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1 Einleitung

1.1 Malaria

111 Verbreitung und Bedeutung der Malaria

Malaria zahlt zu den bedeutsamsten parasitéaren Infektionskrankheiten der Welt mit
besonderer Verbreitung in den Subtropen und Tropen. In Gber 100 Landern Asiens, Afrikas
und Sidamerikas tritt Malaria endemisch auf, etwa 40% der Weltbevdlkerung ist
infektionsgefahrdet [33]. Abb. 1.1 zeigt die in den letzten 10 Jahren relativ stabil gebliebene
Verbreitung der Malaria. Mehr als eine Millionen Menschen sterben jahrlich an Malaria, etwa
350 bis 500 Million erkranken klinisch [206]. Die Todesfalle sind zu 90% in Afrika stdlich der
Sahara zu finden, besonders hoch ist die Mortalitat bei Kindern unter 5 Jahren.

Malaria risk areas, 2006

NSMIsSion occurs

) 1 An ted risk of malaria transmission O

This map is a | aid only, itis not. i information about
Source: WHO, 2006

Abb. 1.1 : Geographische Verbreitung der Malaria

Abgesehen von der Gefahr fur die Gesundheit der Menschen in den betroffenen Gebieten

spielt die Malaria eine wichtige Rolle im wirtschaftlichen, politischen und sozialen Leben. Auf
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wirtschaftlicher Ebene fallt auf, dass sich die endemischen Malariagebiete mit den armsten
Regionen der Welt decken. Malaria behindert die Entwicklung dieser Lander auf
unterschiedlichste Weise: Direkt durch eine Veranderung der Arbeitsproduktivitdt und
Kindersterblichkeit, aber auch indirekt durch Beeinflussung von Entscheidungen, z.B.
bezogen auf Familienplanung mit Wirkung auf Bevdlkerungswachstum, Sparquote und
Investitionen [167]. Viele afrikanische Familien geben ein Viertel ihres jahrlichen
Einkommens fur die Behandlung der Malaria aus [65, 206]. Diese wirtschaftlichen Probleme
sind messbar; so betragt in grol3en Teilen Afrikas der durch Malaria verursachte Verlust auf
nationalem Niveau mehr als ein Prozent des Bruttoinlandproduktes [206].

In weiten Teilen der Welt hat in den letzten Jahren eine Zunahme an Malariaerkrankungen
stattgefunden [190] trotz globaler Bekampfungsprogramme wie die WHO-geflhrte ,Roll Back
Malaria“-Initiative. Es kann sogar (laut Schatzungen) zu einer Verdopplung der
Erkrankungen in den nachsten 20 Jahren kommen [167], falls keine effektiven
GegenmalRnahmen eingeleitet werden.

Die zunehmende Vernetzung der tropischen Lander mit den Industrielandern fihrt dazu,
dass sich die Malaria zu der wichtigsten importierten Tropenkrankheit in Europa entwickelt
hat. Nach Angaben der WHO hat sich die Zahl der importierten Malariafalle seit den 70er
Jahren verzehnfacht. In drei Viertel der Falle handelt es sich um die lebensbedrohliche

Malaria tropica.

1.1.2 Erreger und Vektoren der Malaria

Erreger der Malaria sind einzellige Parasiten der Gattung Plasmodium (Stamm Apicomplexa,
Klasse Haematozoea, Ordnung Coccidida, Unterordnung Haemosporididae, Familie
Plasmodiidae, Gattung Plasmodium [114]). Diese Gattung umfasst Uber 120 Arten, die
Saugetiere, Vogel und Reptilien parasitieren.

Als Mitglieder des Stammes der Apikomplexa sind sie mit einer Vielzahl an parasitischen
Protozoen verwandt; Eimerien, Babesien und Toxoplasma gondii, der Erreger der
Toxoplasmose.

Fur den Menschen haben vier, 2-7 um grof3e, Plasmodium-Arten Bedeutung. Plasmodium
falciparum ist der Verursacher der gefahrlichsten humanen Malaria-Form, der Malaria
tropica. P. vivax und P. ovale rufen die Malaria tertiana hervor mit charakteristischen
Fieberschiiben alle 48 Stunden. Fir die Malaria quartana mit einem Fieberrhythmus von 72

Stunden ist P. malariae verantwortlich.



Einleitung

Abb. 1.2 zeigt einen P. falciparum-Befall menschlicher Erythrozyten.
P. falciparum kommt weltweit in den meisten Verbreitungsgebieten
der Malaria vor und ist der haufigste Erregertyp in Afrika stdlich der

Sahara, in Sudostasien und im pazifischen Raum.

Abb. 1.2: P. falciparum in
humanen Erythrozyten.

