Monica G. Fisher
zeigen, dass eine Steigerung um einen Punkt im Wealth Index eines Landes zu ei-
nem 4 prozentigen Riickgang der Pravalenz von Malaria Infektionen fiihrt. [41] Der
frithere Berater der Weltbank und WHO, Jeffrey Sachs, der den Zusammenhang
zwischen der Inzidenz von Malaria und der wirtschaftlichen Entwicklung erforscht,
beschreibt jedoch, dass im Gegensatz zu vielen anderen Krankheiten, welche direk-
te Folge der Armut eines Landes und den damit verbundenen infrastrukturellen
Problemen sind, die Malaria in erster Linie nicht vom Reichtum eines Landes oder
einer Region, sondern von klimatischen und 6kologischen Faktoren determiniert
ist. Er sieht die Krankheit daher weniger als Folge, sondern vielmehr als Ursache
von Armut. Zum einen seien die Gesellschaften in Epidemieregionen gezwungen,
aufgrund der Krankheit hohe Summen auszugeben. So beschreibt die WHO in
der , Abuja Declaration” von 2000, dass sehr armen Familien in einigen Landern
Afrikas bis zu 25 % ihres Jahreseinkommens fiir die Pravention und Therapie der
Malaria ausgeben [294]. Zudem wiirde aufgrund der hohen Kindersterblichkeit die
Geburtenrate gesteigert, wodurch pro Kind weniger Geld fiir Bildung zur Verfii-
gung stehe. Auch werde, wenn die Lebenserwartung niedrig sei, generell weniger in
Bildung investiert. Hinzu kommt die verlorene Arbeits- bzw. Unterrichtszeit durch
Krankheitsfehltage. So verpassen Grundschiiler in Kenia aufgrund der Krankheit
iiber ein Zehntel ihrer Schultage. Zuletzt wirke sich der Status als Endemiegebiet
negativ auf Tourismus und Investitionsstandort aus. Im Zusammenspiel dieser Fak-
toren sieht Sachs die Ursache dafiir, dass Volkswirtschaften mit Malaria zwischen
1965 und 1990 ein durchschnittliches Wirtschaftswachstum von 0,4 % im Jahr ver-
zeichneten, die anderen Staaten eines von 2,3 % [89, 223]. Andere Autoren sehen
eine , duale Kausalitdt”, dass die Erkrankung also sowohl Ursache als auch Folge
von Verarmung ist [251] Zu beachten bleibt in diesem Zusammenhang, dass heute
ungefdhr 9o % der Todesfille durch Malaria in sub-Sahara Afrika verzeichnet sind
und von den 15 Landern, in denen es weltweit zu 8o % der Infektionen kommt, alle

bis auf eines in dieser Region liegen. [303]

1.1.6  Geographie der Erkrankung

In 91 Landern weltweit wird Malaria tibertragen. 21 Lander haben die Krankheit
seit der Jahrtausendwende eliminiert und ergreifen nun Mafinahmen, ein Wieder-
aufkommen der Krankheit auf lange Sicht zu verhindern. Auch in jiingster Zeit
wurden weitere Lander als malariafrei erkldrt. Paraguay und Usbekistan erhielten
dieses Pradikat 2018, Algerien kam 2019 dazu. Weitere elf Lander stehen vor der
Eradikation [304]. Die Verteilung der Krankheit ist abhéngig von geografischen
Aspekten. In Hohenlagen iiber 2000 Metern sowie bei Temperaturen von tiber 33 °C

10



1.1 PLASMODIUM FALCIPARUM - DER ERREGER DER MALARIA TROPICA

und unter 16 °C kommt Malaria nicht vor. Unter diesen Bedingungen kann die tiber
eine Woche andauernde Entwicklung des Parasiten im Mosquito (Die Sporogonie)
nicht stattfinden, selbst wenn Anopheles Populationen an diesen Orten iiberleben
konnten. Von den iiber 200 Anopheles-Arten konnen 8o Malaria iibertragen, 66 gel-
ten als natiirliche Vektoren. Die einzelnen Arten haben verschiedene Vorlieben was
ihre Brutstitten, Flugweiten und die Wahl ihrer Blutmahlzeit angeht. In Gebieten,
in denen Anopheles Spezies vorherrschen, welche vorwiegend Menschen stechen, ist
die Verbreitung von Malaria viel hoher als in Regionen, in denen die Vektoren sich
tiberwiegend von Tierblut erndhren. Die in Afrika dominante Formen AN. gambiae
und AN. funestus sind besonders antropophil, wohingegen in Asien in Regionen mit
dhnlichen klimatischen Bedingungen die zoophilen Spezies {iberwiegen [243]. Alle
diese Faktoren haben Einfluss auf die lokale Verbreitung der Malaria. [46]. Sind
iiber einen ldngeren Zeitraum, z. B. wahrend der Trockenzeit keine Stechmiicken
vorhanden, muss der Parasit im Menschen iiberleben bis die Vektoren zurtickge-
kehrt sind. Ein Extrembeispiel hierfiir ist das Plasmodium vivax hibernans, welches
in Nordkorea vorkommt und mit extrem langen Inkubationszeiten von 10 bis 12

Monaten ohne Vektor tiberbriicken kann [93].

1.1.7 Epidemiegebiete

Durch geographische und vor allem klimatische Gegebenheiten bedingte Unter-
schiede der Ubertragung haben grofien Einfluss auf Verlauf und Altersverteilung
der Krankheit. Abhingig vom Ubertragungsniveau lassen sich Endemiegebiete ein-
teilen. Die Differenzierung von sporadischen, hypoendemischen bis hin zu holoen-
demischen Gebieten konnen unter anderem anhand der Nachweisbarkeit von Para-
siten im Blut oder der Milz wahlweise auch auf Altersgruppen angepasst [172][192],
oder tiber die Entomological Inoculation Rate (EIR) die Haufigkeit infektioser Stiche
pro Jahr definiert werden [196][271]. Ein Riickgang der Malariapravalenz in einer
Region wird erst unter einem EIR von eins beobachtet [25]. Der Krankheitsverlauf
verdndert sich jedoch schon bei Werten weit dariiber. In holoendemischen Gebieten
mit einer EIR von 100 bis 1000, erreicht die Letalitdt bei Kindern mit drei Jahren
bei {iber 200 pro 10.000 ihr Maximum. Mit 5 Jahren sterben noch 25 von 10.000
und tiber 10 Jahren geht die Mortalitdt gegen Null. In meso- bis hyperendemischen
Regionen mit 1—10 EIR im Jahr liegt das Mortalititmaximum bei den 5-jahrigen bei
50 von 10.000, sinkt jedoch bis zum 20. Lebensjahr nicht unter 25. In hypoendemi-
schen Regionen, bzw. Regionen mit sporadischer Pravalenz (0,01-0,1 EIR) nimmt
die Mortalitdt mit dem Alter sogar zu [5]. Grund fiir die Abnahme an Infektionen
mit dem Alter ist die ,,Praemunitidt”. Ein konstanter niedriger Spiegel an asympto-
matischer Parasitimie im Korper bewirkt eine relative Immunitidt. Menschen mit
ausreichender Praemunitit konnen mit einem Parasitentiter, bei dem unkonditio-

nierte Menschen schon in Lebensgefahr schweben wiirden, ganz normal ihrem All-
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tag nachgehen. Allerdings verschwindet dieser Effekt ziemlich schnell, wenn sich
die Personen einige Zeit aufSerhalb des Endemiegebiets aufhalten und sich nicht
konstant weiter infizieren konnen. Dies trifft beispielsweise Studierende, die nach
jahrelangem Studium im Ausland wieder nach Hause zuriickkehren, oder Men-
schen die zur Arbeitsmigration gezwungen sind. Sie sind genauso bedroht wie
Personen aus Regionen mit niedriger oder keiner Pravalenz [71]. Ist es geschafft,
die Parasitdmie unter ein Niveau zu senken, das zu Praemunitit der Bevolkerung
fihrt, muss daher sichergestellt werden, dass die Infektion nicht zuriickkehrt, um
dann auf eine nicht mehr resistente Bevilkerung zu treffen. Ein abschreckendes
Beispiel hierfiir ist das madegassische Hochland. Dort wurde in den 5oer Jahren
die dort ansassige Anopheles-Miicke durch Pestizide scheinbar ausgerottet. Nach-
dem die Inzidenz iiber Jahre hin auf einige Einzelfélle beschrankt blieb, stellte man
die Pestizidanwendung in der Region ein. Die Miicke kam zurtick und Malaria
forderte {iber vierzigtausend Tote unter der nun nicht mehr resistenten Bevolke-
rung [52]. Ob der als grofier Erfolg gefeierte Gebrauch impragnierter Bettnetze und
der eventuellen damit verbundene Verlust der Praemunitat sich langfristig negativ
auswirken wird, kann nicht in randomisierten Studien ermittelt werden, da auf-
grund der guten mittelfristigen Wirksamkeit von impréagnierten Bettnetzen eine
solche Studie unethisch wére [246]. Es unterstreicht jedoch, dass trotz des guten Ex-
folgs der Einsatz von Bettnetzen immer nur Teil einer Eradikationsstrategie bleiben
kann. Bei Kindern nimmt die Geschwindigkeit, mit der sie eine ausreichende Prae-
munitét erreichen konnen, mit dem Alter zu. Daher ist es sinnvoll Sauglinge und
Kleinkinder moglichst vor Infektionen zu schiitzen [18]. Erwdhnenswert ist hier,
dass an dieser Form der Teilimmunitdt mit Glycosylphosphatidylinositolen (GPIs),
ebenfalls parasitire Glykoconjungate beteiligt sind [86, 230].

1.1.8 Die Entwicklung von Immunitit

Neben der Praemunitéit lassen sich zwei weitere Formen der Imunitit gegen Ma-
laria beschreiben. Zum einen die Immunitédt gegen die Symptome der Krankheit.
D. h. eine geringere Morbiditdt und Mortalitdt der Erkrankten gegentiber Menschen
ohne Immunitit, bei, im Gegensatz zu Praemunitit, fehlender persistierender In-
fektion. Zum anderen die Immunitdt gegen den Parasiten selbst. Diese fiihrt zu
einer geringeren Parasitimie im Korper der Erkrankten [71]. Da die Parasiten wéh-
rend des Durchlaufens der verschiedenen Stadien ihre Oberflachenantigene dndern,
kann sich nur eine Stadien-spezifische Immunitét entwickeln [1]. Neuere Untersu-
chungen zur Genexprimierung wihrend des Ubergangs von einem Stadium zum
nédchsten haben jedoch zu der , Cross-Stage-Theorie” gefiihrt. Deren Verfechter mei-
nen einige Ziele fiir Impfstoffe gefunden zu haben, welche gegen mehrere Stadien
wirksam sein kénnten [187]. Eine Immunitit gegen die pra-erythrozytaren Stadien

bleibt umstritten. Auch wenn die Infektionshaufigkeit mit dem Alter nachlésst, so
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bleibt die Zeit zwischen Infektionen in holoendemischen Gebieten doch sehr kurz.
Zudem zeigten Personen mit einer erweiterten Reinfektionszeit auch eine erhohte
Resistenz, wenn sie in klinischen Versuchen direkt mit Parasiten des Blutstadiums
infiziert wurden. Bei Impftests hingegen, bei denen grofse Mengen abgeschwichter
Sporozoiten injiziert wurden, entwickelten die Probanden fiir einige Zeit absolu-
te Resistenz gegen Infektionen [178]. Eine wichtige Rolle bei der mangelhaften
Immunreaktion gegen die pra-erythrozytdren Parasiten spielen regulatorische T-
Zellen (TreGs). Diese in der Haut ansdssigen Zellen sorgen per Inmunsuppression
dafiir, dass nicht jedes mit der Haut in Kontakt kommende Antigen eine soforti-
ge und heftige Immunreaktion auslost. Plasmodien induzieren diese T-Zellen zu
Beginn der Infektion. Die Tregs bilden in hohem Mafle Transforming growth fac-
tor (TGF)-y und Interleukin-1o, zwei anti-inflammatorische Zytokine. Auflerdem
hemmen sie unreife dendritische Zellen, die fiir die Antigenprasentation verant-
wortlich sind, an der Ausreifung [103]. Im Blut-Stadium hingegen sind die Para-
siten angreifbarer. Allein ihre schiere Menge gestattet es ihnen nicht mehr, durch
das Immunsystem unentdeckt zu bleiben. Ihr grofiter Gegner ist nun die Milz, der
sie sich durch Sequestierung zu entziehen versuchen [221]. In der Niere werden
die IRBC von dendritischen Zellen erkannt. Diese aktivieren natiirliche Killerzellen
und CD4 T-Zellen. Zudem werden 1IRBC von Makrophagen phagozytiert . Eine
Hauptfunktion der Milz ist es jedoch, die Blutzellen von den Parasiten zu reinigen.
Diese gereinigten Erythrozyten konnen wieder ihre normale Funktion einnehmen,
haben jedoch ihre Flexibilitit dauerhaft verloren und eine auf 4—5 Wochen ver-
kiirzte Lebenszeit [60]. Diese Reinigung der Erythrozyten ist abhdngig von CD8*
T-Zellen [224]. Dass die Milz eine Hauptfunktion bei der Erlangung und vor allem
den Erhalt von Immunitédt einnimmt, wenn auch nicht die Einzige, ldsst sich aus
Daten von splenektomierten Patienten erschliefsen [17]. Antikdrper kénnen Mero-
zoiten abgreifen solange sich diese aufserhalb der Erythrozyten befinden. Als Ziel
dienen dabei Oberflichenproteine wie das Merozoiten Oberfldchen Protein (MSP).
Die Bedeutung dieser Funktion zeigt sich durch den raschen Riickgang der Parasita-
mie nach Injektion der y-Globuline immuner Erwachsener bei erkrankten Kindern
[45]. Die Antikorper-vermittelte Immunitét ist jedoch sehr Stamm-spezifisch und
schiitzt nur in begrenztem Mafle gegen Reinfektion mit einem anderen Plasmodien
Stamm, oder gar einer anderen Art. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass Menschen
aus einem Endemiegebiet mit der Zeit Immunitét gegen alle dort vorkommenden
Stamme entwickeln. Dies beobachtete man schon bei Patienten, die im Rahmen der
Malariatherapie, mit Plasmodien infiziert wurden [183]. Die Malariatherapie war
in den 1920-50er Jahren die einzig wirksame Therapie bei Progressiver Paralyse,
dem Endstadium der Syphilis. Es verstarben jedoch auch 15 % der Patienten an
der Therapie [279]. Ein Rolle bei der Verzdgerung der Entstehung von Immunitét
gegen Malaria spielen ,atypische” B-Zellen. Diese verdnderten Gedachtniszellen
bilden einen grofien Anteil (6-51 %) der B-Zellen bei Menschen in Malaria-Ende-
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miegebieten. Gedadchtniszellen sind wichtig fiir die schnelle Immunantwort auf eine
dem Korper bereits bekannte Erkrankung und damit wichtig fiir die Wirksamkeit
von Immunitét. Diese ,atypischen” B-Zellen konnen nur eingeschrankt Antikor-
per sezernieren. Zudem ist ihr B-Zell Rezeptor-Signalweg gehemmt, welcher die
Immunreaktion nach Antikérperbindung aktiviert [204].

1.1.9 Genetische Modifikationen als Schutz vor Infektionen

Einige rezessiv vererbbaren Krankheiten bieten in heterozygoter Form einen gewis-
sen Schutz vor Malariainfektionen. In Endemiegebieten sind einige dieser Krank-
heiten verbreiteter als in der iibrigen Welt, da sich die Malariaresistenz und die
Nachteile, die mit den Erkrankungen kommen, die Waage halten. Prominentes-
tes Beispiel hierfiir ist die Sichelzellenandmie [83]. Bei den Patienten liegt eine
Mutation des Hamoglobins vor. Das sogenannte Hamoglobin S bildet unter Sauer-
stoffmangel Fibrillen und fiihrt dazu, dass die Erythrozyten eine charakteristische
Sichelform annehmen und verklumpen. Dabei kann es zu sogenannten Sichelzell-
krisen kommen. Verklumpte Blutzellen fithren hier zu Thombosen in kleinen Ge-
faflen was hdufig mit starken Schmerzen, Organversagen bis hin zum Tod noch
vor erreichen des Erwachsenenalters verbunden ist. Selbst Konduktoren der he-
terozygoten Form konnen unter dufSerst unangenehmen Krisen leiden [76]. Diesen
evolutiondren Kompromiss, dass eine in ihrer homozygoten Form todlichen Krank-
heit durch ihre Schutzfunktion in der heterozygoten Form einen Selektionsvorteil
darstellt, bezeichnet man als ,Balancierten Polymorphismus”. Dass diese Balance
auch umgekehrt werden kann, zeigt das Beispiel der Malediven. Dort ist die Prava-
lenz der -Thalassimie nach vollstindiger Eradikation der Malaria in den 7oer
Jahren stark zuriickgegangen [82]. 3-Thalassdmie ist, wie Sichelzellenandmie eine
rezessiv vererbte Krankheit. Auch Thalassdmien werden durch eine Mutation der
hdamoglobinkodierenden Gene verursacht. Dies fiihrt zu mangelhafter Bildung bis
hin zum vollstindigem Verlust der Bildung von (3- bzw. a-Globulin. Ausbreitung
findet die Erkrankung vor allem in Zentral- und Nordafrika, im siidlichen Asien,
Ozeanien sowie im Mittelmeerraum, dem ehemaligen Malariagebiet Europas [287].
In der homozygoten Form fiihrt 3-Thalassimie unbehandelt meist schon im Kin-
desalter zum Tode. Die Moglichkeit der Behandlung besteht auf den Malediven erst
seit den goer Jahren, die Pravalenz war jedoch schon in den 30 Jahren davor von
26 auf 17 % gefallen, sodass der Zusammenhang mit dem Riickgang der Malaria
klar erscheint [82]. Eine Erkrankungen bei der, im Gegensatz zu den vorherig ge-
nannten keine verdnderten Globuline vorliegen, ist der Glukose-6-phosphat-Dehy-
drogenase-Mangel (G6PD(H)-MANGEL). Die eingeschrdankte Funktion des Proteins
fithrt zu einer mangelhaften Bildung von Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat (NADPH) iiber den Pentosephosphatweg. Dies fiihrt vor allem in Ery-
throzyten dazu, dass Glutathion ein wichtiges Antioxidans nicht in ausreichender
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Menge reduziert und damit aktiviert werden kann. Dadurch kommt es zu einer
erhchten Anfilligkeit der Erythrozyten gegeniiber oxidativem Stress [177]. Plas-
modien tiben stets auch oxidativen Stress auf ihre Wirtszelle aus. Sind diese nicht
ausreichend vor Beschddigung geschiitzt, werden sie durch Makrophagen aussor-
tiert und mit ihnen die Parasiten. Dadurch kann jedoch eine Malariainfektion auch
leichter zu einer lebensbedrohlichen Andmie fithren [24]. Gefédhrlich fir Patienten
mit einem G6PD(H)-MANGEL ist auch die Therapie mit oxidativen Malariamedika-
menten oder Chinin. Aufgrund des massiven Zugrundegehens der Erythrozyten
kann es zu blackwater-Fieber kommen. Die Niere kommt mit dem Abbau der Massen
an freiem Hamoglobin nicht nach, sodass sich der Urin bradunlich-schwarz verfarbt.
Auch wenn es in schlimmen Féllen zu Nierenversagen kommen kann, erholen sich

die Nieren meistens [46].

1.1.10 Klinische Symptomatik und Pathophysiologie

Die Symptomatik der Malaria ist zunédchst schwer von einem grippalen Infekt zu
unterscheiden. Die Inkubationszeit bei einer Infektion durch P. falciparum betragt 7
bis 15 Tage. Leitsymptome sind Fieber, Kopfschmerzen, Gliederschmerzen und Ab-
geschlagenheit. Auch Durchfille kénnen hinzukommen. Bei der durch P. vivax und
P. ovale hervorgerufenen Malaria tertiana, bzw. der durch P. malariae verursachten
Malaria quartana, konnen die charakteristischen Fierberintervalle von 48 bzw. 72
Stunden die Diagnose erleichtern. Die Malaria tropica jedoch zeigt kein Wechsel-
fieber, da sich P. falciparum in seinem Zellzyklus nicht so streng synchronisiert. Bei
einer durch P. falciparum ausgelosten Malaria und sehr viel seltener bei P. vivax kann
es zu verschiedenen Komplikationen einer schweren Malaria fithren. Die Gefahr

besteht vor allem bei erstmaligen oder sporadischen Infektionen [214].

1.1.10.1 Ausloser des Fiebers

Verschiedene proinflamatorische Stoffe kommen bei der Ruptur der IRBCs in den
Kreislauf. Him und Hdmozoin, beides Abbaustoffe des Hamoglobins, triggern pro-
inflammatorische Zytokine wie Interleukin-10 und Tumor Nekrosefaktor [73, 272].
Wird Hdmozoin jedoch von Monozyten abgebaut, werden diese in ihrer Funktion
gestort und produzieren vermehrt anti-inflammatorische Zytokine. So wird vermu-
tet, dass Hamozoin zu Beginn der Infektion eher einen Fieber férdernden Effekt
hat und mit vermehrter Parasitdmie und somit verstarktem Untergang infizierter
Erythrozyten sich dieser Effekt umkehrt [274]. Einen stark pro-inflammatorischen
Effekt haben die Oberflichenantigene MSP und Zircumsporozoiten-Protein (CP)
sowie GPIs als deren Ankerprotein in der Parasitenmembran. Als weitere Ausloser
wirken Harnsdure als Abbauprodukt der parasitiren Nukleotidbasenproduktion,
Histon-DNA Komplexe und Exosomen, kleine extrazelluédre Vesikel [63].
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1.1.10.2 Schwere Malaria

Die schwere Malaria kommt fast ausschliefSlich bei Malaria tropica vor. Die WHO
definiert eine schwere Malaria tiber das Vorhandensein einer oder mehrerer der

folgenden Symptome [299]:
e eingeschrianktes Bewusstsein (einschliefslich Koma)

e Erschopfung welche soweit geht, dass der Patient ohne Hilfe nicht sitzen,
stehen oder laufen kann

e mehr als zwei Krampfanfille innerhalb von 24 h
e schweres Atmen, Atemnot (azidotische Atmung)
e Akutes Lungenddem, akutes Atemnotsyndrom
e Kreislaufzusammenbruch oder Schock

e akute Nierenverletzung

o akuter Ikterus mit Nachweis eines Organversagens

abnormale Blutungen

Sowie folgende Laborbefunde:

Hypoglykdmie (< 2,2 mmol/I)

metabolische Azidose (Plasmabikarbonat < 15 mmol/I)

e schwere normozytdre Andmie

Hamoglobinurie

erhohte Laktatkonzentration (> 5 mmol/1)
e Nierenfunktionsstérung (Serumkreatenin > 265 pmol/1)

Eine schwere Malaria ist stets eine akut lebensbedrohliche Diagnose und muss, falls
nicht bereits geschehen, zu einem sofortigen Therapiebeginn fiihren.

1.1.10.3 Zerebrale Malaria

Zerebrale Malaria beschreibt ein Koma im Rahmen einer Malariainfektion. Es ist
eine der todlichsten Komplikationen mit einer Letalitdt von 15 % bei Kindern bis zu
50 % bei Schwangeren [46]. Dem Koma gehen meist hohes Fieber, Appetitlosigkeit
und Erbrechen voraus. Vor und in Folge des Komas kann es zu Krampfanfallen kom-
men. Die Dauer des Komas ist bei Kindern meist kiirzer als bei Erwachsenen (1 d vs.
2-3 d). Der Liquordruck ist bei Kindern meist erhcht, bei Erwachsenen hingegen
haufig im Normbereich [298]. Die Pathophysiologie der zerebralen Malaria ist noch
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nicht vollstandig ergriindet. Es scheint jedoch ein multifaktorieller Prozess zu sein,
der zu dieser Komplikation fiihrt. Eine entscheidende Rolle spielt dabei das Ver-
stopfen kleinster Gefafle im Gehirn durch sequestrierte IRBCs und Mikrothromben
sowie starke inflammatorische Prozesse in diesen Regionen [225]. Eine entscheiden-
de Rolle scheint dabei der endotheliale Protein C-Rezeptor zu einzunehmen, der
durch sequestrierte IRBCs geblockt wird, und seine Thrombin-hemmende Funk-
tion nicht mehr wahrnehmen kann. Somit kommt es zu Fibrinbildung und zur
Ausschiittung pro-inflammatorischer Zytokine [185]. Erstaunlicherweise kommt
dieser pathologische Mechanismus bei afrikanischen Kindern viel hdufiger vor
als bei indischen Erwachsenen mit zerebraler Malaria [286]. Zudem kommt es zu
Schddigung von Endothelzellen, die zu Hirndemen fiihren kénnen. Post-mortem
lassen sich frische Myelin- und Axonschddigungen feststellen [72]. 5—-30 % der Kin-
der tragen neurologische Folgeerscheinungen nach einer iiberstandenen zerebralen
Malaria davon. Am hdufigsten kommt es zu Epilepsien als Folge dieser Komplika-
tion. Es konnen jedoch auch Paresen und Sprachstérungen, Wesensveranderungen
und andere neurologische Verdnderungen verbleiben [298].

1.1.10.4 Andmie

Andmie kann zur Schwere einer Malariaerkrankung beitragen, ist jedoch auch bei
unkomplizierten Infektionen eine typische Begleiterscheinung. Wenn auch mit ei-
ner im Vergleich zur zerebralen Malaria geringeren Letalitét, ist es doch die viel
haufigere Komplikation [75]. Wahrend der Erkrankung fiihrt die Sequestrierung
der IRBCs bereits zu einem Absinken des Hamatokrits. Spater werden infizierte
Zellen durch verschiedene Zellen des Immunsystems, darunter vor allem durch
cytotoxische T-Lymphoozyten und natiirliche Killerzellen zerstort [224]. Zudem ha-
ben Erythrozyten, die in der Milz von einer Infizierung durch Plasmodien gereinigt
wurden, anschliefSend eine verkiirzte Lebenszeit. Dies hiangt mit der Membran-
verdnderung der Erythrozyten durch die Infektion zusammen. Die Zellen werden
starrer und daher eher duch mechanische Filtration aus dem Blutkreislauf genom-
men [188]. Der Abfall des Hamatokrits nach der Infektion ist jedoch so hoch, dass
er nicht ausschliefslich mit dem Untergang infizierter Zellen zu begriinden ist. Die
Anzahl der untergegangenen Erythrozyten liegt weit iiber der Hohe der Parasita-
mie [166, 205]. Ein moglicher Grund wiére, dass sich Antigene an die Membran
nicht infizierter Zellen heften und eine Imnmunantwort provozieren [112]. Nach Be-
handlung mit Artemisininen, welche in vielen Landern als Medikament der ersten
Wahl gegen Malaria eingesetzt werden, kann es zu einer sogenannten late onset
Andmie kommen. Die Ursache hierfiir ist jedoch noch unbekannt [211]. Patienten
mit G6PD(H)-MANGEL, die ansonsten eine erhohte Resistenz gegeniiber Malaria
haben, leiden aufgrund mangelndem Schutzes gegen oxidativen Stress im Falle ei-
ner Infektion hadufig an schweren Andmien [24]. Als Folge einer Andmie wiahrend
der Schwangerschaft kommt es hdufig zu verringertem Geburtsgewicht der Neu-
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geborenen; sowie nach schweren Komplikationen zu Herzfehlern, neurologischen
Storungen und Aborten. In Gebieten mit einer hohen HIV-Infektionsrate ist trotz
alle VorsichtsmafSnahmen, eine Bluttransfusion wie sie bei schweren Andmien be-

notigt werden kann, auch immer mit einem Risiko einer HIV-Infektion verbunden
[75]-

1.1.10.5 Azidose

Galten bis in die 1990er Jahre Andmie und zerebrale Malaria als die beiden Haupt-
syndrome der schweren Malaria, so erkannte man Anfang des neuen Jahrtausends,
dass die schwere Malaria einen weitaus komplexeren Syndromkreis ausmacht. Die
Azidose wurde als der hdufigste Todesgrund und der sicherste unabhéngige Vorher-
sagewert fiir die Letalitdt der Krankheit identifiziert [174] [57]. Bei Kindern dufsert
sich die Azidose durch verstdarktes Atmen, meist ,Kussmaulatmung”. Auch die
Pathophysiologie der Azidose bei Malaria ist noch nicht vollstandig durchschaut.
Einen wichtigen Anteil tragt das durch den Parasitenstoffwechsel in groffen Mengen
anfallende Laktat. Plasmodien verfiigen nicht tiber alle Enzyme des Citratzyklus und
sind daher ausschliefSlich auf anaerobe Energiegewinnung angewiesen. Das End-
produkt der anaeroben Glykolyse ist das saure Laktat. Fallt es in groflen Mengen
an und kann nicht mehr in Pyruvat umgewandelt werden, wird das Sdure-Basen-
Gleichgewicht des Korpers gestort. Die Parasiten produzieren ungefidhr die 18-fa-
che Menge an Laktat verglichen mit URBC [138]. Einen vielleicht noch stiarkeren
Beitrag spielt die Laktatproduktion im Gewebe. Aufgrund von mikrovaskuldren
Obstruktionen und einem niedrigen Hamatokrit wird auch dort vermehrt Energie
durch anaerobe Glykolyse gewonnen [79]. Neben dem Lactat tragen auch Keton-
korper, womdglich im Zusammenhang mit krankheitsbedingter Nahrungskarenz
[78], und andere organische Sduren [126] Anteil an der Entwicklung von Azidosen.