P. vivax Uberwiegt in Nordafrika, im vorderen Orient, in Pakistan, Indien, Nepal, Sri Lanka
und in Mittelamerika. Jedoch nimmt die Haufigkeit von P. falciparum auch in diesen Gebieten
zu. Die anderen humanen Malaria-Erreger sind seltener; P. ovale tritt vor allem in Westafrika
auf und P. malariae in West- und Ostafrika sowie in Teilen Indiens.

Erstmals beschrieben wurde der Erreger der Malaria 1880 von dem franzdsischen Militararzt
Charles L.A. Laveran wahrend seines Algerieneinsatzes.

Neben den humanpathogenen Erregern gibt es zahlreiche tierpathogene Plasmodium-Arten,
wie z.B. Plasmodium berghei, Plasmodium yoelii und Plasmodium chabaudi, die bei
Nagetieren Malaria hervorrufen. Bei Plasmodium gallinaceum und Plasmodium relictum
handelt es sich um Erreger der Vogelmalaria. Es existieren mehr als 26 Plasmodium-
Spezies, die in Primaten parasitieren, darunter P. simium, P. cynomolgi und P. knowlesi

welche in der Lage sind, auch beim Menschen zu einer Erkrankung zu fuhren.

Als ubertragende Vektoren dienen den Plasmodien uber 60 Mickenarten der Gattung
Anopheles (Stamm Arthropoda, Unterstamm Tracheata, Klasse Insecta, Unterklasse
Pterygota, Ordnung Diptera, Unterordnung Nematocera, Familie Culicidae, Gattung
Anopheles; [185]). Ronald Ross beschrieb 1897 die Ubertragung von Plasmodium durch
Anopheles. Von den etwa 350 verschiedenen Anopheles-Arten sind nur ca. 45 in der Lage,
die Malaria des Menschen zu (bertragen, deren effektivste Malaria-Ubertrager im tropischen
Afrika vorkommen. Die Verschiedenheit der Anopheles-Spezies hat Auswirkung auf die
Verbreitung der Malaria, da aggressivere Micken zu einer starkeren Ausbreitung der
Krankheit fihren [83]. Das Vorkommen dieser Muicken ist nicht auf tropische und
subtropische Regionen beschrankt, die weltweite Verbreitung reicht bis in arktische Gebiete.
Die Abhangigkeit von der Temperatur bei der Malaria-Ubertragung begrenzt sich auf die
Geschwindigkeit der Vektorenentwicklung und Reifung der Parasiten in den Micken [161].

Eine erfolgreiche Ausbreitung ist auch bei Temperaturen unter 16°C maoglich; dies zeigte sich
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durch belegte Malaria-Félle zur Zeit der kleinen Eiszeit im englischen Raum [163]. Die
epidemiologisch wichtigen Ausbreitungsregionen von Anopheles-Miicken decken sich im
Wesentlichen mit der Verbreitung der Malaria. Anopheles-frei bedeutet in jedem Fall Malaria-
frei, umgekehrt ist dies jedoch nicht der Fall. Kehren diese Micken in potentielle
Malariagebiete zuriick, kann dies die Erkrankung wieder aufleben lassen. Indien und Sri
Lanka sind typische Beispiele. Diese Lander waren durch vortibergehend erfolgreiche
Anopheles-Bekdmpfung fur einige Jahre Malaria-frei.

Anopheline Mucken durchlaufen wahrend ihres Lebenszyklus vier Stadien, namentlich Ei-,
Larven-, Puppen- und Adultstadium. Nur die weibliche Anopheles saugt Blut; damit ist sie
wie die meisten anderen Moskitoweibchen eine Stechmiicke im eigentlichen Sinne. Die
mannlichen Micken erndhren sich von Nektar und anderen Flussigkeiten. Die Blutmahlzeit
der Weibchen ist unerlasslich fur die Entwicklung ihrer Eier. Ein Saugakt genigt fur die
Produktion von ca. 100 Eiern, die nach 2-3 Tagen abgelegt werden. Bei einer
durchschnittlichen Lebensdauer von mehreren Wochen kann jede Micke 1000 und sogar
mehr Eier produzieren. Die Eiablage aller Moskitos erfolgt in Wasser, in Sumpfen oder
sonstigen stehenden oder leicht flieBRenden Gewassern, in wasserhaltigen Behaltern und
Astléchern. Jede Spezies hat ihre eigene Brutgewohnheit; Anopheles legt ihre Eier am
liebsten in Dauergewasser mit viel Sonne. Die Eier werden einzeln auf die Wasseroberflache
gelegt und entwickeln sich Uber das charakteristische Larvenstadium in 10-14 Tagen zur
flugfahigen Micke. Diese Entwicklungszeit vom Ei- bis zum Adultstadium wird vor allem
durch die umgebende Temperatur bedingt. Adulte Anopheles weisen einen sexuellen
Dimorphismus auf, die Weibchen sind deutlich gréRer als die Mannchen und besitzen
stechend-saugende Mundwerkzeuge im Vergleich zu den leckend-saugenden der
Mannchen. Weiterhin fallen bei den Mannchen gefederte Antennen auf. Obwohl zu
kilometerweiten Fligen fahig, halt sich die anthropophile Miicke bevorzugt in einem relativ
kleinen Bereich auf, zumeist in oder nahe menschlichen Behausungen. Wie bei den meisten
anderen Spezies stechen die Weibchen der Anopheles ausschlief3lich in der Dammerung
oder nachts und nehmen tagsiber beispielsweise an Zimmerwanden die typische