1.1.10.6  Weitere Komplikationen

Aufgrund des hohen Energiebedarfs der Parasiten kann es bei Kindern und Erwach-
senen zu Hypoglykdmien kommen. Der Glukoseverbrauch infizierter Erythrozy-
ten ist um ein 50-100faches erhoht [218]. Vor allem Kinder unter drei Jahren und
Mangelerndhrte sind aufgrund geringer Glukosereserven bedroht. Zudem kénnen
Krampfanfélle im Zusammenhang mit der Erkrankung mit hohem Glukosever-
brauch in den Muskeln zu einem schnellen Verbrauch der Reserven fiihren. Im
Rahmen einer Chinin-Therapie kann die Insulinproduktion stark ansteigen, sodass
auch Erwachsene schnell unterzuckert sind [298]. Organschdden kommen bei Er-
wachsenen viel hdufiger vor als bei Kindern. Eine voriibergehende Leberfunktions-
storung mit Ikterus ist bei Erwachsenen ein recht hdufiger Befund. Zu bleibenden
Leberschadigung kommt es dabei jedoch nicht [46]. Akutes Nierenversagen und
Lungenodeme kommen ebenfalls fast ausschliefdlich bei Erwachsenen vor [286].
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1.1.11  Diagnostik

In Malariaendemiegebieten gehort die Malariadiagnostik zur Routine. Haufig wird
bei allen Patient*innen deren Symptome auch nur im geringsten an Malaria denken
lassen darauf getestet. In Gebieten, in denen keine Malaria vorkommt, hingegen
dauert es hdufig lange Zeit bis eine beispielsweise aus dem Urlaub eingeschleppte
Malaria diagnostiziert wird. Selbst wenn die Diagnose bedacht wird, bedarf es doch
einer gewissen Routine und geniigend Zeit, um die Parasiten zu entdecken [280].

1.1.11.1  Mikroskopie

Mikroskopische Blutuntersuchungen sind weiterhin der Goldstandart bei der Ma-
lariadiagnostik. Es werden ein sogenannter grofier und ein kleiner Tropfen ange-
fertigt. Hierfiir wird mit einer Kaniile in die zuvor desinfizierte Kuppe des Zeige-
fingers oder bei Kleinkindern in die Ferse gestochen. Der erste Blutstropfen wird
abgewischt. Der ndchste Tropfen wird mittig auf einem Objektrager aufgenommen.
Drei weitere Tropfen werden mit etwas Abstand zu dem ersten oder auf einem fri-
schen Objekttrager aufgenommen. Der einzelne Bluttropfen wird mit einem im 45°
Winkel aufgedriickten Objektrdager unter leichtem Druck ausgestrichen. Die drei
Tropfen werden vorsichtig zu einem Tropfen mit ca. 1 cm Durchmesser verbun-
den. Das Blut wird getrocknet und der diinn ausgestrichene Tropfen mit Methanol
fixiert. Anschliefiend werden beide Tropfen in 3-10%iger Giemsa Farbung einge-
tarbt. Diese setzt sich zusammen aus Eosin und Methylenblau. Eosin farbt das
Chromatin der Parasiten rot, Methylen das Cytoplasma der Parasiten blau und die
Kerne der Leukozyten dunkelblau bis schwarz. Das ,Malariapigment” Hdmozoin
wird nicht gefarbt und ist dennoch als brdunliche Ablagerung zu erkennen. Die
gefdrbten Ausstriche werden bei 100facher Vergrofierung unter dem Mikroskop in
Ol-Immersion betrachtet. Der groe Tropfen dient als Suchtest. Da die Erythrozy-
ten nicht fixiert werden, sind nach der Farbung nur noch ihre lysierten Hiillen als
,Erythrozytenschatten”, Leukozyten und die Parasiten zu sehen [296]. Im diinnen
Ausstrich lassen sich die Parasiten differenzieren. Bei P. falciparum fallt auf, dass
sich fast ausschliefdlich Parasiten in der Ringform im Ausstrich finden, da die reifen
Trophozoiten sequestrieren und kaum im peripheren Blut sind. Die feinen Ringe
haben teilweise zwei Chromatinpiinktchen. Hamozoin ist bei dlteren Ringen als
charakteristische ,,Maurer’sche Fleckung” im Cytosol der Erythozyten zu erken-
nen. Die geschlechtlichen Parasiten haben bei P. falciparum eine charakteristische
Bananenform. [56, 273].

Ein wenig sensitiver als der periphere Blutausstrich, haben sich intradermale
Blutausstriche erwiesen. Zudem finden sich hier mehr reife Formen von P. falci-
parum, die sonst an den Gefdflwanden sequestriert sind. Mit einer feinen Kantile
werden mehrfach kleine Stiche auf der volaren Seite des Unterarms gesetzt. Da-
bei ist darauf zu achten, dass lediglich oberfldchlich in die Dermis und nicht in

19



1.1 PLASMODIUM FALCIPARUM - DER ERREGER DER MALARIA TROPICA

weiter unten liegende Hautschichten gestochen wird. Das nun langsam heraussi-
ckernde Blut kann nun mit einem Objekttrager aufgefangen und wie ein peripherer
Blutausstrich gefarbt und betrachtet werden [242].

1.1.11.2 Schnelltests

In Regionen, in denen die Malariadiagnostik zur Alltagsroutine gehort, helfen An-
tikorper-Schnelltests beim Nachweis von Parasiten im Blut. Neben der einfachen
Bedienung und der Geschwindigkeit ist ein weiterer Vorteil, dass fiir diese Art
der Diagnostik weder Mikroskop noch Labor benéttigt werden. Da somit quasi
tiberall auf der Welt eine addquate Diagnostik sichergestellt werden und die Fehl-
behandlung von falsch diagnostizierten Malariaféllen als bedeutender Beitrag zur
Resistenzentwicklung reduziert werden kann, gilt der Schnelltest inzwischen als
wichtiges Instrument zur weltweiten Eindimmung der Malaria [98]. 2016 wurden
schatzungsweise 312 Millionen dieser rapid diagnostic tests (RDTs) verkauft [302]. Die
Tests sind fiir die Identifikation einer oder mehrerer Plasmodium-Spezies ausgelegt.
Die Detektion verlduft iiber spezifische Antikdrper gegen das histidinreiches Prote-
in 2 (PfHRP2), verschiedene Laktatdehydrogenasen oder Aldolase. Eine Blutprobe
wird dafiir auf den Tester gegeben und die Erythrozytenmembran mit einer Puf-
ferlosung geldst, sodass moglichst viele Parasitenantigene frei vorliegen. Der Puffer
enthédlt zudem markierte Antikorper. Die im Puffer gelosten Antigene diffundieren
zusammen mit den markierten Antikdrpern, entlang eines Nitrozellulosestreifens.
Dabei passieren sie eine Linie gebundener Antikérper die iiber die Bindung an
ein Plasmodium-Antigen die markierten Antikorper binden kénnen. Eine weitere Li-
nie mit gebundenen Antikorpern, welche die markierten Antikorper direkt binden
kann, dient als Kontrolle. Gebundene Antikorper sind mit bloffem Auge als Linie zu
erkennen. Ist nur die Kontrolllinie zu erkennen, ist der Test negativ. Sieht man beide
Linien, ist er positiv. Ist die Kontrollinie nicht zu sehen, ist der Test ungiiltig [297].
Eine Gendeletion der Proteine PfHRP2 und PfHRP3 verhindert die Identifikation
mit vielen RDTs und generiert falsch-negative Testergebnisse [91]. Die Ausbreitung
dieser Mutation gilt daher als Gefahr bei der Einddmmung der Malaria[301].

1.1.11.3 Weitere Diagnostika

Mit Hilfe der PCR-Sequenzierung von amplifizierter Parasiten-DNA kann auch
bei sehr geringer Parasitimie die Spezies sicher bestimmt werden. Auch zeitgleiche
Infektionen mit mehreren Spezies konnen mittels dieser Technik nachgewiesen wer-
den [248]. Zudem kénnen mittels PCR, Resistenzen bestimmt werden, insofern diese
auf Grund bekannter Mutationen entstehen. So kann zum Beispiel die Mutation
pfcrt T76 als Marker fiir Chloroquin-Resistenz genutzt werden [67]. Eine Mutation
auf pfmdr 1 scheint mit Resistenz gegen Artemisinin-Therapien im Zusammenhang
zu stehen [127].
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Als Diagnostikum kann bei der zerebralen Malaria die Fundoskopie eingesetzt
werden. Neben einer prognostischen Aussage lédsst sich tiber Erscheinung und Aus-
maf3 einer Retinopathie zwischen einem malariabedingtem Koma und Differen-
taldiagnosen unterscheiden [23]. Alternativ kann auch Elektroencephalographie
(EEG) sowohl bei der prognostischen Diagnostik als auch zum Ausschluss von

Differentaldiagnosen genutzt werden [264].

1.1.12  Malariatherapie

Die Grausamkeit der Malaria bekamen in ihrer vollen Hérte stets die Menschen zu
spiiren, die aus der Fremde in ein Endemiegebiet kamen. Die ansassige Bevolke-
rung war ja dank Praemunitédt und Resistenz weitgehend geschiitzt und selbst wenn
jedes zehnte Kind an der Malaria verstorben wire, so war das in Zeiten hoher Kin-
dersterblichkeit nicht augenscheinlich mit der Malaria zu verkniipfen. Ganz anders,
wenn grofse Gruppen von Auswartigen in eine Malariaregion kamen. Sie starben
reihenweise alle an den selben Symptomen. Hier war ein Zusammenhang nahe-
liegend. So ist es kein Wunder, dass die Entwicklung vieler Malariamedikamente
ihren Ursprung in der Kolonialisierung bzw. der Kriegsfiihrung in der Fremde hat-
ten. Zu keiner anderen Situation in der frithen Menschheitsgeschichte kamen so
viele nicht resistente Menschen auf einmal plétzlich in Endemieregionen. Der zwei-
te Kreuzzug wurde abgebrochen, nachdem Konrad III und ein grofer Teil seiner
Armee an Malaria erkrankt waren. Der romisch-deutsche Konig starb kurz darauf
an der Malaria tertiana. Auch wahrend des dritten Kreuzzuges starben bei der Be-
lagerung von Akkon wohl mehr nordeuropéische Kreuzfahrer an der Malaria als
bei Kampfhandlungen [281].

1.1.12.1  Chinin

So ist es nicht verwunderlich, dass das erste Malariamedikament, das in Europa
bekannt wurde aus der Conquista, der Eroberung und Kolonialisierung des stidame-
rikanischen Kontinents durch die Spanier stammt. Es ist nicht sicher, ob die Malaria
schon vor der Ankunft der Spanier in Amerika anséssig war, das Tropenklima bot
jedoch ideale Bedingungen zur Ausbreitung der Krankheit. Indigene nutzten heifse
Aufgiisse der Rinde des Chinchonabaums, der mit seiner Wirkung als Muskelrelax-
ans Linderung von Schiittelfrost-Anfallen bei Fieberschiiben gewéhren sollte. Uber
spanische Missionare wurde die , Jesuitenrinde” nach Europa gebracht, wo sie sich
zundchst wegen ihrer Bitterkeit schwer durchsetzen konnte. 1820 isolierten Pelle-
tier und Caventou den Wirkstoff Chinin aus der Rinde, was die Dosierbarkeit des
Medikaments ermoglichte [200]. Aufgrund der bestechenden Wirksamkeit auch
zur Pravention einer Malariainfektion und indem man es den Soldaten durch Bei-
mischung von Gewtirzen und Gin oder anderen Alkoholika schmackhaft machte,
setzte sich Chinin nun langsam durch und half bis in das zwanzigste Jahrhundert
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hinein bei der Kolonialisierung des siidlichen Kontinents durch die malariaanfal-
ligen Europder [101]. Chinin ist ein Alkaloid; es ist leicht basisch. Neben seiner
Wirkung als Malariamedikament wird es als Bitterstoff in der Lebensmittelchemie
verwendet. Seit Mitte des 19 Jahrhunderts wird nach einer Moglichkeit gesucht,
Chinin kiinstlich herzustellen. Obwohl Woodward und Doering dies 1940 schlief3-
lich gelang, wird heute noch der grofite Teil des Chinins aus Chinchona-Rinde
gewonnen [143]. Nachdem Chinin lange Zeit durch synthetisch hergestellte Prapa-
rate fast vollstandig verdrangt war, auch wegen des Zusammenhangs mit blackwater-
Fieber (Unterabschnitt 1.1.9), erlebt es in letzter Zeit eine gewisse Renaissance. Es
gilt als Medikament der Wahl bei Schwangeren im ersten Trimester und als Al-
ternativmedikation, wenn die teureren Artemisinine nicht verfiigbar sind. Chinin
kann oral, iiber eine Infusion oder als intramuskulére Injektion gegeben werden
[299]. Es wirkt schizontozid und bei Plasmodium vivax und Plasmodium malariae
auch gametozytozid, jedoch nicht bei P. falciparum [2]. Der genaue Wirkungsmecha-
nismus ist bis heute jedoch noch nicht verstanden [46][36]. Chinin ist im Vergleich
zu anderen Préparaten recht arm an schwereren Nebenwirkungen, es kann aber zu
einem charakteristischen reversiblen Symptomkomplex aus Tinnitus, Schwindel,
Verstimmung und Erbrechen kommen [46]. Mefloquin, wie das Chinin ebenfalls
ein Chinolinmethanol, war lange Zeit als Prophylaxemedikation beliebt, ist jedoch
in den letzten Jahren wegen starken neurotoxischen Nebenwirkungen immer stér-

ker in die Kritik gekommen [209].

1.1.12.2  Chloroquin

Auch die Entwicklung der ersten synthetisch hergestellten Malariamedikamente
wurde durch Kriege angetrieben. Wahrend des ersten Weltkrieges erlitten die deut-
schen und Gsterreich-ungarischen Armeen herbe Verluste durch Malariaepidemien
in Griechenland und Nordafrika. Die weltweiten Chinchona-Plantagen waren unter
Kontrolle der Entente und ihrer Alliierten. Noch wéhrend des ersten Weltkrieges,
aber vor allem nach Machtergreifung durch die NSDAP, wurde in Deutschland die
Suche nach einem alternativen Praparat ohne Abhédngigkeit von der tropischen Res-
source Chinchona intensiv vorangetrieben [231]. Aus diesem Programm entstanden
1930 Mepacrin, das wahrend des Krieges hauptsdchlich von den US-Amerikanern
genutzt wurde, Sontochin und schliefSlich durch Hans Andersag, Chloroquin, das
bei ersten Versuchen als ,zu giftig fiir die praktische Anwendung am Menschen”
angesehen wurde und erst nach Ubernahme der Bayer AG durch die Amerikaner
nach dem Krieg seine Erfolgsgeschichte begann [44, 152]. Das beste Argument fiir
den Einsatz von Chloroquin ist sein Preis (Chloroquin (Base) 150 mg Tabletten im
Durchschnitt 2015: 0,0137 USD pro Stiick [175]). Aus diesem Grund und wegen
seiner guten Wirksamkeit setzte es sich in der zweiten Hélfte des zwanzigsten Jahr-
hunderts auf der ganzen Welt als das Malariamittel der ersten Wahl durch. Der

enorme Erfolg der Therapie fiihrte in den 1950er Jahren zu der Hoffnung, Malaria
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komplett eradizieren zu konnen. Doch schon zu Ende des Jahrzehnts entwickelten
sich bei P. falciparum Resistenzen gegen Chloroquin. Zundchst nur auf einige Re-
gionen beschrédnkt, breiteten sich die Resistenzen in den nédchsten 40 Jahren tiiber
die ganze Welt aus [288], sodass der Wirkstoff heute nur noch in einigen Landern
Stidamerikas und des Mittleren Ostens als Mittel der Wahl eingesetzt werden kann
[300]. Heute noch gilt Chloroquin als Mittel der Wahl gegen P. vivax-Malaria. Doch
auch bei dieser Spezeis sind in den letzten Jahren vermehrt Resistenzen in Siid-
asien und Stidamerika aufgetaucht [206]. Global liegt hier das Resistenzniveau bei
unter 5 %, jedoch mit Spitzen von bis zu 62 % in Malaysia [302]. Chloroquin rei-
chert sich in der Nahrungsvakuole der Parasiten an und wirkt ausschliefslich auf
»sich erndhrende” Hamoglobin degradierende Stadien. Es interferiert mit der Fa-
higkeit von Plasmodium Ham in Himozoin umzuwandeln. Das angereicherte Him
wirkt toxisch auf den Parasiten und fiihrt so zu seinem Untergang. Der genaue Wir-
kungsmechanismus ist jedoch ebenfalls noch unbekannt. [84]. Resistenzen gegen
Chloroquin entstehen iiber einzelne Punktmutationen. Sie konnen nicht auf ande-
re Plasmodien tibertragen werden. Das bedeutet Resistenzen entstehen stets Lokal
und breiten sich durch den Selektionsvorteil, den sie durch die Mutation erlangt
haben, langsam aus. Wahrend Monotherapien die Ausbreitung von Resistenzen
jahrelang begtinstigt haben, scheinen sich die resistenten Stamme auch noch Jahre
nach der Umstellung der Medikamente weiter durchzusetzen. [194][84]. Chloro-
quin ist relativ nebenswirkungsarm. Es kann jedoch vor allem bei Menschen mit
dunkler Hautfarbe zu Pruritus kommen. Der starke Juckreitz wirkt sich verstind-
licherweise negativ auf die Bereitschaft aus, therapeutische Vorgaben zu befolgen.
Bei Einnahme iiber lange Zeitraume z.B. zur Pravention iiber fiinf Jahre kann es zur

irreversiblen Schadigung der Netzhaut kommen [46].

1.1.12.3 Artemisinin

Artemisin oder Qinghao ist das wohl am langsten bekannte Antimalariamittel. Die
dlteste Erwdahnung findet sich in der Schrift ,52-Verschreibungen” aus dem zwei-
ten Jahrhundert vor unserer Zeit. Eine Beschreibung zur Anwendung bei Malaria
liefert das Buch ,Notfille und Verschreibungen” des chinesischen Autors Ge Hong,
der in den Jahren 284-346 lebte. Gewonnen wird es durch kalte Extraktion aus den
Blittern des einjahrigen BeifufSes Artemisia annua [269, 283]. Das Medikament der
traditionellen Medizin geriet in Vergessenheit. Erneut fiithrte militdrische Forschung
zu seiner Wiederentdeckung. Im Vietnamkrieg unterstiitzten nordvietnamesische
Truppen die Nationale Front fiir die Befreiung Siidvietnams (Viét cong). Wahrend der
Norden Vietnams malariafrei ist, sind die stidlichen Gebiete sowie die Grenzregion
nach Kambodscha, durch die die militdrische Versorgungslinie (der sogenannte
Ho Chi Minh Pfad) fiihrte, P. falciparum-Regionen [300]. Zudem hatten sich Chlo-
roquin-Resistenzen in dieser Region schon in den 6oer Jahren von Thailand her
ausgebreitet [49]. Der vietnamesische Prasident Hd Chi Minh bat daher die chi-
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nesische Regierung, die Forschung nach moglichen Wirkstoffen gegen Malaria zu
intensivieren. Das , Projekt 532 stiefS nach Untersuchung von tiber 2000 traditionel-
len Heilkrautern 1971 auf Qinghao und schliefilich, tiber das Studium alter Texte auf
den Wirkstoff Artemisinin oder Qinghaosi. Dieser stellte sich als das am schnellsten
wirksame aller bis dato entdeckten Praparate gegen die Blutstadien der Plasmodien
heraus [269, 291]. 2015 erhielt die Wissenschaftlerin Youyou Tu, Entdeckerin des
Artemisinins, den Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin “fiir ihre Entdeckun-
gen betreffend einer neuartigen Therapie der Malaria” [191]. Entscheidend fiir die
Wirksamkeit des Artemisinin ist seine Peroxid-Untereinheit. Diese zerfillt, indu-
ziert durch das Fe(Il) des Haem im Parasiten, zu freien Radikalen. Neben den di-
rekten oxidativen Schiden, die durch diese Radikale verursacht werden, wird eine
direkte hemmende Wirkung auf spezifische Adenosintriphosphatasen (ATPASEN)
(z.B.: PfATPase6,SERCA) des Parasiten diskutiert [36]. Artemisinine gelten zur Zeit
als die am besten wirksamen Antimalariaprdparate. Sie senken das Mortalitéts-
risiko gegeniiber dem Einsatz von Chinin um tiber 20 %. Auch das Risiko einer
zerebralen Malaria sowie das von epileptischen Anféllen und Hypoglykamien fallt
mit Artemisininen geringer aus [69]. Artemisininderivate haben sehr geringe Ne-
benwirkungen. In seltenen Fallen kommt es zu allergischen Reaktionen. Aufgrund
der oxidativen Wirkung der Artemisinine sollten sie ebenfalls nicht bei Patienten
mit G6PD(H)-MANGEL eingesetzt werden [261]. Inzwischen tauchen lokal bereits
Resistenzen gegen einzelne Artemisininderivate auf. Die WHO hat daraufhin dazu
aufgerufen, die Nutzung von Monopréparaten einzustellen. Die heutige Therapie
der Wahl sieht in den meisten Landern eine Artemisinin-Based Combination Thera-
py (ACT), die Kombination von Artemisininen mit einem weiteren Wirkstoff, vor.
Bei der ACT werden unter anderem eingesetzt: Artemether, Artesunat und Dihy-
droartemisinin; in Kombination mit: Lumefantrin, Amodiaquin, Mefloquin oder

Piperaquin [299].

1.1.12.4 Weitere Medikamentegruppen

Fiir die Therapie der P. vivax induzierten Malaria sind die 8-Amino-quinoline von
grofser Bedeutung, da sie als einzige Praparate gute Wirksamkeit gegen Leberschi-
zonten und die fiir die chronische Malaria tertiana verantwortlichen Hypnozoyten
in der Leber zeigen. Praparate dieser dem Chloroquin dhnlichen Wirkstofffamilie
sind: Primaquin, Tafenoquin und Bulaquin [299]. Das als Kombipraparat erhéltliche
Atovaquon-Proguanil wird vor allem als Prophylaxe auf Reisen genutzt. Es kann
jedoch auch als Notfallmedikament bei milder Malaria eingesetzt werden, wenn an-
dere Medikamente nicht erhiltlich sind. Doxycyclin, eine Tetracyclin-Antibiotikum,
kann ebenfalls zur Prophylaxe genutzt werden. Vorteilhaft ist die hohe Wirksam-
keit des Breitbandantibiotikums gegen viele andere Erreger von Tropenkrankheiten.
Von Nachteil bei tropischem Sonnenschein sind die mdglichen phototoxischen Ne-
benwirkungen der Tetrazycline [88]. Zudem wirft die Tatsache, dass Doxycyclin als
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hochwirksames und sehr giinstiges Medikament [175] gerade in d&rmeren Landern
einen hohen Stellenwert in der Therapie vieler Krankheiten einnimmt, die Frage
auf, ob ein Einsatz als Prophylaxe und das damit entstehende Risiko der Bildung
resistenter Bakterien, ethisch vertretbar ist solange es Alternativen gibt.

1.1.13  Vektorkontrolle

Neben der bereits besprochenen Chemoprophylaxe, die eine Manifestation der In-
fektion unterbindet, bietet die sogenannte Vektorkontrolle Pravention durch direk-
ten Schutz vor den infektiosen Stichen. Die Kontrolle kann dabei durch Abhalten
oder durch Vernichten des Vektors geschehen. Als historisches Beispiel effektiver
Vektorkontrolle konnen Mafsnahmen beim Bau des Panamakanals angesehen wer-
den. 1881 begann die franzosische Kanalkompanie, motiviert durch den Erfolg des
12 Jahre zuvor fertiggestellten Suezkanals, mit dem Durchstich des Isthmus von
Panama. Man beachte, dass Ross die Mosquito-Vektor-Theorie erst fast 20 Jahr spa-
ter aufgestellt und bewiesen hat (vgl. Unterabschnitt 1.1.2). Bei dem achtjahrigen
Versuch des Kanalbaus verlor die Gesellschaft 240 von 1000 Arbeiter*innen pro
Jahr durch Malaria und Gelbfieber Infektionen. Als die Vereinigten Staaten von
Amerika 1902 mit dem Bau fortfuhren, war die Anopheles-Miicke als Malariavektor
bereits bekannt. Es wurden daher in groflem Rahmen Brutstdtten der Mosquitos
ausgetrocknet, nicht drainierbare Wasserreservoirs mit Olen bedeckt, Hiuser aus-
gerduchert und die Schlafséle der Arbeiter*innen mit Mosquitonetzen ausgestattet.
Mit Hilfe dieser Mafsnahmen konnten gegen Ende der Bauarbeiten die Gelbfierber-
infektionen komplett unterbunden werden und die Zahl der Malariaerkrankungen
drastisch gesenkt werden. Die Rate der an Infektionskrankheiten Verstorbenen,
sank auf 7-8 von 1000 Arbeiter pro Jahr. Dies verhalf schliefslich zur Fertigstellung

des Mamutprojekts Panamakanal [16].

1.1.13.1  Dichlorodiphenyltrichloroethan

Die grofle Ara der Vektorkontrolle begann mit dem massiven Einsatz von Dichloro
diphenyltrichloroethan (DDT) ab Mitte der 1940er Jahre. Ganze Regionen und In-
seln wurden von Flugzeugen aus mit dem Insektizid bespriiht. DDT wirkt als Ner-
vengift gegen Insekten. Die Dauerpolarisation spannungsbedingter Na*-Kanile
fihrt zu Lahmung und schliefSlich zum Tod der Insekten. Als Xenoostrogen hat
DDT aufierdem eine endokrine Wirkung und kann in gréfieren Konzentrationen
zu Reproduktionsstérungen fiihren. Die Chlorkohlenwasserstoffe reichern sich im
Fettgewebe an und erreichen in der Umwelt eine sehr hohe Halbwertszeit von tiber
10 Jahren. In den Hochzeiten der Nutzung gelangten bis 2 Millionen Tonnen des
Insektizids in die Umwelt. Dies fiihrte aufgrund der lipophilen Eigenschaften und
der relativ hohen Halbwertszeit zu Durchschnittswerten von bis zu 20 mg/kg im
menschlichen Fettgewebe [4, 29]. Wahrend der toxikologische Effekt auf den Men-
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schen gering ist, hatte der massive Einsatz von DDT, starke Auswirkungen auf die
weltweiten Fisch und Raubvogelbestinde. Bei letzteren spielte die Abnahme der
Eierschalendicke eine grof3e Rolle fiir den Riickgang der Populationen. Daher wur-
de die Nutzung von DDT 1970 in den meisten Landern stark eingeschrankt oder
DDT nur noch bei Malariaausbriichen zur Vektorkontrolle zugelassen [270, 293].
Im Stockholmer Ubereinkommen {iber persistente organische Schadstoffe, wurde
der Einsatz von DDT in Form eines volkerrechtlichen Vertrags reguliert. Die in
Ausnahmefillen zugelassene Nutzung muss seither an die Vereinten Nationen ge-
meldet werden [263]. 2006 gab die WHO in einem Positionspapier die Empfehlung
tiir die Nutzung von DDT im Rahmen von indor residual spraying (IRS) heraus. Hier-
bei werden die Wande von Wohnrdumen mit Insektiziden impragniert, sodass sich
darauf niederlassende Insekten absterben. Die Anwendung in diesem begrenzten
Rahmen wurde als unproblematisch dargestellt, da das DDT nicht in die Umwelt
gelange. Die angewandten Mengen seien auch nicht schadlich, fiir die sich in den
Raumen aufhaltenden Personen [295]. Diese Einschdtzung wurde zum Teil kritisch
gesehen, da eine kanzerogene Wirkung, vermehrtes Auftreten von Diabetes sowie
Entwicklungsstorungen im Zusammenhang mit DDT nicht ausgeschlossen werden
konnen [80]. Schon in den 1970er Jahren traten DDT-resistente Anopheles-Miicken
auf. Auch mangelnder Komfort in der Handhabung, hat dazu gefiihrt das DDT
fiir IRS durch andere Préparate, wie Carbamate oder Pyrethroide (vgl.: Unterab-
satz 1.1.13.2), ersetzt wurde. Beklagt wurde unter anderem, dass DDT Flecken an
den Winden hinterldsst und andere Insekten wie Schaben nicht tote, sondern ihre
Aktivitdt sogar erhohe [53]. Im Jahr 2014 wurde DDT nur noch in 8 Landern einge-
setzt [300].

Ein aktuell in den Medien viel zitiertes Review, schitzt den jahrlichen Riickgang
der Insektenpopulationen aktuell weltweit auf 2,5 % pro Jahr. Die Autoren sehen
momentan die Bedrohung eines Aussterbens von 40 % aller Insektenarten. Es ist
schwer auszumalen wie sich diese Massenextinktion der meistverbreiteten und
fiir das Funktionieren nahezu aller Okosysteme unentbehrlichen Spezies auf die
Weltgesundheit auswirken wird [247]. Wenn auch diese Entwicklung zu grofsten
Teilen auf klimatische Verdnderungen und den Pestizideinsatz in der modernen
Agrarindustrie zurtickgefiihrt wird, ist der ungezielte und grofsflichige Einsatz
von langlebigen Insektiziden — im Sinne Primum non nocere — in diesem Kontext
noch kritischer zu Betrachten.

1.1.13.2 Imprignierte Miickennetze

Die gravierenden 6kologischen Folgen der grofsflichigen Anwendung von Insekti-
ziden sowie die Verstarkung der Ausbreitung von Resistenzen durch diese Technik
haben ein Umdenken bewirkt. Neben dem IRS gilt der Einsatz von impréagnierten
Bettnetzen (ITNs) heute als wichtigster Pfeiler der Vektorkontrolle. Hintergrund
ist, dass Mosquitos iiberwiegend nachtaktiv sind, die Mehrzahl der infektiosen
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Stiche also wahrend des Schlafs erfolgen. Der schlafende Mensch unter dem Netz
wirkt durch die Expiration von Kohlendioxid wie ein Koder auf die Mosquitos, die
dann nach Beriihrung des Gewebes an dem Miickennetz verenden. Dies erhoht die
Wahrscheinlichkeit des Kontakts mit dem Insektizid gegeniiber IRS. Dort miissten
sich die Stechmiicken erst an die Wand setzen, um mit dem Gift in Kontakt zu
kommen. Von Nachteil ist der mangelnde Komfort der Netze vor allem wéhrend
der heifsen Jahreszeiten, der zu verminderter Compliance fiihrt. Auch miissen die
Netze in gutem Zustand gehalten und Locher ausgebessert werden. Daher erfordert
der Einsatz von ITN auch stets die Unterweisung der Bevolkerung in der korrekten
Handhabe [54]. Die Netze werden meist mit Pyrethroiden (z.B. Permethrin) impra-
gniert. Pyrethroide reichern sich im Gegensatz zu DDT nicht in der Umwelt an.
Sie gelten als wenig toxisch, konnen aber allergische Hautreaktionen hervorrufen.
Wie DDT wirken sie auf spannungsbedingte Na*-Kanéle [4]. Bei den neueren long-
lasting insecticidal nets (LLIN) ist das Insektizid in die Fasern der Netze eingewoben,
bzw. an sie gebunden. Dadurch soll die insektizide Wirkung {iber 3 Jahre anhalten
und mehrere Waschgénge tiberstehen, ohne dass das Netz neu impréagniert werden
muss [179]. Generell nimmt bei allen Formen von Miickennetzen die Wirksamkeit
vor allem durch hédufiges Waschen ab. Auch bei LLIN ist die Wirksamkeit nach 15
Waschgédngen schon um bis zu 51% reduziert. Die Art wie die Netze getrocknet
werden, spielt ebenfalls eine Rolle (Aufgehdngte Netze verlieren mehr Wirkstoff als
auf dem Boden getrocknete). Der Einfluss von Sonnenlicht, welches theoretisch die
essentiellen Doppelbindungen des Wirkstoff zerstort, wirkte sich in praktischen
Untersuchungen signifikant weit weniger deutlich als das Waschen aus [15, 144,
145]. Die Kombination von IRS und ITN/LLIN ist nur sinnvoll, wenn Praparate mit
Unterschiedlichen Wirkungsmechanismes genutzt werden. Andernfalls kann die
Kombination sogar in einer Erh6hung der Infektionswahrscheinlichkeit resultieren
[193]. Im subsaharischen Afrika schliefen 2015 schitzungsweise 55 % der Bevolke-
rung in Gebieten mit Infektionsrisiko unter einem ITN/LLIN. 15 Jahre zuvor waren
es noch unter 2 %. Die WHO schitzt, dass durch den Einsatz von ACT, IRS und
ITN/LLIN zwischen 2000 und 2015 iiber 250 Millionen Malariaerkrankungen ver-
hindert wurden. Die Gesundheitsokonomischen Ersparnisse schitzt sie auf iiber
goo Millionen USD, von denen 68 % auf die impradgnierten Netze zuriickgingen
[300]. In den letzten Jahren traten in 58 von 72 Landern mit Malaria Resistenzen
gegen Pyrethroide auf. Hinsichtlich der enormen Bedeutung der ITNs in der Ein-
dammung der Krankheit ist es nicht verwunderlich, dass die WHO in ihrem jiingst
gestartetem ,threat map”- Projekt das Aufkommen der Resistenz als eine der drei
grofien Herausforderungen bei der Kontrolle und Eliminierung auffiihren [301].

1.1.13.3 Weitere Mittel zur Vektorkontrolle

Fiir den individuelle Schutz wird das Tragen langer Kleidung nach Einbruch der
Dunkelheit empfohlen. Der Aufenthalt in klimatisierten Rdumen ist ebenfalls ein
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wirksamer Expositionsschutz. Als absolut ineffektiv haben sich hingegen elektri-
sche Insektenfallen mit Lichtquelle als Koder erwiesen, da weibliche Stechmiicken
sich an ausgeatmetem Kohlendioxid und nicht an kiinstlichen Lichtquellen orien-
tieren. [87]. Guten individuellen Schutz bieten Repellentien. Haufigste wirksame
Bestandteile dieser als Spray, Aerosol oder Creme erhiltlichen Miickenschutzmit-
tel sind, N,N-diethyl-3-methylbenzamid (DEET), Citronella und Mischungen aus
Soja-, Geranien- und Kokosolen. Die Wirkungsdauer ist konzentrationsabhingig,
bildet jedoch bei hohen Konzentrationen ein Plateau. Die Wirkungsdauer von DE-
ET kann durch Polymerisierung des Wirkstoffes verlangert werden. DEET gilt als
gut vertrdglich. In seltenen Fillen treten allergische Hautreaktionen v.a. in den El-
lenbeugen auf. Fiir die normale Anwendungen sind Konzentrationen bis zu 35 %
ausreichend. Fiir Kinder werden Konzentrationen von maximal 10 % empfohlen.
Permethrin-Sprays werden zur Anwendung auf Kleidung angeboten. Diese halten
Mosquitos nicht ab, sondern lahmen oder toten diese bei Kontakt mit der Kleidung
[85]. Theoretisch miissten Repellentien als Ergdnzung zu IRS und ITN/LLIN, die
ja die Insekten nur im Haus bzw. im Bett abhalten, das Infektionsrisiko weiter sen-
ken. Die Ergebnisse entsprechender randomisierte Studien fallen jedoch gemischt
aus, sodass ein wirklicher Effekt des grofiflichigen Einsatzes von Repellentien in

Populationen unsicher bleibt [62, 226, 244].
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1.2 DIE POSTTRANSLATIONALE MODIFIKATION O-GLCNAC
1.2.1  Posttranslationale Modifikationen

Posttranslationale Modifikationen (PTMs) finden, wie der Name bereits sagt, nach
der Translation der mRNA zu Proteinen statt und sind somit nicht DNA-kodiert.
Auf spezifische Stellen konnen kleine Peptide, Lipide, Kohlenhydratverbindungen
oder andere Stoffe iibertragen werden. Sie tragen einen grofien Anteil an der Entste-
hung, jedoch auch der Komplexitit, der Proteomvielfalt. Uber 400 Posttranslationale
Modifikationen sind heute bekannt, von denen viele erst in den letzten 10 Jahren
entdeckt wurden [164]. Sie konnen u. a. die Expression, Lokalisation und sogar die
Funktion von Proteinen bestimmen bzw. beeinflussen. Unter anderem ermoglichen
PTM Organismen, die Anpassung an sich verdndernde Bedingungen, sowohl akut
als auch epigenetisch vererbt [207]. Die Fahigkeit der schnellen Anpassung benétigt
P. falciparum sowohl beim Wirtswechsel, als auch bei der Entwicklung von Resis-
tenzen gegen giangige Medikamente. Der enzymvermittelte Prozess der kovalenten
Phosphorylierung [40], Glykosilierung, Hydroxylierung, Oxidierung, Ubiquitiny-
lierung [256][306], Acetylierung [213] oder die Ubertragung von GPI-Ankern [254]
sind nur einige wenige Beispiele solcher Modifikationen .

1.2.2  Glykosylierung

Glykosylierung beschreibt die kovalente Bindung von Glykanen (Monosacchari-
de oder Polysaccharide) an Proteine, Lipide oder andere Stoffe. Die Variabilitdt
der hierfiir als Baustein dienenden Monosaccharide ist sehr hoch. Zudem kénnen
acetylierte Aminreste angehdngt, Hydroxygruppen abgespalten oder oxidiert sein.
Weiterhin konnen die Monosaccharide untereinander, in «- (cis) oder 3-Konfigura-
tion theoretisch zwischen allen Hydroxygruppen verbunden sein. Auch wenn der
grofite Teil dieser moglichen Verbindungen in der Natur nicht vorkommt, erweitert
die Glykosylierung die Komplexitidt und Diversitit biologischer Systeme enorm. Bei
klassischen Glykoproteinen werden die Glykane im Lumen des Endoplasmatischen
Reticulums (ER), N-glykosidisch an Asparagin, oder im Golgi Apparat O-glykosi-
disch an Serin oder Threonin gebunden. Die Glykosylierung der Proteine kann
deren korrekte Faltung und Lokalisierung sowie ihre Stabilitdt und Loslichkeit si-
cherstellen; oder ein wichtiger Faktor der eigentlichen Funktion von Proteinen sein.
Zum Beispiel als Teil der Glykokalix, als Signalsequenz bei Zell-Zell-Interaktionen,
oder als wasserbindender Anteil der Mucine der Schleimhaut und des Bindegewe-
bes. Lange Jahre galt das Dogma, Glykoproteine seien ausschliefdlich extrazellular
oder im Lumen intrazelluldrer Organellen zu finden. Zudem wurden sie im Ge-

gensatz zur Phosphorylierung, die dynamisch transferiert und hydrolysiert wird,
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als eine statische Modifikation der Proteine angesehen. Mit der Entdeckung des
O-GIcNAcs musste diese Ansicht radikal revidiert werden [275].

1.2.3 N-Glykosylierung

N-Glykosylierung beschreibt die Verkniipfung teilweise sehr komplexer und ver-
zweigter Glykane mit der Aminogruppe (N-) von Asparagin des Proteins. Der Bio-
syntheseweg ist bei nahezu allen mehrzelligen Spezies vorhanden und hochkonser-
viert. Bei Prokaryonten findet die N-Glykosylierung im Periplasma an der Plasma-
membran statt. Bei Eukaryonten erfolgt die Synthese einer Polysaccharidstruktur an
Dolichol-Phosphat (DoL-P) auf der dufieren Membran des ER. Als erster Baustein
wird hier GlcNAc tibertragen. Als Donor dient UDP-GIcNAc, das Endprodukt des
Hexosamin-Biosyntheseweg, welches ebenso Donor der O-GlcNAcylierung ist. Von
DoL-P wird der als Grundgeriist dienende einheitliche Polysaccharidbaum, die so-
genannte core-Region, auf der ER-Innenseite schliefilich auf Asparagin iibertragen.
In weiteren Schritten werden im Golgi Apparat Glykane abgespalten und ange-
héngt. Die so synthetisierten Glykoproteine werden bei Eukaryonten entsprechend
ihrer Komplexitat als High-Mannose hybrider oder komplexer Typ bezeichnet (vgl.
Abbildung 3). Sie nehmen wichtige Funktionen in der Zell-Zell-Interaktion ein
[253] Bei P. falciparum spielt diese Art der N-Glykosylierung praktisch keine Rolle.
In Studien konnte lediglich die Bindung von einem beziehungsweise zwei GlcNAc
Molekiilen nachgewiesen werden. Eine Studie beschreibt zudem zwei grofsere Kom-
plexe mit GIcNAc und mehreren Manose Molekiilen. Komplexe Zuckerbdume wie
sie bei anderen Spezies bekannt sind kommen bei P.falciparum jedoch nicht vor

[173].
1.2.4 O-Glykosylierung

Im Gegensatz zur N-Glykosylierung sind O-Glykane nicht an Asparagin, sondern O-
glykosydisch an Serin oder Threonin gebunden. Gebildet werden sie initial im Golgi
Apparat meist mit einem N-Acetylgalactosamin (GALNAC) als primér gebundenen
Aminozucker. Auf diesen werden durch die Ubertragung von Galaktose, Manno-
se, Fucose, N-Acetylglucosamin (GLCNAC) und N-Acetylneuraminsdure (NEUNAC)
einfache bis hochkomplexe Polysaccharidstrukturen aufgebaut. Bis auf letztgenann-
tes konnen diese Zucker und Aminozucker jedoch auch als Basis der O- Glykosylie-
rung dienen. Als Mucine nehmen die O-Glykane eine Barrierefunktion ein. Zudem
wirken sie als Signalstrukturen und Antigene. Eines der prominentesten Beispiele
fiir O-Glykosylierung sind die Blutgruppenantigene. Die Blutgruppen des ABO-
Systems unterscheiden sich lediglich dadurch, dass an das H-Antigen der Blut-
gruppe Null ein einzelnes Glykan (GalNAc bei A bzw. Galaktose bei B) angehéangt
wird. [252] Es ist beeindruckend, wie diese scheinbar minimale Unterscheidung im
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Abbildung 3: N-Glykosylierung
A) Schema der N-Glykosylierung im eukaryontischen ER:
Die Dolicholkinase (DOLK) phosphoryliert Dolichol an der Cytosolseite des
ER zu DoL-P. Nun wird die Basis des Polysaccharidbaumes durch die Alpha-
Glucosyltransferasen (ALGs) synthetisiert. Nach der Ubertragung von drei
GlcNAc und fiinf Mannosen wird das Grundgertist durch RFT1 nach lumi-
nal geflippt. Hier wird die Synthetisierung fortgefiihrt. Die Glykane wer-
den dabei extraluminal durch die Dolichol-Phosphat Mannosyltransfera-
sen (DPMs) bzw. ALG5 von Nukleotidzuckern auf DoL-P iibertragen und
durch das MPDU1 in das ER geflippt. Das fertiggestellte 14-Zucker-Poly-
saccharid wird durch die Oligosaccharyltransferase (OST) von Dol-P-P auf
Asparagin-Anteile des frisch translationierten Proteins iibertragen, denen die
Peptidsequenz — X - S/T folgt.
B) Die drei Typen der N-Glykane:

High-Mannose, komplexe und hybride N-Glykosylierung
Modifiziert nach Essentials of Glycobiology: N-Glycans, [253]
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Rahmen eines Transfusionsunfalls zu lebensbedrohlichen Reaktionen des Immun-
system fiihren kann. Wie andere eukaryontische Zellen auch, tragen Erythrozyten
neben den Blutgruppenantigenen eine Vielzahl weiterer Glykoproteine auf ihrer
Zelloberflache. Beachtenswert ist, dass im Rahmen einer Infektion mit P. falciparum
die Anzahl dieser Proteine reduziert ist. Eine Datenbankanalyse des Genoms von
P. falciparum zeigte, dass der Parasit weder tiber die Proteine des Stoffwechselwe-
ges fiir die N-Glykosylierung noch tiber die der O-glykolysierten Mucine verfiigt
[262]. Nichtsdestotrotz konnten mehrere O-Glykosylierungen bei Plasmodien-Prote-
inen nachgewiesen werden. So verfiigt das auch als Zielstruktur der menschlichen
Immunabwehr dienende MSP iiber gebundene Galaktose, GALNAc und GLcNAc.

1.2.5 O-GIcNAc - Ein Sonderfall

O-GlcNAcylierung oder O-N-acetylglucosaminierung beschreibt die Bindung ei-
nes einzelnen N-acetylglukosamins (GLCNAC) in 3-Konfiguration an die Hydro-
xylgruppe eines Serins oder Threonins. Die Entdeckung des O-GIcNAcs ereignete
sich zuféllig. Bei der Nutzung boviner Milch-Galactosyltransferase zur Markierung
endstandigem GlcNAcs mit radiomarkierter Galaktose bei murinen Lymphozyten
fiel der Gruppe um Gerald W. Hart auf, dass ein Grofiteil des markierten GIcNAcs
sich, wider Erwarten, nicht terminal an komplexen N-glykosidisch gebundenen
Glykokonjugaten befand, sondern als einzelne GlcNAc-Reste direkt an Serin und
Threonin gebunden war. Weiterhin bemerkenswert war, dass dieses 3-O-glykosi-
disch gebundene GlcNAc, im Gegensatz zu anderen Glykanen, nicht ausschliefilich
an der Zellmembranauflenseite vorkam, sondern im Zellinneren Abbildung 4 [266].
In einer anschlieffenden Untersuchung wurde in Rattenleber-Zellen O-GlcNAc in
der 16slichen Fraktion und vor allem an Kernproteinen lokalisiert [131] und spéter
detaillierter im Cytosol, der cytoplasmatischen sowie nukleoplasmatischen Seite
von Kernporen [129] und dem Chromatin [147]. Zudem kommt O-GlcNAcylation
bei mitochondrialen Proteinen vor [133].

1.2.6  Eine gut versteckte Modifikation

Wie kam es, dass eine der hdufigsten Formen der Glykosylierung jahrelang unent-
deckt blieb, obwohl die Modifikation inzwischen bei iiber 600 verschiedenen Prote-
inen und Organismen aller Gattungen nachgewiesen wurde? (vgl. dbOGAP Online
Datenbank 2016). Eine Erkldrung liegt in der geringen Grof3e der Modifikation. Die
Bindung eines einzelnen Monosaccarids ldsst sich nur, wenn es stark konzentriert
an mehreren Stellen eines Proteins vorkommt, als Verschiebung in einem SDS-PAGE
Gel erkennen. Des Weiteren wird die Modifikation schnell von freigewordenen ly-
sosomalen Hexosamidasen oder anderen zelleigenen Proteasen abgespalten, wenn
diese bei der Zelllyse nicht inhibiert werden [275]. In der Massenspektrometrie (MS)
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des ersten Nachweises von O-Glcnacylierung
a) Es liegen verschiedene N- und O-glykosylierte Proteine mit endstandigem
GIcNACc vor. .
b) Abspalten der N-Glycosylierungen. Ubertragung von radiomarkierter Ga-
laktose auf enstandiges GIcNAc der O-glykosylierten Proteine.
¢) In der Gel-Chromatografie fillt auf, dass durch 3-Eliminierung grofie Men-

gen an markierten, einzelnen GIcNAc Resten frei gewordenen sind.
Nach [266] Scheren-Icon by Pixel perfect, www.flaticon.com
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geht die Modifikation aufgrund ihrer Labilitdt in der Gasphase bei der Ionisation
der Peptide verloren. Erst durch (3-Elimination und anschlielende Michael-Addi-
tion ldsst sich O-GlcNAc ausreichend stabilisieren, um es in der konventionellen
CID-Tandem-Massenspektrometrie nachzuweisen [171]. Eine Alternative bildet die
neuere electron transfer dissociation (ETD)-Massenspektrometrie, bei der die Modi-
fikation erhalten bleibt [257]. Durch die Entwicklung spezifischer Antikorper und
Kits zur Markierung lasst sich die O-GlcNAcylierung heute relativ einfach nach-

weisen.

1.2.7  Die hohe Dynamik des O-GIcNAcs

Bei der Untersuchung von O-GlcNAcyliertem o-Crystallin stellten Roquemore et
al. fest, dass bei der Biosynthese, der Umsatz von O-GlcNAc viel hoher war als
der des Proteins [216]. Dies bekréftigte die Erkenntnis, dass O-GlcNAcylation eine
Modifikation mit regulierenden Funktionen ist, die mit einer hohen Dynamik an-
gehdngt und abgespalten wird [146]. Immer mehr Parallelen zur Phosphorylierung
taten sich auf. Beide Modifikationen reagieren auf den Erndhrungszustand von
Zellen, da Thre Substrate eine wichtige Rolle im Energiehaushalt der Zelle spielen
[120, 154]. Es zeigte sich, dass Phosphorylierung und O-GlcNAcylierung in einer
Wechselbeziehung stehen und da sie beide an Serin und Threonin binden, sogar
teilweise in Kompetition zueinander stehen. Dabei nehmen sie eine Art Schalter-
funktion bei der Regulation verschiedener Proteinkonditionen ein [9]. Die beiden
Modifikationen kénnen jedoch auch zeitgleich an zwei oder mehreren Stellen des
Proteins vorkommen [290].

1.2.8 Der Zyklus der Modifikation

Zwei Enzyme sind beteiligt daran, dass GIcNAc dynamisch an Proteine gebunden
und von ihnen gelost wird. Die O-GlcNAc Transferase (OGT) und die O-GIcNAcase
(OGA) regulieren den Zyklus der O-GlcNAcylierung.

1.2.8.1  Die O-GIcNAc Transferase

Die OGT wurde 1990 identifiziert [114], zwei Jahre darauf gereinigt [113] und 1997
kloniert [170]. Die OGT, oder mit vollem Namen UDP-N-acetylglucosamine:peptide
N-acetyl-glucosaminyltransferase, nutzt als Substrat Uridindiphosphat-gebunde-
nes N-Acetylglukosamin (UDP-GIcNAc). Dieses Substrat ist das Endprodukt des
Hexosamin-Stoffwechselweges und die Vorstufe aller Aminozucker. UDP-GIcNAc
ist Baustein der Biosynthese von Glykoproteinen, Glykolipiden, Proteoglykanen,
Glykosaminoglykanen sowie von Chitin [117]. Der Hexosamin-Stoffwechselweg hat
jedoch auch regulatorische Funktion, so beeinflusst er bei Sdugern die Produktion
und Aktivierung des Tumor-growthfactor 3 [229]. Die OGT hat eine sehr hohe Affi-
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nitat (Km = 545 nM) zu UDP-GIcNAc. Dies ermoglicht es ihr, trotz der im Vergleich
zum ER oder dem Golgi-Apparat relativ geringen Konzentration von UDP-GIcNAc
im Cytosol, ausreichend Substrat zu binden. Die UDP-GIcNAc Transporter in
diesen Zellorganellen haben einen viel hheren kM Wert [113]. Bei Sdaugetieren
existieren drei durch alternatives Spleifien gebildete Varianten der OGT. Die nu-
kleocytoplasmatische OGT mit 110 kDa nukleocytoplasmatische OGT (NncOGT)
eine verkiirzte Form mit 78 kDa; short OGT (sOGT) und eine mitochondriale Form
mit 103 kDA; mitochondriale OGT (MOGT). Diese bilden miteinander Komplexe,
die je nach Lokalisation aus verschiedenen Anteilen an sOGT und NcOGT zusam-
mengestellt sein konnen [153]. Die MOGT wird im Zusammenhang mit Apoptose
diskutiert, da eine Uberexpresssion im Gegensatz zu den anderen OGTs toxisch
wirkt [167]. Pflanzen verfiigen tiber zwei unterschiedliche in Sequenzanalysen den
OGTs entsprechenden Enzymen mit den kriminalistisch anmutenden Bezeichnun-
gen SPINDLY (SPY) und SECRET AGENT (SEC) [123, 137]. Sie haben Einfluss auf
unterschiedliche Entwicklungsabldufe der Pflanze. So zdgert SPY das Bliihen der
Pflanzen heraus, wiahrend SEC die Anzahl der Blatter beeinflusst [122]. Inzwischen
wurde SPY als O-Fucosyltransferase identifiziert und scheidet als mogliche OGT
hochstwahrscheinlich aus [315]. Recombinant in der Zellkultur exprimiert, zeigten
beide Enzyme im Vergleich mit humaner OGT keine O-GlcNAcylierungs-Aktivitat
[10]. Eine Anreicherung O-GlcNAcylierter Peptide gelang, jedoch mit fraglicher
Spezifitit [305]. Der direkte biochemische Nachweis der O-GlcNAcylierung bei
Pflanzen war bis jetzt jedoch erfolglos [10].

Die OGT ist aus zwei Teilen aufgebaut, die iiber eine flexible Linker-Region
miteinander verbunden sind [168] Am N-Terminus des Enzyms liegen mehrere re-
petitive Tetratricopeptide (TPR). Dies sind 34 Aminosduren lange Wiederholungen,
welche die konservierte Sequenz WLGYAFAP tragen [158]. Die unterschiedlichen
Isoformen tragen eine verschiedene Anzahl von TPR-Wiederholungen [118]. Auch
zwischen verschiedenen Spezies unterscheiden sich die TPR. Bei Nematoden sind
sie beispielsweise besonders lang [154] Diese Region erméglicht die Protein-Protein-
Interaktion des Enzyms. Hier binden die Empfangersubstrate, jedoch auch andere
OGT Untereinheiten, bei der Bildung von Multimeren [136]. Nahe des C-Terminus
des Enzyms befindet sich die katalytische Region [169]. Diese ist nochmals aufge-
teilt in eine CDI Untereinheit, welche an das UDP bindet und eine , lectin-like”
CDII Untereinheit, die das Kohlehydrat bindet [215].