Ruhestellung ein.

Der Versuch, Malaria-Neuinfektionen durch gezielte Bekampfung der Anopheles-Micke als
Ubertrager zu verhindern, wird als Vektorkontrolle bezeichnet.
In den 50er und 60er Jahren des vergangenen Jahrhunderts schien die Bekampfung des

Vektors mit DDT als wirksamem und bezahlbarem Insektizid — zusammen mit Chloroquin als
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Behandlungsstrategie — eine Mdglichkeit, der Malaria Einhalt zu gebieten. Zweifel bezuglich
Okologischer Folgewirkungen und Nebenwirkungen wurden nicht weiter verfolgt. DDT wurde
als wichtiger Bestandteil der Programme zur Ausrottung der Malaria an Innenwanden von
Hausern und Wohnungen verspriiht. Anfang der 1970er Jahre wurde das Programm trotz
anfanglicher Erfolge eingestellt, unter anderem weil sich eine DDT-Resistenz bei den
Micken ausbildete und rasch verbreitete. Nach dem Anwendungsverbot von DDT
ermoglichten die dbrig gebliebenen Malaria-Gebiete, die Erkrankung erneut weiter zu
verbreiten. Heute gilt der Einsatz von DDT in Wohnraumen als vertretbar, da es dem
Menschen weniger Schaden zufligt als eine Malaria-Infektion. Eine weitere Strategie zur
Verhinderung und Kontrolle der Malaria ist, die Infektionskette zu unterbrechen, also den
Kontakt zwischen Mensch und Vektor zu verhindern. Dies geschieht durch Verwendung
Insektizid-behandelter Moskitonetze. Somit konnten zwar Infektionen nicht vollstéandig
verhindert werden, sie lieRen sich aber reduzieren [78, 141]. Die WHO beziffert den auf die
Verwendung Insektizid-behandelter Bettnetze  zurlickzufiihrenden Rickgang der
Kindersterblichkeit auf 20% und einen Riickgang an Malariaerkrankungen um 50% [206].

Die Verminderung der Zahl an Brutstatten fur die Micken, die gezielte Bekampfung der
Larvenstadien mit chemischen und biologischen Mitteln sowie die Aussetzung steriler oder
genetisch modifizierter Anopheles-Micken (Sterile Insect Technology) sind weitere

Strategien zur Kontrolle von Malaria-Infektionen.

1.1.3 Lebenszyklus von Plasmodium

Der Lebenszyklus der Plasmodien verlauft als sexueller Zyklus (Gamogonie) in dem Endwirt,
der Ubertragermiicke Anopheles, und als asexueller Zyklus (Schizogonie) im Zwischenwirt
Mensch. Abb. 1.3 zeigt die verschiedenen Phasen des komplexen Lebenszyklus von

Plasmodium.
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(H)
(©)
(F)

Gametocytes

Abb. 1.3: Lebenszyklus von Plasmodium
Erklarung der einzelnen Abschnitte im Text. Abb. von Dyann Wirth [164].

Durch den Stich einer infizierten Micke gelangen die infektiosen Stadien, die
Speicheldrisen-Sporozoiten, in den menschlichen Blutkreislauf (Abb. 1.3 A). Mit dem
Blutstrom gelangen die Sporozoiten zur Leber und invadieren die Hepatozyten Uber das
Endothel [62] (Abb. 1.3 B). In der entstehenden parasitophoren Vakuole innerhalb der
Hepatozyten findet die erste ungeschlechtliche Teilung (Uber ein Trophozoitenstadium) der
Parasiten durch exoerythrozytare Schizogonie statt, an dessen Ende Leberschizonten
gebildet werden. Die Dauer dieser Phase des Lebenszyklus variiert und reicht von 47-52
Stunden bei P. berghei bis zu 6-15 Tagen bei humanpathogenen Plasmodien-Arten. Bei P.
vivax und P. ovale reift nur ein Teil der Leberstadien zu Merozoiten enthaltenden Schizonten,
ein weiterer Teil verbleibt als Hypnozoiten ungeteilt im Lebergewebe. Durch noch
weitestgehend unbekannte Stimulation reifen diese Ruhestadien zu merozoitenhaltigen
Schizonten und verursachen die fir Malaria tertiana charakteristischen Rickfélle.