1.2.8.2 Die O-GIcNAcase

Der Gegenspieler der OGT ist die als O-GlcNAcase bezeichnete O-GlcNAc Hy-
drolase. Sie wurde erstmals 1994 von Dong und Hart isoliert und beschrieben
[70]. Die OGA entfernt das O-GlcNAc tiber substratassistierte Katalyse. Der Mecha-
nismus, wie sie das Substrat auf den hunderten verschiedenen O-GlcNAcylierten
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Proteinen erkennt, ist noch ungekldrt [6]. Die OGA ist im Fokus intensiver For-
schung. Aufrechterhaltung der O-GlcNAcylierung durch Inhibierung des Enzyms
konnte als therapeutischer Ansatz mehrerer Erkrankungen dienen. Der Einsatz
von OGA-Inhibitoren schiitzt bei Reperfusionstraumata nach Ischdmien des Her-
zens [156] und wirkt entziindungsvermittelten vaskuldren Dysfunktionen entgegen
[128]. Vor allem wird die potentiell Alzheimer-praventive Wirkung des oral verfiig-
baren OGA-Inhibitors Thiamet-G untersucht. Hierbei wirkt die O-GlcNAcylierung
einer, die Fehlfaltung des tau-Proteins begiinstigenden, Phosphorylierung entge-
gen [282, 310]. Aktuelle Darstellung durch PET-Radioliganden zeigen bei Sdugern
eine Anreicherungen der OGA in Gehirn, Niere, Milz, Leber und Hoden [199]

1.2.9 Phylogenetik der O-GIcNAcylierung

Kurz nach Entdeckung der Modifikation in murinen Lymphozyten wurde O-
GlcNAcylierung in kernlosen Zellen und in humanen Erythrozyten nachgewiesen
[130]. Bei dem Nachweis O-GlcNAcylierter Proteine bei Viren fiel auf, dass diese
auch hier nichtim Kapsid, sondern im Virusinneren liegen [102]. Es folgte der Nach-
weis bei Bakterien, wie Listerien [228] und Pneumokokken [236], bei Nematoden
(Caenorhabditis elegans) [116], Insekten (Drosophila melanogaster) [147] und schlieflich
den Apicomplexa P. falciparum und Toxoplasma gondii (T. GoNDII) [65, 201]. Das Vor-
kommen O-GlcNAcylierter Proteine bei Hefen jedoch bleibt umstritten. Bei Algen
und Pflanzen findet sich mit SEC ein Enzym, das als OGT dienen konnte [255].
Die Modifikation konnte jedoch bei Arabidopsis Thaliana nicht sicher nachgewiesen
werden (vgl. Unterabsatz 1.2.8.2). Gleiches gilt fiir die Griinalge Chlamydomonas

reinhardtii [10].

1.2.10 Die Beteiligung der O-GIcNAcylierung an zelluliren Prozessen

Die PTM ist an verschiedensten zelluldren Prozessen beteiligt. Sie beeinflusst trans-
lationale und transkriptionelle Abldufe. So nimmt sie Einfluss auf den Kondensati-
onsgrad von Chromatin durch Bindung an unterschiedliche, die Histone beeinflus-
sende Chaperone und Proteine zur Histonmodifikation [163]. O-GlcNAcylierung
kann die Inhibition der Proteinsynthese durch Phosphorylierung verhindern bzw.
antagonisieren [314]. Sehr friih hat man die Modifikation an Kernproteinen nachge-
wiesen [115]. Daher wird die Funktion von O-GlcNAc als Signal fiir den Kerntrans-
port diskutiert [106]. Eine wichtige Rolle nimmt die O-GlcNAcylierung auch in der
Regulierung des proteasomalen Proteinabbaus sowie der Reaktion auf zelluldren
Stress und Néahrstoffverdanderungen ein [312],[311],[316].
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1.2.11  O-GlcNAcylierung und Pathogenese

Neben der Erforschung des O-GlcNAcoms verschiedener Spezies liegt der Fokus
aktueller Untersuchungen der Modifikation vor allem auf deren Einfluss auf ver-
schiedene pathologische Prozesse, insbesondere beim Menschen. Aufgrund der
Beteiligung der O-GIcNAc-Modifikation an so unterschiedlichen zelluldren Funk-
tionen ist diese auch in eine Vielzahl pathologischer Prozesse involviert.

Beziiglich neurodegenerativer Erkrankungen scheint eher ein protektiver Einfluss
zu bestehen. Verstirkte O-GlcNAcylierung von Amyloid verhindert die Bildung
sogenannter ,seniler Plaques”. Bei tau-Proteinen verhindert ebenfalls die Antago-
nisierung von Phosphorylierung die Aggregation. Beide Prozesse sind vermut-
lich Hauptfaktoren der Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung. Ebenso fithrt O-
GlcNAcylierung zu reduzierter «-Synuclein-Akkumulation, deren Ablagerung
Hauptmerkmal der Synucleopathien wie Morbus Parkinson ist [285].

Die ausgeprdagte Empfindlichkeit beziiglich Nahrstoffangebot und -tiberangebot
kann wohl den negativen Anteil der PTM an der Entstehung metabolischer Erkran-
kungen erkldren. Es konnte gezeigt werden, dass die Modifikation den Insulin-
Signalweg, die Insulin vermittelte Aufnahme von Glukose in die Leberzellen sowie
die Glykogen-Synthese blockiert. All dies sind typischerweise mit der Insullinresi-
tenz bei Typ-2-Diabetes mellitus verkniipfte Dysregulationen. Zudem wird ihr eine
Rolle beziiglich der Glukose-Toxizitdt zugesprochen, die viele Folgeschdden der
Erkrankung bedingt [135].

Die Abhdngigkeit von Krebszellen von einer Erh6hung des Glukose-Metabolismus
ist als ,Warburg Effekt” bekannt. In der engen Verbindung zwischen zelluldrer
Zucker-Aufnahme und O-GlcNAcylation liegt daher vermutlich auch deren ver-
starkender Effekt auf neoplastische Erkrankungen begriindet. Sie wirkt aktivitdts-
steigernd auf verschiedene Protoonkogene wie MYC und Transkriptionsfaktoren
wie NF kB. Eine stimulierende Wirkung ist bisher fiir die Proliferation, Migration
und Widerstandsfahigkeit maligner Zellen beschrieben [141].

1.2.12  Nachweis der O-GIcNAcylierung bei P. falciparum

Nachdem in den ersten Jahren nach Entdeckung der O-GlcNAcylierung diese bei
vielen verschiedenen Spezies nachgewiesen wurde, waren es Angela Dieckman-
Schuppert et al., die 1993 die Modifikation zum ersten Mal bei P. falciparum nach-
wiesen. Sie nutzen die gleiche Herangehensweise wie schon Hart et al. bei der
Entdeckung des O-GIcNAc, indem sie die Modifikation tiber eine Galactosyltrans-
ferase mit radiomarkierter Galaktose markierten und die abgespaltenen Glykane
in der Gelelektrophorese analysierten (vgl. Abbildung 4). In gleicher Weise konn-
ten sie zeigen, dass lysierte P. falciparum Enzyme O-GlcNAc auf den synthetischen
Akzeptor Pro-Tyr-Thr-Val-Val transferieren kénnen und schlossen daraus, dass der
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Parasit tiber eine O-GlcNAc-Transferase verfiigen muss. Zudem zeigte sich, dass die
auf diese Weise tibertragenen Hexosamine (3-gebunden sind und unter in vitro-Be-
dingungen nicht zu gréfieren Glykanen verldngert werden [65]. Zudem konnte die
Arbeitsgruppe zeigen, dass das Proteom des Parasiten wohl ausschliefilich durch
O-Glykane modifiziert ist und N-Glykosylierung hier nicht vorkommt. [66]. Das Feh-
len beziehungsweise Vorhandensein der N-Glykosylierung bei P. falciparum bleibt
bis heute umstritten. Neuere Untersuchungen weisen eher darauthin, dass diese,
soweit vorhanden, vielmehr bei sehr frithen Stadien des Parasiten vorkommen [150]
und nur wenige Molekiile lang sind [48], beziehungsweise schon in ihren Vorstufen
unterdriickt werden [39]. 2011 nutzen Perez Cervera ef al. inzwischen verfiigbare
Antikorper gegen O-GIcNAc, um den Nachweis der Modifikation zu bestitigen. Bei
dem ebenfalls der Gruppe der Apicomplexa angehorigen, protozodren Parasiten T.
gondii gelang in dieser Arbeit liber Sequenz-Alignement die Identifikation einer
putativen OGT. Bei P. falciparum konnten keine mit der OGT anderer Spezies {iber-
einstimmenden Sequenzen identifiziert werden [201]. Eine Identifizierung der O-

GlcNAcylierten Proteine war jedoch bei P. falciparum bis dato noch nicht erfolgt.
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ZIELSETZUNG

Die posttranslationale Modifikation von P. falciparum-Proteinen durch das Anhén-
gen von O-GlcNAc wurde schon in den neunziger Jahren auf Grundlage radiobio-
chemischer Untersuchungen belegt [65]. Der direkte Nachweis der Modifikation
individueller Proteine durch spezifische O-GlcNAc-Antikorper bei P.falciparum und
T.gondii gelang das erste Mal 2011 [201].

Ziel dieser Dissertation sollte sein, den Nachweis der Existenz O-GlcNAcylierter
Proteine bei P. falciparum, durch die Anwendung weiterer biochemischer Techniken
zu untermauern. Mit Hilfe spezifischer Antikorper, Lektine und click chemistry
sollten zudem das O-GIcNAcom des Parasiten angereichert und seine Bestandteile
massenspektroskopisch identifiziert werden. Die Ergebnisse der Identifizierung
sollten mit denen aus parallel an T. gondii durchgefiihrten Untersuchungen ver-
glichen werden. Hierdurch sollte ein allgemeiner Einblick gewonnen werden, an
welchen Stoffwechselwegen der Apicomplexae O-GlcNAcylierte Proteine beteiligt
sind. Durch bioinformatische Methoden wie sequence alignment und der statisti-
schen Vorhersage von O-GlcNAcylierungsstellen sowie einer Literaturrecherche
beziiglich O-GlcNAc-modifizierbarer Isoformen der identifizierten Proteine bei an-
deren Organismen — insbesondere T.gondii — sollten Hintergrundinformationen zur
Funktion der PTM und ihrer Eignung als mdogliches Therapieziel erlangt werden.

Im zweiten Teil der Dissertation sollten die Hintergriinde der Modifikation bei P.
falciparum ndher beleuchtet werden. So sollte untersucht werden, woher der Parasit
UDP-GIcNAc das fiir die O-GlcNAcylierung benétigte Substrat bezieht. Zudem soll-
te der Einfluss der Inkubation mit dem beim Menschen wirksamen OGA-Inhibitor
Thiamet-G auf die Entwicklung von Parasitenkulturen untersucht werden.
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MATERIAL

3.1 GERATE

Produkt Typ Hersteller
Analysewaage Sartorius
Eppendorf-Zentrifuge Biometra Heraeus
Brutschrank Thermo Scientific
Chemoluminometer Fusion Vilber Lourmat
Chemoluminiszens- Capt Advance Vilber Lourmat
Software

Densitometer GS-800 Bio-Rad

Digitales Mikroskop EVOS XL core AMG
Elektrophoresesystem Bio-Rad
Gradient maker GM 383 Bio-Rad
Heizblock BioRad
Inkubator Modular Incub. Chamber  Billups-Rothenberg
Magnetriihrer IKA

Mikroskop Laborlux S Leitz
Mikrowelle Sharp Nanodrop 3300 Thermo Scientific
pH-Meter Seven

Pumpe miniplus 3 Gilson

Riittler Genie2 Vortex
Sicherheitswerkbank Heraeus
Ultraschallbad FS30 Thermo Fisher
Ultraschallsonde Cell Disruptor B-30 Branson Sonic Power
Zellkulturschrank 37 °C/ CO2 Heraeus
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3.2 VERBRAUCHSMATERIALIEN

3.3 CHEMIKALIEN

Produkt Typ Hersteller
Deckgléser 12mm Menzel

Kaniilen 21-27G Braun
Kryorohrchen 1,0ml Satstedt
Nitrozellulosemembran =~ Whatman-Papier GE Healthcare
Optical Reaction Plate 96-well Greiner Bio-One
Objekttrager 76 X 22 mm Menzel
Parafilm M Bemis
Petrischalen gcm Sarstedt
Pipetten Glas Hirschmann TechColor
Pipetten Easy Mettler Toledo Gilson/Eppendorf
Pipettenspitzen tip-one 10,200, 1000 il Starlab
Pipettenspitzen Zip—Tip® Cis Merck
Reaktionsgefafse ,Falcon” 15 — 5oml Greiner Bio-One
Reaktionsgefédfse 2ml Eppendorf
Reaktionsgefafse 1,5ml Sarstedt
Reaktionsgefafse 0,5 ml Eppendorf
Scanner FLA-5100 Fuji

Sterilfilter 0,025 pm/ 0,45 pm millipore
Spritzen 1ml, 5ml, 6oml BD
Zellkulturflaschen 25 — 175 cm3 Greiner Bio-One
Zellkulturplatten 6 und 12-well Greiner Bio-One

3.3 CHEMIKALIEN

Produkt Hersteller
Aceton VWR
Acetonitril (ACN) Prolabo, VWR
Acrylamid/Bis (29:1) Sigma-Aldrich

Fortgesetzt auf der nichsten Seite
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Fortsetzung Chemikalien

3.3 CHEMIKALIEN

Produkt Hersteller
Acrylamidlosung 40 % Bio-Rad
Ameisensdure Sigma-Aldrich
Ammoniumhydrogencarbonat Sigma-Aldrich
Ammoniumpersulfat (APS) Riedel-de-Haén
Bis-Losung 2 % Bio-Rad
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich
Brilliant Blue R Sigma-Aldrich
Calciumchlorid (CaCl,) Prolabo
Chloroform Sigma-Aldrich
Desoxycholsdure amresco
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich
Essigsdure Carlo Erba
Ethanol absolut (EtOH) VWR
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) Panerac
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)- Sigma-Aldrich
N,N,N",N’-tetraessigsdure (EGTA)

Formaldehyd 37 % Sigma-Aldrich
GLc Panreac
Glycerol Euromedex
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1- Euromedex
piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES)

Hypoxantin Sigma-Aldrich
Iodacetamid Bio-Rad
Kaliumhexacyanidoferrat(III) Sigma-Aldrich
Magnesiumchlorid (MgCl.) Prolabo
Mangan(II)-chlorid (MnClL,) Prolabo
Methanol VWR
Methanol (MeOH) VWR
Milchpulver Regilait
N,N,N’,N’-Tetramethylethylethylendiamin (TEMED) amresco
Natriumacetat (HPLC-Grade) Sigma-Aldrich

Fortgesetzt auf der nichsten Seite
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Fortsetzung Chemikalien

3.4 NUKLEOTIDZUCKER

Produkt Hersteller
Natriumcarbonat Riedel-de-Haén
Natriumchlorid (NaCl) VWR

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)

Sigma-Aldrich

Genomic Solution

Natriumthiosulfat Sigma-Aldrich
Neomycinsulphat Sigma-Aldrich
NP-40 Alternative Millipore
Phosphorsédure Sigma-Aldrich
Ponceau S Losung Sigma-Aldrich
Protease-Inhibitor Cocktail (Tabletten) Sigma-Aldrich
RPMI-1640 Gibco BRL
Salzsdure (HCI) Carlo Erba
Silbernitrat (AgNO; ) Riedel-de-Haén
Trichloressigsdure Sigma-Aldrich
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Applichem
Triton™ X-100 Sigma-Aldrich
Tween®-20 Serva
-Mercaptoethanol Fluka

3.4 NUKLEOTIDZUCKER
Produkt Hersteller
ADP-GLc Sigma-Aldrich
GLcNAC Sigma-Aldrich
ubr Sigma-Aldrich
UDP-GALNACc Sigma-Aldrich
UDP-GLcNAC Sigma-Aldrich
UuMP Sigma-Aldrich
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3.5 KITS

3.6 ANTIKORPER

Produkt

Hersteller

Super Signal® West Femto Maximo

Pierce® ECL 2 Western Bloting Substrate

Super Signal® West Pico (Trial)
Pierce® BCA Protein Assay Kit

Thermo Scietontific
Thermo Scientific
Thermo Scientific

Thermo Scientific

PNGaASE F New England BioLabs
Click-iT™ O-GlcNAc Enzymatic Labeling System invitrogen
Click-iT™ Biotine Protein Analysis Detection Kit  invitrogen

3.6 ANTIKORPER
Protein Spezies Klonalitat Hersteller Verdiinnung
RL 2 Maus mono Thermo 1:4000
a-tubulin Maus mono Santa Cruz 1:2000
B-tubulin Kaninchen poly Thermo 1:2000
HSP 7o Maus mono StressGen 1:2000
Mouse Schaf mono GE 1:10.000
Rabbit Esel mono GE 1:10.000
Andere Reagenzien:
Horseradish Peroxidase Avidin D Vector 1:15.000
sWGA Agarose-Perlen Vector
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3.7 LOSUNGEN, PUFFER, NAHRMEDIEN

3.7 LOSUNGEN, PUFFER, NAHRMEDIEN

3.7.1  Firbelosungen

CoomMassIiE-BLAU-FARBUNG

Féarbelosung 20X Coomassie Brilliant Blau 5%
Ethanol 45,5 %
Essigsdure 9,2%
H,O 40,3 %

Entfarbelosung Ethanol: 30 %
Essigsdure: 10 %
H.O: 60 %

CooMAssIE-COLOIDAL-FARBUNG

Farbelosung 20X R250 5 %
ATCA 12 %
H.O 83 %

Entfarbelosung H.O 100 %

SILBERNITRAT-FARBUNG

Silberlosung AgNO, 01g
Formaldehyd 37 % 28l
H,O 100ml

Entwicklerlosung Natriumcarbonat 2,48
Formaldehyd 37 % 28l
Natriumthiosulfat 10 % 12,5l
H,O 100ml

Stopplosung TRIS base 48
Formaldehyd 37 % 28l
Essigsdure 2ml
H,O 100ml
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3.7.2  Pufferlosungen

3.7 LOSUNGEN, PUFFER, NAHRMEDIEN

LYSEPUFFER

RIPA Puffer pH 7,4 NaCl 150 mM
Tris-HCl 10 mM
EDTA 1mM
Triton X-100 1% (V/V)
Desoxycholsdure 0,5 % (W/V)
SDS 0,1% (W/V)

Homogenisierungs Puffer =~ Tris-HCl 1omM

(sWGA) pH 7,5 EDTA 1mM
EGTA 1mM
Triton X-100 0,5% (V/V)

Hypotonischer Puffer MgCl2 1mM

(fiir HPLC) pH 7,2 Tris-HCI 10 mM
Na(Cl 1omM
[3-Mercaptoethanol 1omM

ANREICHERUNGSPUFFER

fiir s-WGA Perlen pH 7,5 Tris-HC1 10mM
NaCl 100 mM
Desoxycholsdure 0,4% (V/V)
SDS 0,3% (W/V)
Nonidet P-40 0,2% (V/V)

fiir Streptavidin Perlen PBS
Triton X-100 1% (V/V)
SDS 0,1 % (wW/V)

Phosphat-Puffer (fiir Phosphorsdure 2,91ml

PNGase F) pH 7,5 NaCl titriert

Fortgesetzt auf der néchsten Seite
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Fortsetzung Puffer

3.7 LOSUNGEN, PUFFER, NAHRMEDIEN

PROBENPUFFER
2X Laemmli SDS 20 % 20 %
Glycerol 10 %
2-mercaptoethanol 5 %
Tris 0,5M pH6,8 12 %
5X Laemmli SDS 10 % (W/V)
Glycerol 25%
2-mercaptoethanol 12,5 %
Tris o,5M pH6,8 30 %
SDS-PAGE PUFFER
10 % APS APS 10 % (w/v) in H,O
20 % SDS SDS 20% (w/v) in H,O
Sammelgelpuffer, pH 6,8 Tris-HCl1 o5M
Trenngelpuffer, pH 8,8 Tris-HC1 1,5M
SDS-Laufpuffer TG 10x 10 % (v/v) in H,O
WESTERN-BLOT PUFFER
TBS
TBS-TWEEN-20 Tween-20 0,1 % in TBS
Blockierungspuffer I Milchpulver 5 % in TBS-Tween
Blockierungspuffer II BSA 4 % in TBS-Tween
HPLC PUFFER
Puffer A 1 NaOH 10 mM
Puffer B 1 NaOH 1omM
Natriumacetat 1M
Puffer A2 pHo,2 Tris 20mM
Puffer B 2 NaCl 2M
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3.7.3 P. falciparum In-vitro-Kultur

3.8 PARASITEN

Kulturmedium
NatriumhydrogencarbonatNaHCO, 5% in H,O
Losung
Neomycin-Lésung Neomycinsulfat 1% in H,O
Kulturmedium RPMI-1640-Pulver 51958
inkomplett HEPES 5958
Hypoxanthin (Base) 50mg
in H,O g9ooml
Kompletierung + FFP - fibrinfrei 25ml
+ NaHCO;-Losung 4oml
+ Neomycin-Lésung 1oml
Erythrozyten-Lysepuffer
SSC-Puffer NaCl 8,766 g
Na,-Citrat 4,412 ¢
in H,O 1000 ml
Saponin-Losung Saponin 1ml
in H,O 99 ml
Lysepuffer SSC-Puffer 985 ml
Saponin-Losung 15ml

3.8 PARASITEN

P. falciparum Stamm 3D7 geht aus dem Stamm NF54 hervor, der in den Niederlanden

bei einem Patienten mit Flughafen-Malaria isoliert werden konnte. Das Genom des

Stammes wurde im Rahmen des ,Malaria Genome Project” sequenziert und ist
online tiber die Bibliothek ,PlasmoDB” http://www.plasmodb.org/plasmo/

zugéanglich.
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METHODEN

4.1 KULTIVIERUNG VON P. FALCIPARUM
4.1.1  Kulturbedingungen

Die P. falciparum Kulturen wurden modifiziert nach Trager & Jensen[268] in gas-
dichten Kulturflaschen, kleinere Mengen in Petrischalen in gasdichten Inkubatoren
mit einem 5 % O, , 5 % CO, und 90 % N, Gasgemisch begast und bei 37 °C im Brut-
schrank inkubiert. Als Medium diente ein modifiziertes RPMI Medium, welchem
2,5% Fresh Frozen Plasma (FFP) beigeftigt wurde. Der Hdamatokrit in der Kultur
betrug 5 %. Das Medium wurde in der Regel tdaglich gewechselt. Das alte Medium
wurde hierfiir direkt vorsichtig abgesaugt oder zuvor 5 Minuten bei 500 g und 4 °C

abzentrifugiert.

4.1.2  Kontrollausstriche

Kontrollausstriche wurden eine Minute mit Methanol fixiert, 10 Minuten mit Giem-
sa-Losung gefdrbt (1:4 mit Wasser gemischt), mit bidestiliertem Wasser abgewa-
schen und luftgetrocknet. Der Ausstrich wurde daraufhin unter einem Ol-Immer-

sionsmikroskop bei 100-facher Vergrofierung betrachtet.

4.1.3 Vermehrung der Parasitenkultur

Eine zu hohe 12-15 %, bzw. zu niedrige >0,2 % Parasitimie kann zum Absterben
der Kultur fithren. Daher wurde stets darauf geachtet, eine ideale Parasitdmie zu
erhalten. Wurde im Kontrollausstrich bei der Auszdhlung der Parasiten mithilfe
eines Zahlokulars eine Parasitdmie zwischen 7 % und 10 % festgestellt, wurden die
Kulturen splittiert. Hierfiir wurden sie 5 Minuten bei 500 g und 4 °C zentrifugiert,
das Medium im Uberstand verworfen, die IRBC auf 2—3 neue Gefife aufgeteilt und
weiteres Erythrozytenkonzentrat (EK) hinzugegeben, sodass nach Hinzufiigen des
Mediums der Hamatokrit wieder bei 5 % lag.

4.1.4 Parasitenaufreinigung

Wirkungsmechanismus: Da bei P. falciparum die Vermehrung der Parasiten nicht syn-
chron ablduft, liegen nach einigen Zyklen Ring- und adulte Trophozoitenstadien,
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4.1 KULTIVIERUNG VON P. FALCIPARUM

bzw. Schizonten stark gemischt vor [268]. Um isolierte Proben der einzelnen Sta-
dien gewinnen zu konnen, miissen diese getrennt werden. Hierfiir wurde die FEi-
genschaft von Plasmodium genutzt, diamagentisches Fe(II)-haltiges Hamoglobin in
paramagnetisches Fe(IlI)-haltiges Himozoin umzuwandeln. Gibt man 1RBCs in ei-
ne in einem Magnetfeld gelagerte Magnetic Cell Separation (MACS) Sdule, werden
die in hdmozoinreichen Erythrozyten liegenden Schizonten und adulten Trophozoi-
ten in der Sdule zuriickgehalten, wahrend die in hamoglobinreichen Erythrozyten
gelegenen Trophotoizen im Ring Stadium mit den URBC durch die Sdule flieflen
[212]. Durchfiihrung: Hierfiir wurden pro Aufreinigungsdurchgang die in RPMI-
Medium suspendierten Erythrozyten aus 20 Petrischalen oder 5 Kulturflaschen
iiber 5 Minuten, bei 500 g und Raumtemperatur abzentrifugiert, das Medium ver-
worfen und die verbliebenen 10-12,5 ml Erythrozyten in 20 ml phosphatgepufferter
Salzlosung (PBS) gepoolt. An die MACS Sédule wurde {iiber einen Drei-Wege-Hahn
eine Kaniile angeschlossen, um den Durchfluss auf 1—3 Tropfen pro Sekunde zu
verlangsamen und so zu verhindern, dass hamozoinreiche IRBCs von dem Fluss
mitgerissen werden. Die Sdule wurde mit warmem PBS-o0,5 % BSA 4quilibriert. Die
in PBS suspendierten Erythrozyten wurden auf die Sdule gegeben bevor diese tro-
cken lief. Sobald sich die Tropfen an der Kantile rétlich verfarbten, wurde das Eluat
in einem 50 ml R6hrchen aufgefangen. Von oben wurde PBS nachgefiillt, sobald die
Erythrozyten in die Sdule eingesickert waren. War das Eluat nach wiederholtem
Zugeben von PBS wieder klar geworden, wurde der Hahn geschlossen und die
Séule aus dem Magnetfeld genommen. Uber eine 60 ml Spritze konnten nun die in

der Saule verbliebenen IRBCs mit PBS eluiert werden.

4.1.5 Lyse der Parasiten

Um die Parasiten von ihren Wirtszellen zu befreien, wurden die Erythrozyten mit
einem Saponin Puffer lysiert (modifiziert nach Goman [99]). Hierbei wird ausge-
nutzt, dass Saponin sowohl die Erythrozyten-Membran als auch die Membran der
parasitophoren Vakuole perforiert, die Parasitenmembran jedoch intakt ldsst. [38]
Die 1IRBCs wurden zwei Mal mit gekiihltem PBS gereinigt und jeweils 5 Minuten
mit 500 g bei 4 °C abzentrifugiert. 4-5 ml Erythrozyten-Konzentrat wurden mit Sa-
ponin-Lysepuffer auf 50 ml aufgefiillt und sofort stark geschiittelt und 20 Minuten
auf Eis gelassen, wobei nach 10 Minuten erneut geschiittelt wurde, um eine Lyse al-
ler Erythrozyten zu gewihrleisten. AnschliefSfend wurde 15 Minuten mit 1400 g bei
4 °C zentrifugiert. Die Parasiten setzten sich als Pellet ab, wahrend die Membranres-
te der lysierten Zellen im Uberstand verblieben. Das Pellet wurden mit eiskaltem
PBS gewaschen (erneut bei 1400 G) bis der Uberstand klar war. Das abzentrifugierte
Pellet wurden in Kryordhrchen {iberfithrt und bei -80 °C eingefroren. Alle Schritte
der Lyse erfolgten im Eis.
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4.1.6  Anfertigen und Auftauen von Kryopreservaten

Zum Anlegen eines Kryopreservats eignet sich eine Kultur mit geniigend hoher
Parasitimie 8-10% und einem hohen Anteil an Parasiten im frithen Ringstadi-
um, da nur diese den Tiefgefrierprozess iiberstehen. Eine 30%ige Dimethylsulfoxid
(DMSO) Losung in RPMI-Medium (komplett) wurde hergestellt. Dies geschah auf
Eis, da sich die Losung beim Mischen sehr stark erhitzt. Zu den gereinigten IRBCs
wurde ungefdhr die gleiche Menge an FFP gegeben. Nun wurde sehr langsam,
tropfchenweise die vierfache Menge der zuvor zubereiteten 30%igen DMSO-L6-
sung unter Schwenken des Rohrchens hinzugegeben. In Kryordhrchen zu 1ml
aliquotiert wird das Konservat direkt in einem Tank mit fliissigem Stickstoff einge-
froren. Zum Auftauen eines Kryopreservats wurde dieses im Wasserbad bei 37 °C
aufgewdrmt, direkt in ein 15 ml Rohrchen tiberfiihrt und sofort, sehr langsam und
unter stindigem Schwenken, tropfchenweise auf 37 °C vorgewdrmtes RPMI-Me-
dium (komplett) gegeben. Anschliefiend wurde drei Mal 5 Minuten mit 500 g bei
4 °C mit Medium gewaschen, um das verbleibende DMSO zu entfernen. Schliefslich
werden die IRBCs in eine Petrischale gegeben und 700 jl 50%iges URBC-Konzentrat,
sowie 10 ml RPMI-Medium (komplett) hinzugegeben. Nun kann die Kultur unter
oben genannten Bedingungen gestartet werden.

4.1.7  Waschen der Erythrozyten

Die fiir die Kultur verwendeten sterilen, leukozytenarmen EKs (Blutbank, Univer-
sitdts-Klinikum Marburg) hatten stets die Blutgruppe A-positiv. Die EKs wurden
steril mit Hilfe eines Transfusionsbestecks zu je 25 ml in 50 ml Rohrchen aliquotiert.
Sie wurden drei Mal mit 25 ml PBS def gewaschen und dieses jeweils fiir 5 Minu-
ten mit 500 g bei 4 °C abzentrifugiert. Anschliefend wurde auf das Erythrozyten-
Pelett ungefdhr die gleiche Menge RPMI-Medium (komplett) gegeben. Das 50%ige
Erythrozyten=Konzentrat konnte fiir einen Monat bei 4 °C gelagert werden.

4.1.8 Reinigung des FFPs

Das fiir die Kultur verwendete, sterile FFP aus der Blutbank des Universitats-Klini-
kums Marburg wurde iiber Nacht bei 4 °C aufgetaut. Es wurde steril, mithilfe eines
Transfusionsbestecks in 50 ml Réhrchen aliquotiert. Um das Fibrin im FFP auszu-
fallen, wurden zu 40ml FFP je 1,6 ml 10%iger Ca®>* Losung hinzugegeben und gut
gemischt. Nun wird das FFP 30 Minuten bei 37° inkubiert und tiber Nacht bei
4 °C belassen. Das kollagierte Fibrin kann nun abzentrifugiert und das fibrinfreie
Plasma in einem frischen Rohrchen bei -80 °C gelagert werden.
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4.2 PROTEINNACHWEIS
4.2.1 DProteinextraktion

Zur Extraktion O-GlcNAcylierter Proteine wurden die tiefgefrorenen Parasitenpro-
ben zehn Minuten auf Eis in Lysepuffer inkubiert. Verlingerte man diese Zeit auf
60 Minuten, lieflen sich grofsere Mengen Proteine extrahieren. Um die Parasiten-
pellets gut zu 16sen, wurde das Eppendorfrohrchen in ein Ultraschallbad gehalten.
Das Bad wurde nicht geschlossen, um manuell Ultraschallknoten mit der héchsten
Intensitdt aufzusuchen und somit die Beschallungsdauer so kurz wie moglich zu
halten. Die Probe wurde 10 Minuten bei 28.000 g und 4 °C abzentrifugiert. Die extra-
hierten Proteine fanden sich im Uberstand. Dieser wurde direkt weiterverwendet
oder bei -80 °C aufbewahrt (max. 2 Wochen).

4.2.2  Bestimmung der Proteinkonzentration

Um die Konzentration der extrahierten Proteine zu bestimmen, wurden 10l des
Proteinextrakts abgenommen und mit 4opl Lysepuffer verdiinnt (1:5). Hiervon
wurden je 10 pl in drei Vertiefungen einer 96-well-Platte gegeben. Die verbliebenen
20l wurden mit 20l Lysepuffer verdiinnt (1:10) und hiervon abermals je 10yl
in drei Vertiefungen gegeben. Eine Verdiinnungsreihe mit 10, 20, 50, 100,200 und
60oomm/ ml Albumin in Lysepuffer wurde zubereitet und als Standard ebenfalls
je 1ol in drei Vertiefungen gegeben. In jede Vertiefung wurden nun 100 pl zuvor
nach Herstellerangabe zubereitete Pierce BCA Reagenz gegeben. Nach 30 Minuten
Inkubationszeit konnte die optische Extinktion ausgewertet werden.

4.2.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einer diskontinuierlichen Sodium Dodecyl
Sulfate-Polyacrylamid Gelelektrophorese (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE)) modifiziert nach Lammli [157]. Die Zusammensetzung
der Gele war wie folgt:
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Trenngel (10 %) Sammelgel

Tris/HCl pH 8,8 37,5% Tris/HCl pH 6,8 15 %

SDS 20 % 0,5%  SDS20% 0,5 %
Acrylamid/Bis (29:1) 25 % Acrylamid/Bis (29:1) 10 %

TEMED 0,15% TEMED 0,3 %
+ 0,47 % APS + 0,32 % APS

Fiir Trenngele mit abweichender Konzentration:

8 % Acrylamid/Bis (29:1) 20 %
12,5 % Acrylamid/Bis (29:1) 31,25 %
15 % Acrylamid/Bis (29:1) 37,5 %

Fiir Gele mit Konzentrationsgradient wurden Trenngelzubereitungen mit 8 %
und 12,5 % in die Kammern eines Gradient Makers (Biorad) gegeben (die hoher
konzentrierte in die hintere Kammer) und {iiber eine Schlauchquetschpumpe zwi-
schen die Platten gepumpt.

4.2.4 Firbung der Gele

Zur Sichtbarmachung der in der Gelelektrophorese getrennten Proteine wurden
mit einer Coomassie-Blau Farbung gefarbt, in Entfarbelosung aus 30 % Ethanol
und 10 % Essigsdure inkubiert und mit H,O gereinigt.

Gele, die anschliefiend in der Massenspektroskopie analysiert werden sollten,
wurden mit einer Coomassie Coloidal Firbung angefarbt und anschliefSfend mit
hochreinem Wasser entfdarbt. Zur Sichtbarmachung des O-GlcNAcylierten Pro-
teoms nach Inkubation mit Succinyliertes Weizenkeim-Lektin (SWGA)-Perlen nutz-
ten wir eine Silbernitrat-Farbung. Hierzu wurden die Proteine {iber Nacht in einer
Losung aus 30 % Ethanol und 5% Essigsdure fixiert und die Gele danach 3x mit
hochreinem Wasser ausgewaschen. Anschlieffend wurden sie iiber eine Minute in ei-
ner 0,02%igen Natriumthiosulfat-Losung inkubiert und danach 2x mit hochreinem
Wasser gewaschen. Die Farbung erfolgte tiber 1,5 h abgedeckt in einer Silbernitrat-
16sung. Nach einmaligem schnellen Waschen wurde bis zum Sichtbarwerden der
Banden mit Natriumcarbonat-haltiger Losung entwickelt. Der Entwicklungspro-
zess wurde in einer Tris-Pufferlosung gestoppt.

4.2.5 Western Blot

Die Proteine wurden im Wester Blot (nach Towbin et al. [267]) auf Nitrozellulose-
membran iibertragen (geblottet). Zur Uberpriifung des erfolgreichen Proteintrans-
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fers wurde die Membran mit einer Ponceau-Rot-Farbung angefarbt. Anschliefsend
wurde die Membran, je nach gewiinschtem Antikorper, fiir eine Stunde bei Raum-
temperatur in Blockierungspuffer I (5% Milchpulver in TBS-Tween), oder in Blo-
ckierungspuffer II (4% BSA in TBS-Tween) gesittigt. Sie wurde drei Mal fiir 10
Minuten in TBS-Tween gewaschen und iiber Nacht bei 4 °C in Blockierungspuffer
I oder II mit dem entsprechenden primdren Antikérper inkubiert. Am nédchsten
Tag wurde die Membran erneut in TBS-Tween gewaschen und anschliefSend mit
dem sekundéren Antikorper in Blockierungspuffer I oder II inkubiert. Nach weite-
rem Waschen in TBS-Tween konnte die Membran in Dunkelheit fiir 5 Minuten mit
einer Chemolumineszenz-Losung inkubiert und die Proteine unter einer Kamera
sichtbar gemacht werden. Fiir eine Inkubation mit Avidin zum Sichtbarmachen
biontinilierter bzw. Biotin-markierter Proteine wurde die Membran {iber Nacht bei
4 °Cin Blockierungspuffer II gesittigt, in TBS-Tween gewaschen, 45 min mit Avidin-
HRP in Blockierungspuffer II inkubiert und die Proteine {iber Chemilumineszenz
wie oben beschrieben sichtbar gemacht.

4.2.6  Der RL2-Antikorper

Der IgG, Antikorper RL2 wurde erstmals 1987 von Claudette Snow, A. Senior et al.
hergestellt, um die Zellkernhiille in Rattenleberzellen zu untersuchen. Sie beobach-
teten, dass der Antikorper acht verschiedene Proteine der Kernporenkomplexe, den
Verbindungskandlen zwischen dem zytoplasmatischen und dem nukledren Raum-
es, erkennen konnte [249]. Kurz darauf konnten Gordon Holt und Gerald Hart et
al. in Zusammenarbeit mit Frau Snow nachweisen, dass diese Proteine allesamt
O-GlcNAcyliert sind und der Antikérper an O-GlcNAc bindet. RL2 kann somit
als Antikorper zur Darstellung der O-GlcNAcylierung genutzt werden. Allerdings
benotigt der Antikorper gewisse sekunddre und tertidre Proteinstrukturen, um zu
binden. Er kann daher nicht zur Immunoprazipitation O-GlcNAc-modifizierter Pro-
teine genutzt werden [129]. Zudem zeigt RL2 eine relativ schlechte Bindung an O-
GlcNAcylierte Proteine unter 50 KDa [210]

Trotz der oben genannten Einschriankungen gewidhrt der monoklonale Maus-
Antikorper eine zu vergleichbaren Antikorpern wie CTD110.6 hohere Spezifitat
und eignet sich somit fiir einen schnelle und unkomplizierte Darstellung des O-
GlcNAcoms in der Chemilumineszenz. [59]. Er wurde daher fiir die Uberpriifung
der Proben, der verschiedenen Extraktionstechniken sowie zur orientierenden Dar-

stellung des O-GlcNAcoms verwendet.
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4.2.7 Biotin-Markierung O-GIcNAcylierter Proteine mit Clicklt™ Enzymatic Labeling
System

Wirkungsmechanismus: O-GlcNAcylierte Proteine werden mit Hilfe der (3-1,4-galac-
tosyltransferasen Mutante Gal-T1 (Y289L) markiert. Diese ermdglicht die (3-1—4-
glycosidische Bindung von azido-modifizierter Galaktose (GalNAz), von UDP-
GalNAz auf O-GlcNAc. Dergestalt markierte Proteine konnen daraufhin, {iber
Cu*"-katalysiert, an acyliertes Biotin binden.

Durchfiihrung: RIPA extrahierte Enzymlosung wurden zunéchst mit Peptid-N-
Glykosidase F (PNGAsE F) (bzw. die Negativkontrolle mit Glycerin) behandelt, um
eventuell vorhandenes N-glycosidisch gebundenen GIcNAcs abzuspalten (vgl. Un-
terabschnitt 4.3.3). Anschliefend wurden die P.falciparum-Proteinlésungen und die
als Kontrolle der PNGase dienende Conalbumin-Lésungen mit 1 % SDS, 20 mM
HEPES pH 7.9 verdiinnt, um 200 pl Lésung mit einer Konzentration von 1 pl/pg zu
erhalten. Die gelosten Proteine wurden prézipitiert. Hierfiir wurden nacheinander
600 1l Methanol, 150 jul Chloroform und 400 pl hochreines Wasser zu der Proteinlo-
sung gegeben. Das Methanol und das Chloroform waren zuvor auf -8o °C gekiihlt,
das Wasser auf 4 °C. Nach dem Hinzugeben der jeweiligen Reagenzien wurde kurz
aufgewirbelt. Nach fiinfminiitiger Zentrifugation bei 18.000 g und 4 °C bildeten sich
zwei Phasen mit den prézipitierten Proteinen in der Interphase. Die obere Phase
wurde verworfen und 450 ul Methanol hinzugegeben. Nach erneutem Aufwirbeln
und Zentrifugation bei gleichen Konditionen wie zuvor, setzen sich die Proteine
am Gefiflboden ab. Der Uberstand wird verworfen und das Gefaf fiir 5 Minuten
geoffnet auf ein Tuch gestellt, sodass die verbleibende Fliissigkeit verdunsten kann.
Die Proteine werden in 40l 1 % SDS 20 mM HEPES pH 7,9 resuspendiert. Um eine
gute Losung der Proteine zu gewdhrleisten, wurde nun 10 Minuten bei 9o °C im
Heizblock erhitzt und bei Bedarf zwischendurch aufgewirbelt. Die Losung wurde
abgekiihlt, um die zuzugebenden Enzyme nicht zu denaturierten, jedoch auch das
SDS noch nicht ausfallt.

Nun wurden hinzugegeben (aus dem ClickIt™-Kit):

e 491l 18 MQ Wasser

o 8oyl O-GlcNAc Enzymatic labeling buffer

e 11l MnCl, 100 mM kurz zentrifugiert und aufgewirbelt
und aufler zur Negativkontrolle des weiteren:

e 10l UDP-GalNAz in 10 mM HEPES Puffer, pH 7,9  mit der Pipette gemischt

e 7,51l Gal-T1 (Y289L) mit der Pipette gemischt
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Die Losung wurde iiber Nacht auf dem Karussell bei 4 °C inkubiert. Als Positivkon-
trolle wurde a-chrystalin genutzt. Zu 4l 5 M «-chrystalin in 4 pl 1 % SDS, 20 mM
HEPES pH 7.9 werden gegeben:

e 4,5ul 18 MQ Wasser

8 ul O-GIcNAc Enzymatic labeling buffer

1,5 pl MnCl, 100 mM kurz zentrifugiert und aufgewirbelt

1 pl UDP-GalNAz in 10 mM HEPES Pulffer, pH 7,9 mit der Pipette gemischt

1 nl Galaktose (GaL)-T1 (Y289L) mit der Pipette gemischt

Am néchsten Tag wurde die Prazipitation, wie zuvor beschrieben, wiederholt, um
das Enzym sowie die iiberschiissige GalNAz auszuwaschen. Die verbleibenen Pro-
teine wurden in 50 pl 1 % SDS 50 mM Tris HCL pH 8,0 resuspendiert. Erneut wurde
erhitzt und aufgewirbelt, bis sie vollstandig gelost waren. Nun wurden zur hinzu-
gegeben:

e 100 pl Click-iT ™ reaction buffer + Biotin Alkyne

10 ml 18 MQ Wasser 5 sec aufgewirbelt

10 pl CuSO, 40 mM 5 sec aufgewirbelt

10 pl Click-iT ™ reaction buffer additive 1 5 sec aufgewirbelt, 3 Minuten gewartet

20 pl Click-iT ™ reaction buffer additive 2 5 sec aufgewirbelt, Losung wird orange

Die Losung wurde 1 h lang gekiihlt und lichtgeschiitzt rotiert
e 51l Dithiothreitol (DTT) 1 M werden hinzugegeben

Nun wurden die Proteine erneut prézipitiert, 15 Minuten lang lichtgeschiitzt ge-
trocknet und in 50 pl 1 % SDS 50 mM Tris-HCl pH 8,0 resuspendiert und konnten
mit Probenpuffer erhitzt und in ein SDS-PAGE Gel geladen werden.

4.3 IDENTIFIZIERUNG O-GLCNACYLIERTER PROTEINE
4.3.1  Anreicherung O-GIcNAcylierter Proteine mit Streptavidin Perlen

Zur Anreicherung durch ClickIt ™ mit Biotin markierter Proteine wurde an Agaro-
seperlen gebundenes Streptavidin genutzt. Streptavidin hat 4 Untereinheiten, wel-
che mit einer sehr hohen Affinitdt von Ka ~ 10'>M ™ an Biotin binden. Im Gegen-
satz zu Avidin ist Streptavidin nicht glysosyliert, was die Anzahl unspezifischer

Bindungen minimiert [95]. Um O-GlcNAcylierte Proteine mit Streptavidin-Perlen
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anzureichern wurden diese wie oben beschrieben Biotin-markiert. Nach der letzten
Prazipitation wurden sie jedoch in 1,5 pl 20 % SDS unter langsamer Hinzugabe von
50 ul 50 mM Tris-HCI pH 8,0 resuspendiert und anschlieffend auf 700 pl mit Anrei-
cherungspuffer (PBS 0,1 %SDS + 1 % Triton x-100) aufgefiillt. Dies geschah um die
SDS Konzentration im Anreicherungspuffer moglichst gering zu halten, sodass die
Agaroseperlen keinen Schaden nahmen. Nach Zugabe von 100 pl Streptavidinper-
len in H,O wurde 120 Minuten bei 4 °C inkubiert. Anschliefend wurden die Perlen
drei Mal mit 1 ml Anreicherungspuffer gewaschen, leicht aufgewirbelt und eine
Minute bei 200 g zentrifugiert, um die nicht gebundenen Proteine zu eluieren [284].
Anschlieffend wurden die Perlen 8 Minuten in 25ul Limmli-Puffer 2x gegeben und
8 Minuten bei 95 °C erhitzt.

4.3.2  Anreicherung O-GIcNAcylierter Proteine mit SWGA Perlen

Modifiziert nach Dehennaut, Lefebvre et al. [58]:

sWGA bindet spezifisch an -GlcNAc-Reste. Im Gegensatz zu unmodifiziertem
Weizenkeim-Lektin bindet es nicht an Sialinsdure [313]. Um die Anreicherung N-
glycosidisch gebundenen GlcNAcs klassischer N-Glycane zu unterbinden, wurde
dieses z. T. im Vorhinein durch Behandlung mit PNGase F abgespalten (vgl. Unter-
abschnitt 4.3.3). Fiir eine Anreicherung mit SWGA-Perlen wurden die Proteine wie
beschrieben mit Homogenisierungspuffer (SWGA) extrahiert. Die Perlen wurden
zwei Mal mit Anreicherungspuffer fiir sWGA-Perlen gereinigt und je 2 Minuten
mit 200 g bei 4 °C zentrifugiert. Proteinextrakt mit 200 mM Proteinen wurde mit
Homogenisierungspuffer auf 200yl Proteinlésung verdiinnt. 15ul hiervon, wur-
den als input abgenommen, die iibrige Proteinlésung mit Anreicherungs-Puffer auf
1ml verdiinnt und auf 6o pl gereinigte SWGA-Perlen gegeben. Nach Inkubation
tiber Nacht bei 4 °C wurden die Perlen abzentrifugiert und anschliefiend vier Mal
mit Anreicherungspuffer gewaschen. Fiir die sichere Reinigung von allen nicht spe-
zifisch gebundenen Proteinen, wurden drei weitere Elutionen mit o,5M GlcNAc
in Anreicherungspuffer durchgefiihrt. Vom Uberstand der ersten Zentrifugation
(nicht gebundene Proteine), der 4 Reinigungen (Reinigung 1—4), sowie der Elution
mit GlcNAc (GlcNAc 1-3) wurden je 25l zur Seite genommen, der Rest wurde
verworfen. Die sWGA-Perlen und die Uberstinde werden mit je 25 pl, der input mit

15 pl Lammli 2X bei 95 °C 8 Minuten erhitzt.

4.3.3 Abspaltung von N-glycosidisch gebundenem GIcNAc

Fiir die Inkubation mit PNGASE F wurden 100 pl Proteinlésung mit einer Konzen-
tration von 1 mg/ml Proteinen mit 11 pl des im Kit mitgelieferten 10x Glycoprotein
Denaturierungs-Puffer fiir 8 Minuten bei 95 °C erhitzt und nach Abkiihlen 12l
des mitgelieferten 10x GlycoBuffer2 sowie 12 pl 10 % NP-40 und 10yl PNGASE F
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hinzugegeben. Fiir die Negativkontrolle wurde in gleicher Weise verfahren, die
PNGasE F jedoch mit 10 pl 50 % Glycerin ersetzt. Als Positivkontrolle der Abspal-
tung diente Conalbumin [55]. Conalbumin in 1 % SDS mit einer Konzentration von
1mg/ml wurde mit 1,1 ul des 10x Glycoprotein Denaturierungs-Puffer fiir 8 Minu-
ten bei 95 °C erhitzt und nach Abkiihlen 1,2 ul des 10x GlycoBuffer2 sowie 1,2 jl
10 % NP-40 und 1l PNGase F bzw. Glycerin hinzugegeben. Die Proben und die
Negativkontrolle wurden bei 37 °C {iber zwei Stunden inkubiert.

Um N-glycosidisch gebundenes GlcNAc nach dem Transfer der Proteine im Western
Blot zu eliminieren, wurden die Nitrocellulose Membranen tiber Nacht, bei 37 °C
in 5 ml Phosphat-Puffer (pH 7.5 50 mM), mit 2500 U PNGAsE F, inkubiert [160].

4.3.4 Vorbereitung der Banden zur Massenspektroskopie

Die Banden der angereicherten Proteine wurden mit dem Skalpell aus dem Gel
geschnitten, in kleine Wiirfel zerteilt und in 500 pl Mikrozentrifugenréhrchen ge-
geben. Dieser und alle weiteren Schritte wurden, um Verunreinigungen zu ver-
meiden, in steriler Umgebung mit Mundschutz, Haube und langen Handschuhen
durchgefiihrt. Um die Banden zu entfirben, wurden sie mehrmals, bis die Farbe
nahezu vollstindig entfernt war, in 200l einer Losung aus 50 % ACN und 50 %
Ammoniumbicarbonat (v/v) 20 Minuten aufgewirbelt, anschliefiend in 100 % ACN
dehydriert und in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Daraufhin wurden sie 1
Stunde lang mit 20mM DTT in 50 mM Ammoniumbicarbonat reduziert und mit
100 mM lodacetamid in 50 mM Ammoniumbicarbonat alkyliert. Nach aufeinander-
folgendem je 10 miniitigem Waschen in 50 mM Ammoniumbicarbonat; 50 % ACN
und 50 % Ammoniumbicarbonat 50 mM und reinem ACN, wurden die Gelstiicke
erneut in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Zur Verdauung der Proteine wurden
5 mM Trypsin in 1 ml Ammoniumbicarbonat 50 mM geldst und feinere Banden in
20yl (100ng Trypsin) auf starkere 4oyl (200ng Trypsin) fiir 45 Minuten bei 4 °C
rehydriert. Dann wurde die nicht von den Gelstiickchen aufgesogene Fliissigkeit
abpipettiert, 25 mM Ammoniumbicarbonat daraufgegeben, so dass die Stiickchen
vollstandig bedeckt waren und die Proben iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Um die
Peptide aus dem Gel zu extrahieren, wurde der Uberstand in ein leeres R6hrchen
gegeben und 50 pl eines Puffers aus 45 % ACN, 45 % Wasser und 10 % Ameisensdure
auf die Gelstiickchen gegeben. Nach 15 Minuten kraftigem Aufwirbeln, wurde der
Puffer zu dem Uberstand in das Réhrchen gegeben. Dieser Schritt wurde nochmals
wiederholt [110]. Die Gelstiickchen wurden bei -80 °C als Kontrolle aufgehoben,
der Puffer mit den extrahierten Peptiden in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Zur
Reinigung der Peptide wurden Zip-Tip® C,g Pipettenspitzen verwendet. Diese spe-
ziellen Pipettenspitzen haben ein Medium eingebettet, welches kleine Proteine und
Oligopeptide bindet. Durch Aufnehmen der Proben und mehrfaches Spiilen lassen

sich Salze und Riickstinde von Reinigungsmitteln auswaschen und hiernach die
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aufgereinigten Peptide eluieren. Hierzu wurden die Pipettenspitzen aufeinander-
folgend mit zwei Mal 10l ACN, 10pl 50% ACN in 0,1%iger Ameisensdure und
dreimal 10yl 0,1%iger Ameisensdure dquilibriert. Anschlieffend wurden 10 pl der
Probe zehn Mal aufgezogen und in das Rohrchen zuriickgegeben. Die ungebun-
denen Verunreinigungen wurden durch 20-faches Aufnehmen von 10 pl 0,1%iger
Ameisensdure ausgewaschen. Schliefslich wurden die Peptide mit drei Mal 10yl
50 % ACN in 0,1%iger Ameisensdure in ein frisches Rohrchen eluiert. Die Proben
wurden nun erneut in der Vakuumzentrifuge getrocknet und massenspektrosko-

pisch analysiert.

4.3.5 Massenspektroskopie

Die Identifizierung der Proteine erfolgte iiber Fliissigchromatographie (LC) mit
Tandem-Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS). Die Nano-LC MS/MS-Tandem-
Massenspektrometrie wurde in einem HPLC-System Hochleistungsfliissigkeit-
schromatographie mit zwei LC-20AD nano-flow LC Pumpen durchgefiihrt: Ein
SIL-20 AC auto-sampler und LC-20AB micro-flow LC Pumpe (Shimadzu, Kyoto, Ja-
pan), gekoppelt an ein Ionenfallen Massenspektroskop, welches mit einer Stofigas
Ionenfalle ausgeriistet war (amaZon ETD, Bruker Daltonics, Bremen, Germany).
Zur Bedienung und Kopplung des Shimadzu CBM-20A Steuerungsinterface (Shi-
madzu, Kyoto, Japan) wurde HyStar (Version 3.2, Bruker Daltonics, Bremen, Ger-
many) genutzt. Das trapping und die Entsalzung der Peptide geschah in einer nano
trapping Sdule (Zorbax 300SB-C18, 5 ym, 0,3 x 5 mm, Agilent) in einer Losung von
0.05 % (v/v) Trifluoressigsdure iiber 10 min bei einer Flussrate von 10 nl/min. Nach
dem Auswaschen aus der Sdule wurden die Peptide in einer ACQUITY UPLC ®
M-Class Peptide BEH C18 Reverse-Phase-Siule (1.7 pm, 130 A, 100 x 0.75 mm i.d.,
Waters) aufgetrennt. Hierfiir wurde tiber 30 min ein Gradient von 15-50% (v/v)
Acetonitrilin 0,1 % (v/v) Ameisensdure aufgebaut. Eine feingradige Einstellung der
Parameter erfolgte tiber die smart parameter setting Option bei einem m/z-Verhaltnis
von 8oo. Compund stability und trap drive level wurden auf 100 % eingestellt. Das
Stofigas war auf eine Temperatur von 150 °C bei einer Flussrate von 3,0 L/min ein-
gestellt. Die Kapillarspannung lag bei 1200 V mit einem end plate offset von o V. Das
Nachweisfenster fiir die Ionen-Detektion betrug fiir MS1 und MS2 m/z 100-1700.
Die fiinf hochstgeladenen Spannungsspitzen die nicht von Einzelladungen aus-
gingen wurden in jedem MS1 Spektrum automatisiert durch Kollisionsinduzierte

Dissoziation (CID) fragmentiert.
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4.4 BIOINFORMATISCHE METHODEN
4.4.1  Auswetung der LC-MS Ergebnisse mit Mascot

Die LC-MS Ergebnisse wurde mit Hilfe der DataAnalysis 4.1 Software (Bruker Dal-
tonics) analysiert. Mithilfe der Compounds-AutoMS(n)-Funktion des Programmes
wurde ein 1200 compund Spektrum erstellt und die Daten als mascot generic fi-
les eportiert. Diese wurde auf den Mascot Server (MASCOT free version, Matrix
Science, London, UK), in eine ,MS/MS ions search” Suchmaske hochgeladen und
anhand der Swiss Prot Datenbank (2016_o7) ausgewertet. Es wurden folgende Pa-

rameter genutzt:

taxonomy: Plasmodium falciparum (malaria parasite),

database: SwissProt,

enzyme: trypsin,

fixed modifications: carbamidomethyl (C),

variable modifications: oxidation (M,HW), deamidation (NQ), phosphorylation
(ST), pyroGlu (N-term E), and HexNAc (ST),

max missed cleavages: 1,

MS1 peptide tolerance: £ 0,6 Da,

MS/MS tolerance: & 0,6 Da,

peptide charge: +2.

Nur die Ergebnisse mit einem zu der analysierten Bande passenden Molekularge-

wicht und einem Signifikanten mascot score wurden ausgewdhlt.

4.4.2  Ermittlung potentieller O-GIcNAc Stellen mit YinOYang 1.2

Die Amoinosduresequenzen der identifizierten Proteine wurden aus der Swiss Prot
Datenbank (2016_07) tibernommen und in YinOYang 1.2 https://www.cbs.dtu.
dk/services/YinOYang/ auf potentiell O-GlcNAcylierte Stellen untersucht. Der
Prediction Server YinOYang 1.2 errechnet potentiell O-GlcNAcylierte Stellen an-
hand der Daten aus 40 experimentell bestimmten O-GlcNAc Stellen. Als Kriterien
dienen die engen Lagebeziehungen von Serin und Threonin zu Prolin und Valin,
das Vorkommen eines in C-Terminus gelegenen serinreichen Abschnitts und die
Abwesenheit von Leucin und Glutamin in unmittelbarer Néhe. Stellen die poten-
tiell neben der O-GlcNAcylierung auch phosphoryliert sein konnten, werden {iiber
Abgleich mit dem NetPhos-Server https://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
bestimmt. Dem Potential der ermittelten Stellen wird anhand der Abweichung von
definierten Schwellenwerten ein score von (+) bis (++++) gegeben [108][109]. Das
Programm wurde fiir Humanproteine geschrieben und zeigte fiir bisher experi-

mentell als O-GlcNAcyliert verifizierte Stellen eine Sensibilitdt von 44-50 % [140].
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4.5 CHROMATOGRAPHISCHE BESTIMMUNG DER UDP-GLCNAC KONZENTRATI-
ON

4.5.1  Extraktion und Entsalzung der Proben

Zur chromatografischen Bestimmung der UDP-GIcNAc Konzentration wurden die
tiefgefrorenen Parasiten-Pellets in 550ml hypotonischem Puffer gelost. Auf das
Pellet werden 1ml Puffer mit 1 % Proteaseinhibitor gegeben. Nach 10 Minuten Zen-
trifugation bei 20.000 G und 4 °C wird der Uberstand abgenommen.

Der Uberstand wird aufgeteilt, 30 ml werden fiir die Bestimmung der Proteinkon-
zentration zur Seite genommen (vgl. 4.2.2 auf Seite 53). Im Gegensatz zu anderen
Untersuchungen wird der zu bestimmende Uberstand hierbei nicht verdiinnt son-
dern unverdiinnt in die 96-well Platte gegeben. 500 ml werden aufgereinigt.

Zur Herstellung des Entsalzungsfilters wurde eine Pasteurpipette mit reiner Wat-
te verschlossen. Darauf wurden ca. 1 ml Dowex (50Wx2, H+ Sigma-Aldrich) gege-
ben. Der so entstandene Filter wurde mit 5ml 18 M(Q) Wasser gespiilt. Die 500 ml
in Puffer geloste Proteine wurden in zwei Eppendorfgefidfie aufgeteilt und je mit
250ml 18 MQ Wasser bzw. 10 nmol UDP-GIcNAc gelost in 18 M(Q Wasser versetzt.
Diese beiden Proben wurden mit 25 pl HCI 1M versetzt, in die Pasteurpipette ge-
geben und in einem in Eis gelagerten 15 ml Falcon-Rohrchen mit 0,25 ml Tris/HCI
(pH 8,0) aufgefangen. Sobald die Losung vollstandig durchgelaufen war, wurde
mit 18 MQ Wasser (4 °C) nachgespiilt, bis ein Endvolumen von 3ml im Falcon-
Rohrchen erreicht war. Nach kurzem Aufwirbeln wurden die 3ml durch einen
0,45 pm Spritzenvorsatzfilter gefiltert und in 2 Aliquote a 1,5 ml aufgeteilt. Fiir die
Medical Research Council cell strain 5 (MRC-5) Zellen wurde ein Envolumen von 10 ml

gefiltert.

4.5.2  Erstellung der Nukleotid Standards

Zur Ermittlung der Retentionszeit der einzelnen Nukleotidbasen, wurden in 18
MQ Wasser geloste Nukleotidbasen und Nukleotidzucker in einer Konzentration

von 10 nmol/ml angefertigt. Untersucht wurden folgende Basen:
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NUKLEOTIDBASE MOLEKULARGEWICHT [G/MOL] MMOL IN 1 ML
UMP 10nmol 368,15 3,68
UDP 10 nmol 448,12 4,48
GLcNACc 10 nmol 345,15 3,45
UDP-GALNAC 10 nmol 651.32 6,51
ADP-GLc 10 nmol 633.31 6,33
UDP-GLcNAC 10 nmol 651,32 6,51
UDP-GIcNAc 4 nmol 651,32 2,53
UDP-GIcNAc 2 nmol 651,32 1,27
UDP-GIcNAc 1 nmol 651,32 0,63
UDP-GIcNAc 0,5 nmol 651,32 0,32
UDP-GIcNACc 0,25 nmol 651,32 0,16

Die so gewonnenen Standards wurden auf die oben beschriebene Art entsalzt.

4.5.3 Chromatografische Konzentrationsbestimmung

Je 1,5 ml der verdiinnten Fraktionen wurden tiiber eine 1 ml Dosierschleife in das
AKTA Purifier 10 System injiziert sodass eine vollstindige Fiillung der Schleife
gewdhrleistet war. Die Elution erfolgte in stark alkalischem Milieu, die Auftrennung
in einer ProPAC-PA1 column (4 x 250 mm) Trennsaule.

Die Elution erfolgte mit einer Flussrate von 0,8 mL nach folgendem Protokoll:
Beginn mit Eluent A (20 mM Tris/HCI, pH 9.2) iiber 1 min.

Aufbau eines Gradienten mit 85 % Eluent A und 15 % Eluent B (2 M NaCl).

Halten dieser Konditionen tiber 5 min.

Aufbau des Gradienten auf 100 % Eluent B {iber 10 min.

Halten dieser Konditionen iiber 5 min.

Erneute Aquibrilierung der Saule auf in 100 % Eluent A.

Die Entgasung der Eluenten erfolgte iiber Heliumeinleitung in das Vorratsgefafs.
Die Detektion erfolgte bei 256 nm.

4.6 INKUBATION MIT THIAMET-G
4.6.1  Anfertigung der Kulturen

Fiir die Inkubation mit Thiamet-G wurde eine Losung des OGA Inihibitors in einer
Konzentration von 10 mM angefertigt. Plasmodienkulturen wurden in 12-well Plat-
ten angelegt, wobei das Gesamtvolumen pro well 4 ml betrug. Die Kulturen wurden

mit einem Hamatokrit von 5 % wie in Abschnitt 4.1 beschrieben angelegt. Jedoch
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wurde bei je zwei dieser wells 8o l, 40 pl, 12 pl, bzw. 4 pl der 3,6 ml Nahrstoffmedium
durch die Inhibitorlosung ersetzt, sodass in je zwei Kulturen eine Inhibitorkonzen-
tration von 200 mM, 100 mM, 30 mM bzw. 10 mM vorherrschte. Die iibrigen vier
wells dienten als Kontrolle. Beim Splittieren wurde erneut Inhibitor hinzugegeben,
sodass die Konzentration aufrecht erhalten blieb.

4.6.1.1  Bestimmung der Parasitimie

In 24 h Abstdanden wurden Kontrollausstriche aller wells wie in Unterabschnitt 4.1.2
beschrieben angefertigt. Von diesen Ausstrichen wurden mit einem Digitalen Mi-
kroskop (EVOS XL core) je vier Aufnahmen jedes Ausstriches angefertigt. Uber
diese Aufnahmen wurde ein Raster gelegt und das Verhiltnis zwischen infizierten
und URBCs héndisch ausgezéhlt. Aus den Werten der Aufnahmen der Ausstriche
aller Kulturen mit der gleichen Inhibitorkonzentration wurde fiir jeden Tag der
Durchschnittswert berechnet. Zudem wurden mit den Daten fiir jeden Zeitpunkt
ein t-Test aller Auszahlungen der verschiedenen Konzentration durchgefiihrt. Die
Ergebnisse wurden als Boxplot dargestellt.
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ERGEBNISSE

5.1 DARSTELLUNG DES O-GLCNACOMS VON P. FALCIPARUM

Zur Darstellung des O-GlcNAcylierten Anteils des Proteoms, dem , O-GlcNAcom”,
wurden verschiedene Herangehensweisen und Techniken genutzt. Zum einen die
Inkubation mit O-GIcNAc spezifischen Antikérpern, zum anderen die enzymati-
sche Koppelung mit Hilfe der click-chemistry und die Reinigung der Proteine iiber
Bindung an sWGAs.

5.1.1 Inkubation mit dem Antikérper RL2

Die Vorziige des fiir endstiandiges O-GlcNAc spezifischen Antikdrpers RL2 gegen-
iiber vergleichbaren Antikdrpern ist in Unterabschnitt 4.2.6 dargelegt. Er wurde
zur Darstellung O-GlcNAcylierter Proteine zum Vergleich unterschiedlicher Prote-
inextraktionstechniken, sowie zur orientierenden Darstellung des O-GlcNAcoms
verwendet.

Um zu sicherzustellen, ob die relativ labilen PTMs den Transport der Proben auf
Trockeneis, sowie den Prozess der Extraktion gut tiberstehen, wurden Rohextrak-
te der Proben, also die in PBS gereinigten Parasiten, direkt mit Lysepuffer erhitzt,
in der SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot iibertragen. Die Blots wurden
mit dem Antikodrper inkubiert und die gebundenen Proteine per Chemilumines-
zenz dargestellt. Die in Abbildung 5 dargelegten kréftigen Signale zeigen, dass
die Modifikationen alle der Proteinextraktion vorangegangenen Arbeitsschritte gut
tiberstanden haben.

Zum Vergleich unterschiedlicher Extraktionsverfahren der Proteine wurde eben-
falls die Inkubation mit RL2 genutzt. Hierbei wurden sowohl die verschiedenen, fiir
die Extraktion genutzten Pufferlosungen untersucht, als auch die Auswirkung des
zusétzlichen Aufbrechens der Pellets im Ultraschallbad auf die O-GlcNAcylierung.
Weiterhin war von Interesse, ob der Vorteil der erhohten Ausbeute an Proteinen,
die durch diese Methode extrahiert werden, durch einen grofieren Verlust an O-
GlcNAcylierung aufgehoben wiirde. Daher wurden gleiche Proteinkonzentrationen
mit und ohne Ultraschallexposition mit RL2 inkubiert und die Intensitit der Che-
milumineszenz-Aufnahmen verglichen. Hier konnte kein Unterschied festgestellt
werden. Daher wurde davon ausgegangen, dass durch die Ultraschallbehandlung
die PTM nicht nennenswert beeinflusst wird und diese Art der Extraktion dar-
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Abbildung 5: Inkubation zweier P. falciparum Rohextrakte mit dem O-GlcNAc-spezifischen
monoklonalen Antikorper RL2 zum Nachweis von O-GlcNAcylierung vor
der Proteinextraktion

aufhin standardmaéfiig genutzt. Eine grobe Darstellung des O-GlcNAcoms durch
Inkubation mit RL2 zeigt Abbildung 6.

5.1.2 Enzymatische Kopplung durch Click-chemistry

Das ,Click-iT™ O-GIcNAc Enzymatic Labeling System” ermdglicht die enzy-
matische Kopplung azido-modifizierten N-Acetylgalactosamins (GalNAz) an O-
GlcNAc. Hierfiir wird die mutierte (3-1,4-Galaktosyltransferase Gal-T1 (Y289L)
benutzt. Das modifizierte GalNAc hat an seiner Acetylgruppe einen Tristickstoff
gebunden. Dieses Azidradikal kann iiber kupferkatalysierte Cycloaddition an
alkylgebundene Molekiile gekoppelt werden. Dieses Verfahren hat mehrere Vor-
teile: Durch die selektive Reaktion zwischen Alkyn- und Azidgruppen, welche
quasi nicht mit anderen organischen Gruppen interagiert, ist sie sehr selektiv. Zu-
dem kommen diese beiden Gruppen nicht in nativen Biomolekiilen vor, sodass
ausschliefllich Molekiile markiert werden, auf die GalNAz iibertragen wird. Ein
weiterer Vorteil ist, dass die Reaktion in wéssrigen Losungen und somit sehr scho-
nend ablaufen kann. [8] In dieser Arbeit wurde alkylgebundenes Biotin genutzt,
welches im Western Blot mit Strepavidin dargestellt wurde. Der Reaktionsablauf
ist in Abbildung 7 dargestellt.

Da das modifizierte GALNAc Gal-T1 auch auf N-glycosidisch gebundenes
GlcNAc transferiert wird, wurden die Proben vor Durchfiithrung der enzymati-
schen Markierung mit PNGase F inkubiert, um eventuell N-glycosidisch gebunde-
nes GIcNAc abzuspalten. Als Positivkontrolle der Abspaltung wurde Conalbumin
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Abbildung 6: Darstellung des O-GlcNAcoms durch de O-GlcNAc-spezifischen monoklona-
len Antikérper RL2.
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Abbildung 7: Funktionsweise click-chemistry:
Uber eine mutierte 3-1,4-Galaktosyltransferase wird Azido-modifiziertes Gal-
NAc auf O-GlcNAc tibertragen. Alkyliertes Biotin wird in kupferkatalysierte
Alkin-Azid-Cycloaddition an die Azidgruppe gebunden
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verwendet, ein Glycoprotein des Hithnereiweises, welches N-glycosidisch gebunde-
nes GIcNAc besitzt. Bei dem mit PNGase F inkubierten Conalbumin zeigte sich im
Western Blot keine Bande, in der Positivkontrolle eine sehr starke (vgl. Abbildung 8
rechtsseitig). Die Inkubation war demnach erfolgreich. Die P. falciparum-Probe zeig-
te keinen sichtbaren Unterschied nach Inkubation mit PNGase F, was aufgrund
des fraglichen Vorkommens bzw. der Unterdriickung von N-Glycosylierung im
Proteom des Parasiten nicht weiter verwunderlich ist (vgl. Unterabschnitt 1.2.12).
Die sichtbaren Banden der Proben ohne Durchfiihrung der click-chemistry sind
auf origindre Biotinylierungen der Proteine zuriickzufiihren. Die O-GlcNAcylier-
ten Proteine lassen sich somit aus der Differenz der Banden mit und ohne click-
chemistry herleiten. Hier sind einige Banden ausschliefdlich nach der Biotinylierung
von O-GlcNAc sichtbar werden (vgl. Abbildung 8 linksseitig). Mit dieser Technik
war somit das Vorhandensein von O-GlcNAcylierten Proteinen bei P. falciparum
ebenfalls erfolgreich nachweisbar.

P. falciparum Conalbumin
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Abbildung 8: Darstellung des O-GlcNAcoms durch click-chemistry:
Western Blot mit Stepavidin (links: 3 min Super Signal® West Femto Maximo, rechts:
18 sec. Pierce® ECL 2 Western Bloting Substrate)
Links: P. falciparum jeweils mit und ohne Abspaltung der N-Glycosylierung
durch PNGase F und Biotinylierung von O-GlcNAc durch click-chemistry.
Rechts: Conalbumin als Kontrolle der erfolgreichen Abspaltung der N-Glyca-
ne durch PNGase F.
Die Banden der click-chemistry negativen Proben zeigen biotinylierte Proteine.
Die click-chemistry positiven Proben zeigen deutlich mehr Banden. Dies sind
O-GlcNAcylierten Proteine.
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Mit der gleichen Herangehensweise wurde auch der Unterschied in der O-
GlcNAcylierung der verschiedenen Stadien dargestellt. Es wurden Proben genutzt,
die aus zuvor, wie in Unterabschnitt 4.1.4 beschrieben, magnetisch aufgetrennten
Parasitenkulturen gewonnen wurden. Dies ermoglichte die Gegeniiberstellung des
O-GlcNAcylierten Proteoms von Parasiten, die sich {iberwiegend im Ring- bzw.
im Trophzoitenstadium befinden. Es zeigten sich die in Abbildung 9 abgebildeten,
divergenten Bandenmuster.
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Abbildung 9: Das O-GlcNAcylierte Proteom in verschiedenen Entwicklungsstadien des Pa-
rasiten:
(Western Blot mit Stepavidin)
Es zeigt sich eine deutliche Verdnderung der Zusammenstellung O-GlcNAcy-
lierter Proteine, zwischen dem Trophozoiten und dem Ringstadium von P.
falciparum.

5.1.3 Bindung an sWGA

Eine andere Herangehensweise die zur Darstellung des O-GlcNAcoms von P. falci-
parum genutzt wurde, war die Anreicherung der Proteine {iber Bindung an sWGA.
Das Lektin bindet spezifisch an 3-GlcNAc-Reste. Erneut wurden zum Spalten even-
tuell vorliegender N-Glycosylierung, an die das Lektin binden konnte, die Proben
zuvor in einer Losung mit PNGase F inkubiert. Nach Inkubation mit den sSWGA-
Agarose-Perlen wurden die ungebundenen Proteine eluiert. Ein Rohextrakt sowie
die angereicherten und eluierten Proteine wurden in einem Gel aufgetrennt und

mit Silbernitrat gefarbt. Es zeigte sich das in Abbildung 10 dargestellte Profil. So
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konnte durch eine dritte Technik das Vorhandensein von O-GlcNAcylierung bei P.

falciparum nachgewiesen werden.
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Abbildung 10:

Elution Elution + GlcNAc
input o 1 2 3 1 2 3  Ang.

Darstellung des O-GlcNAcoms durch Bindung an sWGA:

(8 % SDS-PAGE-Gel mit Silbernitratfirbung)

input: Rohextrakt vor der Anreicherung; Elution 0-3: Uberstand nach Abzen-
trifugieren nach der Inkubation und den Elutionen mit Pufferlosung; Elution
+ GlcNAc 1-3: Uberstand nach Abzentrifugieren nach Elutionen mit Puffer-
losung und 0,5 M GlcNAc; Ang.: Angereicherte (O-GlcNAcylierte) Proteine.
Es zeigt sich eine Vielzahl O-GlcNAcylierter Proteine
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5.2 IDENTIFIZIERUNG O-GLCNAC-MODIFIZIERTER PROTEINE
5.2.1  Nachweis O-GIcNAcylierter Proteine iiber spezifische Antikdrper

Fiir die Bestimmung O-GlcNAcylierter Proteine iiber Antikérper wurden die
Proben, wie in Unterabschnitt 5.1.2 dargelegt, biotinyliert und anschlieffend mit
Strepavidin-Agaroseperlen angereichert, nach Eluierung in ein Gel geladen und
im Western Blot iibertragen. Daraufhin wurden sie mit anti-a-Tubulin und anti-
Hspyo inkubiert. Es zeigte sich, dass bei P. falciparum sowohl x-Tubulin als auch
Hitzeschockprotein (Hsp)7o durch O-GlcNAc-modifiziert sind (vgl Abbildung 11
und Abbildung 12).

MDA5 Trophozoiten
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anti-o-tubulin

Abbildung 11: O-GlcNAcylierung von «-Tubulin bei P. falciparum

MDAg5 Trophozoiten
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anti-HSP7o

Abbildung 12: O-GlcNAcylierung von HSP7o bei P. falciparum

5.2.2  Auswahl O-GIcNAcylierter Proteine fiir die Massenspektroskopie

Der Ansatz des Nachweises O-GlcNAcylierter Proteine iiber spezifische Antikor-
per hat mehrere Nachteile. Es setzt die Vermutung voraus, welche Proteine O-
GlcNAc-modifiziert sein konnten, um diese gezielt zu suchen. Zudem benétigt
man die spezifischen Antikorper, die zudem mit P. falciparum Proteinen reagieren

miissen. Um eine moglichst hohe Anzahl, auch unerwarteter, Proteine bestimmen
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zu konnen, wurden im ndchsten Ansatz verschiedene Anreicherungsmethoden mit

Massenspektroskopie-Identifizierung kombiniert.

5.2.2.1  Anreicherung iiber Strepavidin-Agaroseperlen nach click-chemistry

Click-modifizierte Proteine wurden mit Avidinperlen angereichert und in ein Gel

geladen, welches mit koloidalen Coomassie-Blau gefarbt wurde. Die Hélfte der

Probe wurde nicht biotinyliert und diente als Kontrolle. O-GlcNAcylierte Proteine

stellten sich als Bande ausschliefSlich bei den Proben nach click-chemistry dar. Ori-
gindr biotinylierte Proteine zeigten sich auch bei der Kontrolle (vgl. Abbildung 13).
Entsprechend wurden die Banden ausgewdhlt, ausgeschnitten und fiir die Mas-
senspektroskopie vorbereitet. Die Halfte der Probe wurde nicht biotinyliert und
diente als Kontrolle. O-GlcNAcylierte Proteine stellten sich als Bande ausschliefs-
lich bei den Proben nach click-chemistry dar. Origindr biotinylierte Proteine zeigten
sich auch bei der Kontrolle (vgl. Abbildung 13). Entsprechend wurden die Banden
ausgewahlt, ausgeschnitten und fiir die Massenspektroskopie vorbereitet.
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Abbildung 13: Anreicherung O-GlcNAcylierter Proteine nach click-chemistry:
(8 % SDS-PAGE-Gel mit Coomassie-Blau Firbung)
input: Proteine vor der Anreicherung mit Strepavidin in geringer Konzentra-
tion. Banden die auch bei click-chemistry-negativen Proben erscheinen sind
origindr biotinyliert (Biot. 1—4). Nur Banden die ausschliefilich nach der
Biotinylierung mit click-chemistry nachweisbar sind, sind O-GlcNAcyliert
(GlcNAc 1-6). Diese wurden fiir die Massenspektroskopie ausgewéhlt.
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5.2.2.2  Anreicherung iiber Bindung an sWGA

Bei der Anreicherung O-GlcNAcylierter Proteine iiber die Bindung an sWGA, wur-
de anndhernd gleich vorgegangen, wie bei der Darstellung der Proteine durch diese
Methode. Ein Unterschied war die Auftrennung der Proteine in einem SDS-Page
Gel mit einem Gradienten von 12,5 %-8 %, sodass auch Proteine mit einer Grofse
unter 15 kDa noch im Gel verblieben. Zudem wurde das Gel aus technischen Griin-
den nicht mit Silbernitrat sondern mit einer koloidalen Coomassie-Blau-Farbung
eingefdrbt. Die sichtbaren Banden wurden ausgeschnitten und fiir die Massenspek-
troskopie vorbereitet (vgl. Abbildung 14).

Elution Elution + GlcNAc
input o 1 2 3 1 2 3 Ang

170
130

100
70
55
40
35
25

Abbildung 14: Anreicherung O-GlcNAcylierter Proteine durch Bindung an sWGA:
(12,5 %—8 % SDS-PAGE-Gel mit Coomassie-Blau Firbung)
Input: Rohextrakt vor der Anreicherung; Elution 0-3: Uberstand nach Ab-
zentrifugieren nach der Inkubation und den Elutionen mit Pufferlosung;
Elution + GIcNAc 1-3: Uberstand nach Abzentrifugieren nach Elutionen
mit Pufferlosung und 0,5 M GlcNAc; Ang.: Angereicherte (O-GlcNAcylierte)
Proteine.
Die sichtbaren Banden mit O-GlcNAcylierten Proteinen wurden ausgeschnit-
ten und fiir die Massenspektroskopie vorbereitet
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5.2.3 Identifizierung des O-GIcNAcoms in der Massenspektroskopie

Die ausgewdhlten Banden, die iiber die verschiedenen Anreicherungsmethoden
gewonnen wurden, wurden trypsiniert, gereinigt und in (LC-MS) Tandem-Massen-
spektrometrie mit einem amaZon ETD Massenspektometer bestimmt. Nach Aus-
gabe wurden die Daten in der Suchmaske des frei zugdnglichen Mascot-Servers
taxonomisch auf P. falciparum-Proteine hin untersucht. Alle Ergebnisse, deren Mole-
kulargewicht aufierhalb der ausgeschnittenen Bande lag, wurden ausgeschlossen;
ebenso Ergebnisse mit einem mascot-score von unter 30. Auf diese Weise konnten
17 Proteine mit wahrscheinlicher O-GlcNAcylierung Identifiziert werden (vlg. Ta-
belle 1). Von diesen kénnen 4 dem Kohlenhydratmetabolismus bzw. speziell der
Glykolyse zugerechnet werden, 5 sind Proteine des Cytoskelettes, 3 Chaperone, die
verbleibenden 5 Proteine nehmen diverse, teilweise unbekannte Funktionen (2) ein
(vgl. Abbildung 15). Obwohl sich bei der Anreicherung mit SWGA mehr Banden
darstellten als bei click-chemistry (12 vs. 6 Banden), stellte sich letztere Methode als
die sensitivere fiir die Identifikation O-GlcNAc-modifizierter Proteine heraus (13
vs. 9 identifizierte Proteine). Fiinf Proteine konnten durch beide Methoden iden-
tifiziert werden (Actin 1, Elongation factor 1, Hsp70, a-Tubulin und das 78 kDa
glucose-regulated protein (GRP-78)).

PROTEINE DES CYTOSKELETTS:
Actin1 & 2
Myosin-A
Tubulin (x & )

KOHLENHYDRATMETABOLISMUS:
Enolase
Fructose-bisphosphat Aldolase
Hexokinase
Phosphoglyceratkinase

CHAPERONE:
78 kDa gluc. reguliertes Porteinhomolog.
CPNé6o
HSP7o0

ANDERE PROTEINE:
Elongationsfaktor 1-oc
Ornithin Aminotransferase
Ribonucleosid-Diphosphat-Reductase
PF14_oo45; PFBo765w

Abbildung 15: Die in der Massenspektroskopie identifizierten Proteine nehmen Funktio-
nen in verschiedenen Systemen der Struktur und des Metabolismus von P.

falciparum ein.
Modifiziert nach [12] und [92]
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Tabelle 1: Liste der in der Massenspektroskopie identifizierten Proteine

ZUGANGSNUMMER SCORE COVERAGE MASS MATCHES SEQUENCES VOLLER NAME REFERENZEN
(UniProtKB) (max.) (max.)
CLICK-CHEMISTRY UND SWGA
GRP78_PLAFO 1864 27,00 % 72845 49 (46) 22 (21) 78kDa glucose-regu-  ER-specific O-
lated protein homo-  GlcNAc(eOGT, EGF
log repeat-specific ~ O-
GlcNAc-transfera-
se)?
ACT1_PLAFy 169 12,00 % 42072 8(7) 4(4) Actin-1 [59] (Xenopus  lae-
vis); [110] (human
breast cancer cell li-
ne MCFy)
EF1A_PLAFK 732 23,00 % 49238 25 (21) 10 (9) Elongation factor 1- [59] ( Xenopus lae-
alpha vis); [110] (human
breast cancer cell li-
ne MCFy)
HSP70_PLAFA 1889 31,00 % 74754 66 (59) 21 (20) Heat shock 70 kDa [110] (human
protein =2 breast cancer cell
line MCFy); [105]
(human  hepatocar-
cinoma derived cell
line HepGz2)
TBA_PLAFK 75 3,00 % 51120 3(2) 1(1) Tubulin alpha chain
CLICK-CHEMISTRY
ACT2_PLAFy 55 6,00 % 42977 6(5) 3(3) Actin-2 [110] (human breast-
cancer cell line
MCFy)
CH60_PLAFG 192 8,00 % 79738 15 (5) 8(4) Chaperonin CPN6o, [149] (rat pancreatic
mitochondrial b-cell line Rin-m5f)
ENO_PLAFA 694 18,00 % 49015 20 (16) 8(5) Enolase [59] (Xenopus laevis);
[110] (human breast-
cancer cell lineM-
CFy); [43, 289] (Rat-
tus norvegicus)
ALF_PLAFA 1566 36,00 % 40479 39 (38) 15 (14) Fructose-bisphos- [43] (Rattus norvegi-
phate aldolase cus)
HXK_PLAFA 38 7,00 % 56166 4 (1) 3(1) Hexokinase bisher keine
OAT_PLAFD 519 19,00 % 46938 15 (10) 9 (6) Ornithine ami-  bisher keine
notransferase
PGK_PLAFy 562 29,00 % 45569 21 (21) 11 (11) Phosphoglycerate [176] (Rattus norvegi-
kinase cus)
TBB_PLAFA 92 2,00 % 50238 1(1) 1(1) Tubulin beta chain
sWGA
KC1_PLAF4 69 9,00 % 38036 5(3) 3(1) Casein kinase I bisher keine
MYOA_PLAFB 224 8,00 % 93017 10 (5) 7(2) Myosin-A [43, 124] (Rattus
norvegicus)
YPFoz_PLAFy; 35 0,00 % 114693 5(1) 4(1) Uncharacterized bisher keine
protein PF14_oo045
YPF11_PLAFy 42 0,00 % 167873 8(2) 5(1) Uncharacterized bisher keine

protein PFBo765w
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5.3 BIOINFORMATISCHE BESTIMMUNG MOGLICHER O-GLCNACYLIERUNGS-
STELLEN

Mit dem online-tool YinOYang wurden die Aminosduresequenzen einzelner Pro-
teine auf mogliche Stellen untersucht, die als Trager von O-GlcNAc dienen kon-
nen. Hier kommen Serin- und Threonin-Untereinheiten als Akzeptoren in Frage.
Jedoch miissen auch andere Umgebungsfaktoren gewdhrleistet sein, um eine O-
GlcNAcylierung zu begiinstigen. So wirken sich Prolin (-4,-3,-2) N-terminal und
Valin (-1,+2,4+4,+5) sowie Serin (+1,+4,+7) C-terminal in der direkten Umgebung
der beiden Proteine positiv, Leucin und Glutamin eher negativ auf die O-GIcNAc
Modifizierbarkeit aus [109]. Der YinOYang-Server teilt entsprechende Stellen nach
Wahrscheinlichkeit (+ bis ++++) ein. Wobei + und ++ anhand des Uberschreitens
zweier (unterschiedlich strenger) Grenzwerte definiert sind. +++ und ++++ ste-
hen fiir ein deutliches Uberschreiten des Grenzwertes sowie eine Vorhersagewahr-
scheinlichkeit von iiber o,75. Eine mogliche Phosphorylierbarkeit der selben Stelle
wird durch einen Asterisk (x) gekennzeichnet. Fiir zehn untersuchte P. falciparum-
Proteine fand sich mindestens eine Stelle mit moglichem O-GlcNAcylierungs-Poten-
tial (+). Vier Proteine (Aktin, Hsp70, Enolase, Hexokinase) zeigten einen erhohtes
Potential (++). «- und B-Tubulin zeigten ein hohes Potential an einer Stelle ihrer
Proteinsequenz. (vgl. Tabelle 2, Abbildung 16).

5.3.1 Genauere Untersuchung bei «-Tubulin

Der direkte Nachweis von gebundenem O-GIcNAc in der Massenspektroskopie
wurde fiir wenige Proteine durchgefiihrt. Eines davon ist «-Tubulin [139]. Uber
sequenz-alignement konnte gezeigt werden, dass das in den vorangegangenen Unter-
suchungen als O-GlcNAc-modifiziert identifizierte «-Tubulin bei P. falcipaarum eine,
im Gegensatz zu den als O-GlcNAcyliert bekannten, murinen Neuronenalzellen
MNQgD, lediglich um eine Aminosdure abweichende Sequenz tragt (PSPQVSTAV-
VEPY, vgl Abbildung 17). Diese Sequenz wurde in der Untersuchung iiber den
YinOYang-Server als Stelle mit hohem O-GlcNAcylierungs-Potential (+++) bewer-
tet. Eine weitere Stelle (Serin an Position 277) zeigt bei der Analyse ein erhShtes
Potential (++) mit Moglichkeit zur Phosphrylierung (vgl. Abbildung 16.a, Tabelle 2).
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Tabelle 2: O-GlcNAcylierungs-Potential der identifizierten Proteine

SEQNAME RESIDUE 0-GLCNAC POTENTIAL THRESH. (1) THRESH.(2) NETPHOS. POTENTIAL YINOYANG?
result (O-GleNAc) (Thresh=o0.5)
AKTIN1:
30 Sx ++ 0,5924 0,4274 0,5265 660 *
23T+ 0,4379 0,3736 0,4540
2315« + 0,4062 0,3814 0,4645 774 *
320T  + 0,5297 0,456 0,5511
AKTINZ:
135S + 0,5527 0,5205 0,6520
325 S« + 0,4500 0,4359 0,5380 505 *
o-TUBULIN:
1788 +++ 0,7073 0,4372 0,5397
271 S + 0,4982 0,4909 0,6121
2775% 4+ 0,5541 0,4456 0,5510 513 *
361 T + 0,4893 0,4232 0,5209
B-TUBULIN:
33S ++ 0,5369 0,4158 0,5109
176 S ++ 0,5221 0,4162 0,5114
230S + 0,5930 0,5056 0,6319
274 Tx +++ 0,6481 0,4377 0,5404 954 *
2755 ++ 0,5553 0,4262 0,5249
3035 + 0,4326 0,4217 0,5188
3515 + 0,4718 0,4290 0,5287
HSP7o0:
49 Tx ++ 0,5352 0,4293 0,5290 867 *
925%  + 0,4683 0,4668 0,5796 935 *
170 T* + 0,4006 0,3958 0,4839 668 *
286 T + 0,4693 0,4228 0,5203
3945+ 0,5058 04711 0,5854
443 T + 0,5402 0,4888 0,6093

ELONGATIONSFAKTOR 1-ALPHA:

107 S + 0,5151 0,4288 0,5284

273 S + 0,5628 0,4621 0,5733

351 T + 0,4633 0,4600 0,5704

28T + 0,5371 0,4844 0,6033
GRP-78:

137 T + 0,4878 0,4298 0,5297

182T + 0,4386 0,3927 0,4798

447 S + 0,4826 0,4141 0,5086

641S + 0,3922 0,3780 0,4599

6455 + 0,4017 0,3717 0,4514
ENOLASE:

39S ++ 0,5682 0,4396 0,5429
414 Sx + 0,4436 0,3839 0,4679 919 *

FRUKTOSE-BISPHOSPHAT ALDOLASE:

252 T + 0,4048 0,3782 0,4602

253 T + 0,3869 0,3862 0,4710
HEXOKINASE

187T 4+ 0,5728 0,4487 0,5552

190 S + 0,4888 0,4531 0,5612

313S + 0,4719 0,4552 0,5640

3475+ + 0,4368 0,4280 0,5273 854 *
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Abbildung 16: Beurteilung der O-GlcNAcylierungswahrscheinlichkeit von Serin und Threo-
nin in der Aminosduresequenz einzelner, als O-GlcNAc-modifiziert identi-
fizierter, P.falciparum Proteine. ,Ser’ und ,Thr’ sind als vertikale Striche dar-
gestellt. Ein Uberschreiten des Grezwertes ,threshold’ zeigt die Moglichkeit
einer O-GlcNAc-Modifikation an. Ein griines Plus ,+’ zeigt die zusétzliche
Phosphorylierungsmoglichkeit der Stelle.

Plasmodium_alpha_tubulin_2 PSPQVSTAVVEPY
Plasmodium_alpha_tubulin_1 PSPQVSTAVVEPY
MNOD_alpha_tubulin_isotypes PAPQVSTAVVEPY

sk 0ok sk ok ok ok ok ok sk sk k ok

Abbildung 17: Mégliche O-GalNAcylierungs-Stelle von o-Tubulin:
Im Vergleich zu der bei MNgD bekannten O-GlcNAcylierten Peptidsequenz
weicht die entsprechende Stelle bei beiden Unterformen von o-Tubulin bei P.
falciparum nur um eine Aminosdure ab. An das hervorgehobene ,S’ oder , T
wird bei MNgD Zellen O-GlcNAc gebunden. ,:* markiert die abweichende
Stelle bei P. falciparum.
Modifiziert nach [139]
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5.4 BESTIMMUNG DER UDP-GLCNAC KONZENTRATION

Donor fiir die OGT und damit notwendiges Substrat der O-GlcNAcylierung ist der
Nuklotidzucker UDP-GIcNAc, der als Endprodukt im Hexosamin-Biosyntheseweg
entsteht (vgl. Abbildung 18). Dieser Stoffwechselweg reagiert sehr sensitiv auf das
Erndhrungsniveau und gilt als Glukose-Sensor in somatischen Zellen. Neben der
O-GlcNAcylierung dient UDP-GIcNAc als Vorstufe fiir O-gebundenes GALNAC,
der N-Glykosylierung, der Synthese von CMP-NEUNAC welches als Donor bei
der Sialylierung dient sowie der Synthese von Glykolipiden und komplexer GPI-
Anker. [31, 117]. Eine Recherche auf der Online-Genomdatenbank ,PlasmoDB*
(http://plasmodb.org/) zeigte, dass alle Enzyme des Hexosamin-Biosynthese-
wegs im Genom von P. falciparum codiert sind. Sie sind dort abrufbar als:

PGI: PF3D7_1436000 glucose-6-phosphate isomerase

GFAT: PF3D7_1025100 glutamine-fructose-6-phosphate aminotransferase, putative
GNPNAT1: PF3D7_o0629000 glucosamine 6-phosphate N-acetyltransferase

UAP: PF3D7_1343600 UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase, putative

AGMz1: PF3D7_1130000 phosphoacetylglucosamine mutase, putative

Um die Reserven zu ermitteln auf welche P. falciparum fiir die O-GlcNAcylierung
zuriickgreifen kann, wurde die UDP-GIcNAc-Konzentration der lysierten, reifen
Trophozoiten chromatografisch bestimmt und mit humanen Fibroblasten (MRC-5
Zellen) mit bekannt hohem UDP-GIcNAc-Niveau verglichen. Zum Ausschluss
einer Kontamination wurde zudem der UDP-GIcNAc-Gehalt der Erythrozyten
ermittelt. Hierfiir wurden die Parasiten in hypotonischer Pufferlosung gelost und
filtriert, sodass nach Auswaschen des Filters ein Endvolumen von 3ml vorlag.
Dieses wurde in zwei Anteile a 1,5ml aufgeteilt von denen einer mit 10nmol
UDP-GIcNAc versetzt (,,gespikt”) wurde. Die MRC-5 Zellen wurden auf gleiche
Art filtriert, jedoch mit 10 ml ausgewaschen. Ebenso die Erythrozyten, welche zu-
vor, wie bei der Gewinnung der Parasitenproben in Saponin gelost wurden (vgl.
Unterabschnitt 4.1.5). Zur Fertigung eines Identifizierungsstandards wurden 10
nmol/ml folgender Nukleotidzucker, Nukleotide bzw. Zucker injiziert: UMP, UDP,
ADP-GLc, GLcNAc, UDP-GALNAc. Als Kalibrierungsstandard zur Konzentrati-
onsbestimmung fiir UDP-GIcNAc wurde eine Verdiinnungsreihe mit UDP-GIcNAc
angefertigt und ebenfalls filtriert. Als Standard wurden in 1,5 ml-gel6st, folgende
Soffmengen injiziert: 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 und 10,0nmol Die chromatografische
Bestimmung erfolgte mit Hilfe der High Performance Anion Exchange Chromatography
(HPAEC) in einer ProPAC-PA1 Sdule. Die chromatografische Analyse erfolgt unter
Nutzung eines stark alkalischen Eluenten. Dieser erwirkt die Umwandlung von
Hydroxyl-Gruppen in Oxianions. Kohlenhydrate kénnen somit ohne vorherige
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Abbildung 18:

Abbildung 19:

» Nukleotide

5.4 BESTIMMUNG DER UDP-GLCNAC KONZENTRATION

ATP  ADP
Gle AL» Glc—6—® — Fruc—6—®
PGl cin

R GFAT

Gl >
‘ 8

ATP  ADP

l GNPNAT1

GleNac-6-(P)
l

GlcNAc-1-
ubP

o
-GlcNAc

RN

[ Glycolipide |

®

[Proteoglykane]| [Glycoproteine |

Hexosamin-Biosyntheseweg:

UDP-GIcNAc wird iiber den Hexosamin-Biosyntheseweg synthetisiert. 5 -
10 % der zelluldr aufgenommenen Glukose wird in den Stoffwechselweg
eingespeist.

GLc: Glukose; GLN: Glutamin; GLT: Glutamat; GS: Glutamat-Ammonium-
Ligase; PGI: Phosphoglucose-Isomerase; GFAT: Glutamin:Fruktose-6-Phos-
phat Amidotransferase, GNPNAT1: GlcNH,-6-Phosphat N-acetyltransfera-
se 1, AGMz1: Phospho-GlcNAc Mutase 1, UAP: UDP-GIcNAc Pyrophospho-
rylase.

N%,odiﬁziert nach Schleicher et al, [229]

-GlIcNAC
/7

« Monosaccharide

« Disaccharide

- Stiarke

+ Glycogen

« glucogene Aminosduren

« Pettsduren
« ketogene Aminosduren
+ Kohlenhydrate

UDP-GIcNAc: Am Kreuzweg mehrerer verschiedener Stoffwechselwege.

Substrate aus den Stoffwechselwegen der Aminoséduren, der Kohlenhydrate,
der Nukleotide und der Fettsduren spiesen den Hexosamin-Biosyntheseweg.
Er kann somit als ein Knotenpunkt des zelluliren Metabolismuses angese-

hen werden.
Modifiziert nach Biwi ef al [31]
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Tabelle 3: Ergebnisse der chromatografischen UDP-GlcNAc Bestimmung

PROBE KONZENTRATION  DURCHFLUSSVOL. INTEGRAL
[nmol/1,5 ml] [ml] [mAU*ml]
Standard 0,25 0,25 15,65 1,1330
Standard o,50 0,50 15,79 1,9995
Standard 1,0 1,00 15,77 4,0388
Standard 2,0 2,00 15,76 7,7411
Standard 4,0 4,00 15,90 15,3793
Standard 10,0 10,00 15,69 38,0612

(a) Kalibrierungsstandards

MRC-5 Zellen 8,01 15,49 30,5694
P. falciparum 0,72 15,71  2,7512
P. falciparum 11,32 15,63 43,2151
+ UDP-GIcNAc

(b) Proben

Komplexbildung mit Borsdure oder organische Losungsmittel chromatographiert
werden.

Fiir die injizierten Nukleotidzucker- und Glucosaminstandards ergaben sich Spit-
zen (peaks) mit Maxima nach folgenden geflossenen Elutionsvolumina: UMP:
15,03 ml, ADP-Glc 15,15 ml, UDP-GalNAc 15,82ml und UDP 19,52 ml. Fiir unge-
bundenes GlcNAc lies sich kein Peak ermitteln. UDP-GIcNAc zeigte eine maximale
Ausldschung bei 15,70 ml (vgl. Tabelle 4a).

Fiir den Kalibrierungsstandard der UDP-GlcNAc Konzentrationen ergaben sich
fiir die einzelnen Konzentrationen die in Tabelle 4a aufgefiihrten Integrale (vgl.
Abbildung 20).

Die Integrale der Ausloschungsmaxima des Kalibrierungsstandards wurden in
ein Diagramm gegen die jeweilige Stoffmenge eingetragen und eine lineare Regres-
sionskurve durch den Punkt x/y (0/0) gezogen. Die Steigung dieser Kalibrierfunk-
tion betrug f(x)= 5,7241 bei einem Bestimmtheitsmaf$ von R? = 0,9999 (vgl. Abbil-
dung 22). Uber diese Gleichung lief? sich nun, {iber das Integral der Ausléschung
unter dem Maximum bei 15,70 ml Durchflussvolumen, der Gehalt an UDP-GIcNAc,
injizierter Proben berechnen.

Um zu bestédtigen, dass das gewdhlte Ausloschungsmaximum sicher UDP-
GlcNAc reprasentierte, wurden die jeweiligen Proben (P. falciparum und MRC-5-
Zellen) mit 10nmol UDP-GIcNAc , gespikt”, bevor diese filtriert und injiziert wur-
den. Hierbei konnte gezeigt werden, dass das Maximum an der entsprechenden
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Abbildung 20:
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UMP
—--= UDP
------ ADP-Glc
== UDP-GalNAc
—— UDP-GIcNAc
GIcNAc

R W e

(-) 1-0 z-o 3-0 4-0 ml

a) Nukleotidstandards

1-8 2-0 2-2 2-4 2-6 m-in
b) UDP-GlcNAc-Standard

Ergebnisse der HPAEC 1:

(a) Kontrollstandard: Die Nukleotidzucker- und Glucosamine: UMP, UDP,
ADP-Glc, UDP-GalNac, UDP-GIcNAc und GlcNAc, werden je in einer Dosis
von 10nMol filtriert und anschliefSend injiziert.

(b) Kalibrierungsstandard: UDP-GIcNAc-Losung in absteigenden Konzen-
trationen (4; 2; 1; 0,5; 0,25 nmol/1,5 ml).
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Abbildung 21:

5.4 BESTIMMUNG DER UDP-GLCNAC KONZENTRATION

MRC 5
MRC 5 + UDP-GIcNac
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a) MRC 5 Kontrollzellen
— P. falc.
P. falc. + UDP-GIcNAc
SEl UDP GlcNAc

20 min

b) P. falciparum

Ergebnisse der HPAEC 2:

(a) MRC-5 Zellen (Kontrolle) als alleinige Injektion und gespikt mit UDP-
GIcNAc. (b) Pfalciparum zeigt ein Maximum nach 15,7ml. Zum Vergleich:
Mit einem 10nmol UDP-GlcNAc-Standard , gespikte” Probe sowie 2 nmol
UDP-GlcNAc-Standard mit Maximum nach gleichem Durchflussvolumen.
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Abbildung 22: HPAEC: Kalibrierfunktion fiir UDP-GIcNAc
Die Funktion ist als Regressionskurve durch die Punkte der Kalibrierungs-
standards gelegt. Darauf eingezeichnet sind die HPAEC Ergebnisse fiir P.
falciparum (Raute), P. falciparum gespikt (leere Raute) und die MRC-5 Kon-
trolle (Dreieck).

Stelle bei unverdanderter Form an Hohe zunahm (vgl. Abbildung 21).

Dies erhirtet die Annahme, dass es sich bei dem Maximum um UDP-GIcNAc
handelt. Die injizierten lysierten Erythrozyten zeigten keinen Peak an der entspre-
chenden Stelle. Dies spricht gegen eine Kontamination mit Nukleotidzuckern aus
den Wirtszellen.

Die P. falciparum-Probe zeigte ein Maximum nach 15,7ml mit einem Integral
von 0,48 [mMAU*ml] (vgl. Abbildung 21). Dies entsprach, fiir die injizierten 1,5 ml,
einer UDP-GlcNac-Konzentration von o,72nmol/1,5ml (vgl. Tabelle 4b). Dieser
Wert wurde mit zuvor photometrisch bestimmten Proteinkonzentration der Probe
verrechnet. Der so ermittelte UDP-GlcNac-Gehalt der P. falciparum-Probe lag bei
18,84 nmol/mg. Fiir die MRC-5-Zellen ergab sich eine betrdchtlich hoherer Gehalt
von 162,58 nmol/mg (vgl. Tabelle 4).

Tabelle 4: HPAEC: UDP-GlcNac-Gehalt P. falciparum vs. MRC-5

PROTEINK. VERDUNNUNG STOFFMENGE UDP-GLCNAC
[mg/ml] [nmol] [nmol/mg]

P. falcip. 0,08 1/3 0,48 18,84

MRC-5 0,33 1/10 5,34 162,58

Im Vergleich zu MRC-5 liegt ist die Konzentration von UDP-GlcNac im

Verhiltnis zur Proteinmasse bei P. falciparum um mehr als achtfach geringer.
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5.5 AUSWIRKUNG DER O-GLCNACASE-INHIBITION AUF DAS WACHSTUM

Thiamet-G ist ein hochpotenter selektiver Inhibitor der OGA. Das Molekiil imitiert
ein Intermediat der Hydrolyse und inhibiert diese dadurch [309]. Hierfiir wurde
eine P. falciparum-Kultur aufgeteilt und der Inhibitor in der Konzentration von 10,
30, 100, und 200 pM hinzugegeben. Einen Teil der Kultur wurde als Kontrolle ohne
Inhibitor belassen. Alle 24 Stunden wurden Ausstriche angefertigt, von welchen zur
Bestimmung der Parasitdmie foto-mikroskopisch Bilder angefertigt wurden, die im
Anschluss manuell ausgezdhlt wurden. Im Verlauf mussten die Kulturen geteilt
werden, um eine zu hohe Parasitdmie ( tiber 12—15 %) und damit das Absterben der
Kultur bzw. die Hemmung der Wachstumsgeschwindigkeit zu verhindern. In zwei

Versuchsreihen ergaben sich die in Tabelle 5 angegebene Werte.

Tabelle 5: Hemmung der Wachstumsgeschwindigkeit durch Thiamet-G

KONZENTRATION PARASITAMIE
[1M] 24h | 48h| 72h| g6h | 120h | 1a4h

ERSTE VERSUCHSREIHE

0 6,17% | 1,03% | 0,88% | 0,97% | 2,40% | 4,49 %
10 4,23% | 0,78% | 0,44 % | 3,06% | 1,52% | 2,45 %
30 4,79% | 1,22% 1,91 % | 3,06% | 2,22%
100 5,14 % | 0,71 % 1,17% | 1,96 % | 2,88 %
200 4,29% | 0,88% | 1,12% | 0,57% | 2,04% | 4,30 %

ZWEITE VERSUCHSREIHE

0 3,75% | 5,12% | 3,99% | 2,92% | 3,31 %
10 2,00% | 3,78% | 2,80% | 3,17% | 2,69 %
30 2,17% | 568% | 2,73% | 2,65% | 2,56 %
100 2,33% | 4,71 % | 3,01% | 2,96 % | 2,56 %
200 2,17% | 3,81% | 3,95% | 3,50% | 2,80%

In beiden Versuchsreihen ist ein Riickgang der Wachstumsgeschwindigkeit im
Vergleich zu den Kontrollkulturen beobachten. Zu den jeweiligen Endpunkten zeig-
te sich ein Differenz der Parasitimie von max. 50,56 % (bzw. 22,65 % in Versuch 2)
und minimal 4,33 % (bzw. 15,40 %). Das zwischenzeitige, gleichméfsige Absinken
der Parasitamien (in Versuchsreihe 1 bei 48 h Versuchsreihe 2 bei 72 h und 120h) ist
Folge des Splittierens der Proben. Aufgrund der relativ geringen Probenzahl, sowie
der mit dem manuellen Auszédhlen der Parasitimie verbundenen Ungenauigkeit,
kam es zu einer relativ hohen Streuung der Mittlewerte. Ein ¢-Test wurde durch-
gefiihrt und die Daten als Boxplot dargestellt Abbildung 23. Angesichts der oben
genannten Griinde ist es nicht verwunderlich, dass kein signifikantes Ergebnis
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erreicht werden konnte. Der Trend zeigt jedoch eine verminderte Wachstumsge-
schwindigkeit durch die Hemmung der Hydrolyse von O-GlcNAc.
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Abbildung 23: Thiamet-G hemmt das Wachstum von P. falciparum in vitro



DISKUSSION

6.1 DIE IDENTIFIZIERTEN O-GLCNACYLIERTEN PROTEINE

Das Vorkommen der O-GlcNAc-Modifikation bei P. falciparum war bereits 1993
von A. Dieckman-Schuppert et al, durch Ubertragung radiomarkierter Galaktose
auf GlcNAc-Reste parasitdrer Proteine, nahegelegt worden [65]. Man beachte, dass
die Nachweistechnik die gleiche ist, welche zur Urspriinglichen Entdeckung der
Modifikation gefiihrt hatte. Es bestand daher ein recht spezifischer Nachweis, der
jedoch noch keine Auskunft tiber die Natur der markierten Proteine zuliefs, welche
letztendlich O-GlcNAcyliert waren. Die Beobachtung wurde von Y. Perez Cervera
durch den Nachweis von O-GlcNAcylierten Proteinen bei P. falciparum und den,
ebenfalls dem Phylum der Apikomplexae angehorigen T. gondii, iiber die Markie-
rung mit dann verfiigbaren O-GIcNAc spezifischen Antikérpern im Western Blot
bestatigt [201]. In der hier vorliegenden Arbeit gelang, neben der Erhédrtung dieser
Resultate durch weitere Methoden der O-GIcNAc-Darstellung, nun erstmals die
Identifizierung individueller O-GlcNAcylierter Anteile des Proteoms von P. falcipa-
rum in der Massenspektroskopie. Bei parallel hierzu in Zusammenarbeit mit Moyira
Aquino Gil durchgefiihrten Untersuchungen, konnten wir bei T. gondii ebenfalls in-
dividuelle, O-GlcNAc-modifizierter Proteine identifizieren. Diese Ergebnisse sind
in der dieser Dissertation nicht ndher dargelegt, jedoch 2018 gemeinsam publiziert
worden [11]. Hier gelang der Nachweis von 123 verschiedenen Proteinen mit click
chemistry=Anreicherung, 234 durch Anreicherung mit SWGA und 50 durch beide
genannte Methoden.

Durch Anwendung verschiedener proteomischer Herangehensweisen, konnten wir
bei P. falciparum 14 verschiedene O-GlcNAcylierte Proteine identifizieren. Eine im
Vergleich zu anderen Zelllinien grofie Herausforderung bei der proteomischen Un-
tersuchung von Apikomplexae und anderen Parasiten, ist der hohe ziichterische
Aufwand, um ausreichend Material fiir die Untersuchung herzustellen. Man beach-
te, dass zum Beispiel die als Kontrolle genutzten MRC-5-Zellen als ganzes lysiert
werden konnen und im Gegensatz zu den Parasiten zuvor nicht aus den Wirtszel-
len extrahiert werden miissen. Vor allem im sogenannten Ringstadium sind die
Parasiten im Vergleich zu Ihren Wirtszellen, sowie dem benétigten Anzuchtme-
dium so klein, dass eine grofie Menge Material zur Bereitstellung ausreichender
Proteinmengen von Noten ist, was neben dem damit verbunden Material- und Ar-
beitsaufwand, auch mit einer erhohten Gefahr der Kontamination durch Bakterien
und Hefen verbunden ist. Zur Einordnung der Menge an benétigtem Material: Die
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fiir unsere Versuche verwendeten Prézipitate im Trophozoitenstadium entstamm-
ten aus zwischen 1,1 - 1,6 x 107 infizierten Erythrozyten. Hier lagen die O-GlcNAc-
Konzentrationen der Proteinextrakte bereits im unteren Nachweisbereich. Die Pra-
zipitate im Ringstadium stammten aus bis zu 2,4 x 10'° infizierten Zellen und mafsen
dabei im makroskopischen Vergleich der Proben nur ca. ein Viertel des Pelettvolu-
mens. Daher wurde die proteomische Identifizierung in der Massenspektroskopie
in dieser Arbeit auf Parasiten im grofieren Trophozoitenstadium beschrankt. Hier
fullen die Parasiten einen Erythrozyten aus, messen also ca. 7 pm. Eine zukiinftige
Untersuchung des O-GlcNAcylierten Proteoms von P. falciparum im Ringstadium
wiirde jedoch sicherlich weitere interessante Informationen zu Tage férdern. Im
Vergleich der, durch click chemistry markierten, O-GlcNAc-modifizierten Proteine
konnte jedoch bereits ein Unterschied in der O-GlcNAcylierung beider Stadien
gezeigt werden. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die O-GlcNAcylierung von Be-
deutung fiir die Stadien-Entwicklung sein konnte. Es ist bereits bekannt, dass O-
GIcNAc eine wichtige Rolle im Ablauf von Zellzyklen verschiedener bakterieller
und eukaryotischer Arten, wie beispielsweise den oozytédren Stadien von Xenopus
laevis, zukommt [161, 165, 258]).

Eine weitere Herausforderung bei der Identifizierung O-GlcNAc-modifizierter Pro-
teine war die Tatsache, dass das Ausmaf} der O-GlcNAcylierung bei P. falciparum
offensichtlich vergleichsweise niedrig ist, was die im Vergleich zu T. gondii geringere
Anzahl der in der Massenspektroskopie identifizierten Proteine erklart.

6.1.1 Proteine der Glykolyse

Vier der identifizierten Proteine sind an der Glykolyse beteiligt, wobei die Hexo-
kinase nicht spezifisch fiir diesen Stoffwechselweg ist. Da P. falciparum tiber keinen
vollstandigen Citratzyklus verfiigt, ist der Parasit von der Glykolyse, als einziger
Moglichkeit der ATP-Produktion, abhingig [218]. Beachtlich duflert sich dies in
der Beobachtung, dass mit P. falciparum infizierte Erythrozyten eine im Vergleich
zu URBC bis zu 100 fach erhohte Glykolyserate zeigen [219]. Um dies zu erreichen
scheint der Parasit unter anderem die Moglichkeit zu haben, den Glukoseverbrauch
umliegender URBC zu drosseln [181].

Aufgrund der Bedeutung fiir das Uberleben des Parasiten, sind drei der identifi-
zierten, an der Glykolyse beteiligten Proteine, bereits in den Fokus der Forschung
moglicher Malariamedikamente gertickt:

Die Fructose-1,6-Bisphosphat Aldolase ist das vierte Enzym des Glykolyse-
Stoffwechselwegs. Sie katalysiert die Spaltung von Fructose 1,6-Bisphosphat zu
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) und Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP). Al-
ternativ kann Fructose-1-Phosphat als Substrat dienen [125]. Im Gegensatz zum
Menschen und anderen Sdugern verfiigt P. falciparum lediglich iiber eine Isoform

der Aldolase, die nur zu etwas mehr als 50 % identisch zu den drei humanen Iso-
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formen ist [148]. Dies macht das Enzym zu einem vielversprechenden Ziel. Neben
ihrer Rolle in der Glykolyse kann die Aldolase an Actin binden und dieses mit
dem TRAP verbinden. Dieses, bei verschiedenen Apicomplexae vorkommende,
transmembrane Adhesin ist am Invasionsprozess des Parasiten beteiligt. Es bindet
hierbei an die erythrozytire Membran [33]. Auch wenn sich TRAP bei T. gondii als
nicht essentiell fiir den Invasionsvorgang selbst herausgestellt hat [234], wurde dis-
kutiert ob die Inhibierung des Aldolase-TRAP-Komplexes die Invasion aufgrund
dessen Notwendigkeit fiir den gliding-Prozess inhibieren konnte [189]. Bei Xenopus
laevis-Oocyten konnte bereits eine O-GlcNAcylierung der Aldolase gezeigt werden

[59]-

Enolase, das neunte Enzym der Glykolyse, katalysiert die reversible Dehydration
von 2-Phosphoglycerat zu Phosphopyruvat [28]. Die Enzymaktivitdt von Enolase
ist in IRBC stark erhoht [220]. Dies erkldrt sich aus P. falciparums hohem Bedarf
an Glukose. Neben der Glykolyse nimmt Enolase verschiedene Funktionen in un-
terschiedlichen Kompartimenten der parasitiaren Zelle ein. So konnte die Prasenz
des Enzyms im Zellkern, den Speisevakuolen und im Merozoiten-Stadium auf
der Membranoberfliche nachgewiesen werden [197]. Im ookinetischen Stadium
kann das Protein einen Rezeptor des Anopheles-Mitteldarmepithels erkennen und
das dortige Plasminogen zur Protein- und Kohlehydrat-Verdauung nutzen [97].
Es konnte gezeigt werden, dass die Plasmodien-Enolase unter thermo-oxidativem
Stress einen Komplex mit Hsp70o und weiteren Proteinen eingeht [232]. Es wird
angenommen, dass an Enolase bindendes Billiverdin die Ausreifung von Ring- zu
spdteren Stadien aufhdlt [7] Die Inhibition der Enolase iiber Antikorper gegen ein
P. falciparum-spezifisches Epitop des Proteins konnte das Parasitenwachstum im
Blutstadium hemmen [74]. Die O-GlcNAcylierung des Enzyms konnte bereits in
Rattenhirn, sowie Alzheimer und Brustkrebs-Zellen nachgewiesen werden [64, 208,
289].

Die Enzyme aus der Gruppe der Hexokinasen katalysieren nicht nur den ers-
ten Schritt der Glykolyse, sondern auch der Hexosamin-Biosynthese (vgl. Abbil-
dung 18). Sie phosphorylieren Glukose zu Glukose-6-Phosphat [28]. Hexokinasen
werden iiber die negative Riickkopplung ihres Produktes gehemmt und gelten als
Schrittmacher der Glykolyse. Bei P. FaLciPARUM ist die Geschwindigkeit der Ein-
schleusung der Kohlenhydrate in die Zelle jedoch anscheinend der limitierende
Faktor der Glykolyse. Das Enzym ist vornehmlich im Cytosol der Parasiten loka-
lisiert. Eine Uberexpression der parasitiren Hexokinase verringert die Empfind-
lichkeit von P.facliparum gegeniiber medikamentoser Glykolyse-Inhibition deutlich
[265]. Baldini et al. konnten an Mdusen zeigen, dass eine vermehrte O-GlcNAcylie-
rung sowohl die Expression der Hexokinase Glucokinase (GCK) erhoht als auch
post-translational deren Aktivitit [20]. Hiermit ist bei anderen Spezies bereits eine
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direkte Beeinflussung dieses fiir P.facliparum kritischen Stoffwechselweg durch O-
GlcNAcylierung bekannt.

6.1.2 Hitzeschockproteine

Hitzeschockproteine sind Chaperone. Die Hauptfunktion dieser Proteinfamilie ist
es, das korrekte Falten von Proteinen und Zusammenfiigen von Oligomeren zu ge-
wihrleisten. Hitzeschockproteine binden an Proteine und erhalten ihre Losbarkeit
im Cytosol bei zu hohen Temperaturen [77]. Hspyo ist zudem an verschiedenen
Prozessen, wie der Protein-Entfaltung und Translokation, der Degradation von
Proteinen, sowie der Ubertragung von proinflammatorischen Signalen beteiligt [14,
27, 90]. P. falciparum hat sechs Hspyo Isoformen die im Cytosol, im ER im Zellkern
und in den Mitochondrien lokalisiert sind [237]. Die Hsp-1 Form ist tiberwiegend
im Cytosol lokalisiert und wird bei Hitzestress in den Zellkern geschleust. Es ist bei
P. falciparum, im Vergleich zu anderen Organismen, auffillig stark phosphoryliert.
Die Phosphorylierung nimmt im Laufe der Entwicklung des Parasiten zu [142]. Da
O-GlcNAc mit Phosphat um Bindungsstellen konkurrieren kann, konnte es theore-
tisch moglich sein, durch Induktion der O-GlcNAcylierung, die Phosphorylierung
zu unterbinden, oder zu regulieren. In der Analyse der moglichen O-GlcNAc-
modifizierbaren Stellen mit Hilfe des YinOYang-Servers [109] ergaben sich drei
Stellen mit der Fahigkeit beide PTMs zu binden (vgl. Abbildung 18.b). Hsp-1 wirkt
auflerdem bei P. falciparum als ATPasE [180]. Es wird angenommen, dass es an der
Regulierung der Aktin-Polymerisierung im Rahmen der Erythrozyten-Invasion be-
teiligt ist [260]. Es konnte gezeigt werden, dass Hsp-1 zusammen mit PHSPgo einen
Komplex bildet, der kritisch fiir die normale Entwicklung des Parasiden ist [21]. Die
O-GlcNAc-Modifikation von Hspyo ist bei humanen Zellen nachgewiesen [105, 275,
312]. Hier konnte gezeigt werden, dass einerseits das O-GlcNAcylierungsniveau in
der Zelle die Expression von Hsp70 beeinflusst, andererseits das Protein selbst an O-
GlcNAc binden kann [100, 162]. Aufgrund dieser Tatsache und der &hnlichen Rolle
des Proteins und der PTM bei der Zellkern-Translokation von Proteinen wurde ein
Zusammenhang beider diskutiert [107].

6.1.3 Proteine des Zytoskeletts

Als Bestandteil des Zytoskeletts, sind Microtubuli an verschiedenen, unentbehrli-
chen Prozessen der Zelle beteiligt. Sie bestimmen die Zellform, dienen als Netzwerk
fiir den intrazelluldren Transport von Proteinen und Vesikeln und spielen, als fiir
die Teilung der Chromosomen zustdndiger Spindelapparat, eine entscheidende
Rolle bei der Zellteilung. Microtubuli bestehen aus Dimeren von «- und (3-Tubulin,
zweier kugelformiger Proteine. Diese werden unter GTP Verbrauch zu Protofi-
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lamenten oligomerisiert, welche dann zu Microtubuli zusammengesetzt werden
konnen [125]. Im Gegensatz zu mehreren hundert beim Menschen verfiigt P. falci-
parum lediglich tiber zwei - und eine 3-Tubulin-Isoformen [139]. Aufgrund ihrer
essentiellen Rolle in der Entwicklung des Parasiten, werden Tubuline intensiv als
mogliches Ziel einer Malariatherapie diskutiert. Es konnte gezeigt werden, dass
eine Inhibierung der Microtubuli-Polymerisation zur Unterbrechung der myoti-
schen Teilung von Schizonten, einer reduzierten Invasion von Erythrozyten, der
Unterbrechung der Bildung von geschlechtsreifen Gametozyten, sowie einer Blo-
ckierung von Parasiten im Leberstadium fiihrt [26, 61, 81, 202]. Obwohl Prdparate,
die Microtubuli als Ziel haben, in der antineoplastischen Chemotherapie schon lan-
ge Anwendung finden, ist es nicht moglich diese Medikamente gegen P. falciparum
einzusetzen. Die geringe Empfindlichkeit des Parasiten gegeniiber den klassischen
Microtubuliinhibitoren fiithrt dazu, dass eine derart hohe therapeutische Dosis be-
notigt wird, dass die fiir humane Zellen toxische Schwelle weit tiberschritten wiirde
[26]. Ji et al zeigten 2011, dass die vermehrte O-GlcNacylierung von x-Tubulin in
MNQgD Zellen die Bildung von Micotubuli hemmt [139]. In der vorliegenden Arbeit
konnte demonstriert werden, dass «-Tubulin auch bei P. falciparum O-GlcNAc-modi-
fizierbar ist und eine der dafiir in Frage kommende Peptidsequenzen um lediglich
eine Aminosdure von einer bei MNgD nachweislich O-GlcNAcylierbaren Stelle,
abweicht. Eventuell kénnte eine medikamentdse O-GlcNAcylierung des Proteins
oder die Hemmung der O-GIcNAc-Abspaltung bei P. falciparum die Polymerisation
von Tubulin und damit wichtige Mikrotubuli-abhéngige Prozesse des Parasiten

hemmen. Somit kdme diese Technik als potentielle Malariamedikation in Frage.

Actin ist ebenfalls bereits als O-GlcNAcyliertes Protein bei anderen Organismen
bekannt [59, 124]. Auch gelang der Nachweis bei den parallel an T. gondi durchge-
fithrten Untersuchungen [11]. Bei diesem verwandten Protozoon ist die entschei-
dende Rolle des fiir viele Stabilisierungs- und Fortbewegungsprozesse in der Zelle
verantwortlichen Proteins bei der Invasion der Wirtszellen schon lange bekannt [68].
Auch bei P. falciparum scheint ein Actin Isomer hier eine Schliisselrolle einzunehmen
[195]. Auch wenn noch nicht viel iiber die Bedeutung der O-GlcNAcylierung bei
Actin bekannt ist — ob es die Polymerisierung des Proteins eher férdert oder hemmt

— konnte es doch ein Ziel fiir die Hemmung der Parasitenausbreitung darstellen.

6.1.4 Weitere potentielle Ziele von O-GIcNAcylierung

In der Liste der identifizierten Proteine fehlen einige weitere fiir die O-GlcNAc-
Modifikation , typische” Proteine. Vor allem der fehlende Nachweis von in anderen
Systemen bekannten Proteinen des Zellkerns in der Massenspektroskopie erstaunt.
Hierfiir konnte zum einen der generell niedrige O-GlcNAcylierungsgrad des Parasi-
tenproteoms verantwortlich sein. Andererseits konnen auch technische Einschran-
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kungen der Nachweisempfindlichkeit eine Identifizierung verhindert haben. Auch
der parallel bei T. gondii erfolgte Nachweis der O-GlcNAcylierung vieler Bestand-
teile der Rhoptrien [11] gelang bei P. falciparum nicht. Diese Enzyme sind sowohl
fiir die Néhrstoffversorgung als auch fiir die Invasion der Erythrozyten notwendig
[235]. Weitere Forschung zur O-GlcNAcylierung dieser Proteine bei P. falciparum
bietet sich daher an.

6.2 DIE BEDEUTUNG VON UDP-GLCNAC FUR DEN PARASITEN

Der Nachweis von UDP-GIcNAc, wenn auch in relativ geringen Konzentrationen,
zeigt, dass P. falciparum tiber den Donor der O-GlcNAcylierung selbst verfiigt. Dies
ist nicht verwunderlich, da der Parasit GPI synthetisiert. UDP-GlIcNAc wird als
Donor des Glucosaminanteils dieser teilweise recht komplizierten Strukturen ge-
braucht [96]. Zudem zeigte eine Datenbankrecherche, dass der Parasit alle fiir den
Hexosamin-Biosyntheseweg bendtigten Enzyme codiert, wenn auch manche der in
der Datenbank eingetragenen Proteine diese Rolle nur mutmaflich einnehmen.
Dem in verschiedenen Systemen als Nahrstoff-Sensor wirkenden UDP-GIcNAc
[311], konnte bei P. falciparum eine dhnliche Rolle zukommen. Der Parasit kan, trotz
Ermangelung eines Stoffwechselweges fiir die Nahrstoff-Wahrnehmung Néhrstoff-
Fluktuationen der Wirtszellen wahrnehmen. Dies geschieht durch die Kinase KIN,
welche in Reaktion auf Nahrstoff-Einschrankungen das Transcriptom des Parasi-
ten reguliert. Nahrstoff-Restriktion verringert die Parasitdmie, wahrend Glukose-
Substitution den Effekt umkehrt [176]. Die Biosynthese von UDP-GIcNAc benétigt
Substrate aus dem Glukose-, dem Aminosduren-, dem Fettsiuren- und dem Nu-
kleotidmetabolismus [119]. Es werden somit die Stoffwechselwege aller wichtigen
Energietréager fiir die Herstellung des Nukleotidzuckers benétigt. Ein Absinken von
Nahrstoffen aller Art schlédgt sich somit in reduzierten UDP-GlcNAc-Konzentratio-
nen nieder. Die Zelluldre Reaktion erfolgt daraufhin hdufig tiber O-GlcNAcylierung
von Kinasen [121]. Demnach wiére eine Beteiligung des Stoffwechselweges an der
ndhrstoffvermittelten Regulierung des Wachstums im Blutstadium von P. falciparum
gut denkbar.

63 PHYLOGENETISCHE ERKENNTNISSE

In Bezug auf die Phylogenetik von O-GlcNAc ldsst sich aufgrund unserer Ergebnisse
zeigen, dass die Modifikation evolutionir sehr friih einzuordnen ist. In unseren par-
allel bei T. gondii durchgefiihrten Versuchen zeigte sich auch eine Modifikation der
Proteine des Apicoplasten, also des endosymbiontisch aufgenommenen Rotalgen-
anteils des Proteoms. Beachtlich ist diesbeziiglich, dass in den von Moyira Aquino
Gil durchgefiihrten Untersuchungen bei Pflanzen keine O-GlcNAcylierung nach-
zuweisen war, wenngleich diese mit SEC ein der humanen O-GIcNAc Transferase
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in Struktur entsprechendes Enzym besitzen [10]. Zieht man unsere Ergebnisse bei
Apicomlexae in Betracht, so muss davon ausgegangen werden, dass die Vorldufer-
zellen der Pflanzen zur O-GlcNAcylierung von Proteinen befihigt gewesen sein
miissen. Es stellt sich somit die Frage, ob Pflanzen diese Fahigkeit eingebiif3t haben,
oder ob die Modifikation wie bei P. falciparum in sehr geringen Mengen und in
diesem Fall sogar unter der Nachweisgrenze vorliegt.

64 O-GLCNACYLIERUNG ALS MOGLICHER NEUER ANSATZPUNKT FUR EINE
THERAPIE

Auch nach Identifizierung von 14 O-GlcNAcylierten Proteinen bei P. falciparum, die
an verschiedenen, fiir den Parasiten teils {iberlebensnotwendigen, metabolischen
Systemen mitwirken, bleibt die Funktion der PTM in diesen Systemen weiterhin im
Unklaren. Es gilt im einzelnen noch herauszufinden, ob O-GIcNAc essentiell fiir die
vollstandige Funktionalitdt dieser Systeme ist, oder diese im Gegenteil durch eine
zu starke O-GlcNAcylierung gehemmt werden. Bei Erkrankungen bei Menschen
wird der PTM ebenfalls in einigen Systemen protektive, in anderen pathologische
Eigenschaften zugesprochen. Lediglich bei einigen Proteinen wie o-Tubulin kénnen
wir, iiber den Vergleich zu anderen Organismen, Schliisse iiber die Auswirkung der
Modifikation schlieffen. Um die Mdéglichkeit von O-GlcNAc als Ziel in der Malaria-
therapie bewerten zu konnen, bedarf es weiterer Forschung in diese Richtung. Auch
muss ermittelt werden welche Enzyme die Ubertragung und Katalyse des Amino-
zuckers, in Ermangelung einer zu anderen Organismen isoformen OGT und OGA
bei P. falciparum tibernehmen. Mit dem Einsatz eines OGA-Hemmstoffes wurde in
dieser Dissertation bereits ein moglicher therapeutischer Ansatz evaluiert.

6.4.1  O-GIlcNAcylierung und Parasitenentwicklung

Mit Tubulin als Protein des Spindelapparats und den Enzymen der Glykolyse als
wichtigste Energieproduzenten des Parasiten verfiigt P. falciparum tiber mehrere O-
GlcNAc-modifizierbare Proteine, die fiir die Entwicklung er Parasiten im Blutstadi-
um essentiell sind. Zudem konnte ein unterschiedliches O-GlcNAcylierungsmuster
der Ring- und Trophozoitenstadien nachgewiesen werden (Abbildung 9). Vor al-
lem im Bereich unter 100 kDa zeigten sich grofiere Abweichungen. Diese Varianz
konne von einer unterschiedlich starken Expression der OGT oder OGA bzw. der
Zielproteine herriihren. Ebenfalls moéglich wéaren Unterschiede in der UDP-GlcNAc-
Konzentration zwischen den Stadien. Generell wére das abweichende O-GLcNAcy-
lierungsmuster gut mit einem Einfluss der PTM auf die Entwicklung des Parasiten
vereinbar.
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6.4.2 Hemmung der OGA

Die Inkubation von P. falciparum mit verschiedenen Konzentrationen des OGA-
Inhibitors Thiamet-G zeigten eine leichte Abnahme des Parasitenwachstums. Das
Ergebnis war nicht signifikant, auch zeigte sich keine Korrelation zwischen Inhi-
bitorkonzentration und Wachstumshemmung. Auch kann aufgrund mangelndem
Wissens tiiber die Struktur der parasitiren OGA nicht einmal mit Sicherheit an-
genommen werden, dass der Inhibitor {iberhaupt in der Lange ist das Enzym zu
hemmen.

6.4.3 Wie funktioniert die O-GlcNAcylierung bei P. falciparum

Angesichts der Tatsache, dass die OGT und OGA bei P. falciparum bisher weder
durch immunologische Methoden noch durch Sequenz-alignment nachgewiesen
konnten ([201]), verbleiben zwei Moglichkeiten wie O-GIcNAc auf die parasitdr-
en Proteine iibertragen wird. Entweder der Parasit verfiigt iiber Enzyme, die sich
in ihrer Struktur von denen der Pflanzen und Tiere unterscheiden oder der Pa-
rasit importiert Wirtsproteine, um die O-GlcNAcylierung durchzufiihren. Es ist
bekannt, dass P. falciparum erythrozytare Enzyme einschleusen kann [32, 151]. Den-
noch erscheint der Transport dieser relativ grofien Proteine iiber die Membranen
des Parasiten unwahrscheinlich. Auch ist nicht anzunehmen, dass Erythrozyten —
wenn auch ein Teil ihrer Proteine O-GlcNAcyliert sind — tiber eine aktive OGA verfii-
gen. Daher scheint die erste Annahme wahrscheinlicher. Eine sich strukturell von
anderen Organismen stark divergente OGA, béte sich als Zielstruktur einer neu-
artigen Malariatherapie an. Als alternatives Ziel kidme, in Ermangelung weiterer
Informationen zur Beschaffenheit der parasitiren OGT, der parasitdre Hexosamin-

Biosyntheseweg, als eine fiir die O-GlcNAcylierung unerlédsslichen Struktur in Fra-

ge.
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Abstract

Background: Post-translational modifications (PTMs) constitute a huge group of chemical modifications increasing
the complexity of the proteomes of living beings. PTMs have been discussed as potential anti-malarial drug targets
due to their involvement in many cell processes. O-GlcNAcylation is a widespread PTM found in different organisms
including Plasmodium falciparum. The aim of this study was to identify O-GIcNAcylated proteins of P, falciparum, to
learn more about the modification process and to understand its eventual functions in the Apicomplexans.

Methods: The P, falciparum strain 3D7 was amplified in erythrocytes and purified. The proteome was checked for
O-GIcNAcylation using different methods. The level of UDP-GICNAC, the donor of the sugar moiety for O-GlcNAcyla-
tion processes, was measured using high-pH anion exchange chromatography. O-GlcNAcylated proteins were
enriched and purified utilizing either click chemistry labelling or adsorption on succinyl-wheat germ agglutinin beads.
Proteins were then identified by mass-spectrometry (nano-LC MS/MS).

Results: While low when compared to MRC5 control cells, P falciparum disposes of its own pool of UDP-GIcNAc. By
using proteomics methods, 13 O-GlcNAcylated proteins were unambiguously identified (11 by click-chemistry and 6
by sSWGA-beads enrichment; 4 being identified by the 2 approaches) in late trophozoites. These proteins are all part
of pathways, functions and structures important for the parasite survival. By probing clicked-proteins with specific
antibodies, Hsp70 and a-tubulin were identified as P, falciparum O-GIcNAc-bearing proteins.

Conclusions: This study is the first report on the identity of P, falciparum O-GlcNAcylated proteins. While the parasite
O-GlcNAcome seems close to those of other species, the structural differences exhibited by the proteomes provides
a glimpse of innovative therapeutic paths to fight malaria. Blocking biosynthesis of UDP-GICNAc in the parasites is
another promising option to reduce Plasmodium life cycle.
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Apart From Rhoptries, Identification
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O-linked  B-N-acetylglucosaminylation or O-GlcNAcylation is a widespread
post-translational modification that belongs to the large and heterogeneous group
of glycosylations. The functions managed by O-GlcNAcylation are diverse and include
regulation of transcription, replication, protein’s fate, trafficking, and signaling. More and
more evidences tend to show that deregulations in the homeostasis of O-GIcNAcylation
are involved in the etiology of metabolic diseases, cancers and neuropathologies.
O-GlcNAc transferase or OGT is the enzyme that transfers the N-acetylglucosamine
residue onto target proteins confined within the cytosolic and nuclear compartments.
A form of OGT was predicted for Toxoplasma and recently we were the first to show
evidence of O-GlcNAcylation in the apicomplexans Toxoplasma gondlii and Plasmodium
falciparum. Numerous studies have explored the O-GlcNAcome in a wide variety of
biological models but very few focus on protists. In the present work, we used enrichment
on sWGA-beads and immunopurification to identify putative O-GIcNAcylated proteins
in Toxoplasma gondli. Many of the proteins found to be O-GlcNAcylated were originally
described in higher eukaryotes and participate in cell shape organization, response to
stress, protein synthesis and metabolism. In a more original way, our proteomic analyses,
confirmed by sWGA-enrichment and click-chemistry, revealed that rhoptries, proteins
necessary for invasion, are glycosylated. Together, these data show that regardless of
proteins strictly specific to organisms, O-GlcNAcylated proteins are rather similar among
living beings.

Keywords: T. gondii, 0-GlcNAcome, O-GIcNAcylation, proteomics, toxoplasmosis, rhoptries
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