Die reifen Leberschizonten enthalten Tausende von Merozoiten; diese gelangen bei ihrer
Freisetzung (Abb. 1.3 C) in die periphere Blutbahn und befallen dort die Erythrozyten (Abb.
1.3 D). In den roten Blutkérperchen entwickeln sich die haploiden Merozoiten innerhalb einer
parasitophoren Vakuole [112] Uber das Ring- und Trophozoiten-Stadium zu reifen
Schizonten (erythrozytare Schizogonie). Das Wachstum der Schizonten fuhrt zur Ruptur der
Erythrozyten mit Freisetzung von 8-12 (bei P. falciparum bis zu 32) Merozoiten, die

wiederum neue rote Blutkdérperchen befallen. Das Hamoglobin der Erythrozyten dient den
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Plasmodien als Quelle fir Aminosauren, wobei sie das dabei anfallende Nebenprodukt H&m
nicht verwerten konnen. Freiliegend ist dieses Ham toxisch fur die Parasiten; aus diesem
Grund wird es zu unloslichem Hamozoin (Malaria-Pigment) polymerisiert und in der
Nahrungsvakuole der Parasiten akkumuliert [71]. Die Dauer der erythrozytaren Schizogonie
variiert bei den unterschiedlichen Plasmodien-Spezies und dauert bei P. berghei 22-24 und
bei P. falciparum ungefahr 48 Stunden. AuRerdem ist die Entwicklung der Blutstadien bei P.
berghei relativ asynchron, so dass alle Stadien zeitgleich im Blut zu finden sind.

In jedem Blutstadien-Zyklus entwickelt sich eine geringe Zahl an Merozoiten zu den
sexuellen Geschlechtsformen, den Gametozyten (Abb. 1.3 E). Die Makrogametozyten
(weiblich) und Mikrogametozyten (ménnlich) sind Vorstufen der weiblichen und ménnlichen
Gameten.

Es konnte gezeigt werden, dass sich bei jedem Blutstadien-Zyklus 5-25% der Parasiten bei
P. berghei zu sexuellen Stadien differenzieren [133], jedoch ist wenig Uber den
molekularen Mechanismus, den sogenannten Schalter zwischen ungeschlechtlicher
Vermehrung und sexueller Differenzierung, bekannt [50]. Dieser relativ fixe Prozentsatz an
Zellen, welche sich in sexuelle Stadien differenzieren, ist im Gegensatz zu P. falciparum zu
sehen, wo sich Perioden reiner asexueller Proliferation mit Phasen erhdhter Gametozyten-
Produktion abwechseln. Die Zeitdauer der Entwicklung eines Merozoiten in einen reifen
Gametozyt dauert 26-30 Stunden bei P. berghei [132, 133] und ist somit kurz, verglichen mit
den 8-11 Tagen, den derselbe Vorgang in P. falciparum bendtigt.

Die reifen Gametozyten werden bei der Blutmahlzeit einer weiblichen Anopheles-Miicke
aufgenommen und kénnen sich im Darm der Micke zu Gameten (Abb. 1.3 F) entwickeln
(Gametogenese). Der weibliche Gametozyt differenziert sich zur kugelférmigen
Makrogamete, wéahrend der mannliche Gametozyt durch den Prozess der Exflagellation 4-8
begeilielte Mikrogameten bildet. Die Exflagellation wird durch den Wirtswechsel und die
damit verbundenen Verdnderungen der Milieubedingungen induziert. Von Bedeutung fir die
Exflagellation scheinen der Temperaturabfall (von tUber 5°C), der pH-Anstieg (von 7,3 auf
7,8-8,0) und die Anwesenheit des Gametozyten-Aktivierungs-Faktors Xanthurensaure [21,
181] zu sein. Es handelt sich um einen schnellen Vorgang, der innerhalb von 10-20 Minuten
nach Aufnahme der Geschlechtsformen in den Darm der Anopheles abgeschlossen ist.
Befruchten die ménnlichen Gameten die weiblichen, so entwickeln sich die unbeweglichen,
diploiden Zygoten (Abb. 1.3 G), die sich zu beweglichen Ookineten (Abb. 1.3 H) weiter
differenzieren. Die Entwicklung der Zygote bis zum Ookineten ist in 18-24 Stunden

abgeschlossen. Nach Durchdringen der Mitteldarm-Epithelzellen und Festsetzung im
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extrazellularen Raum zwischen Epithelium und Basallamina differenzieren sich die
Ookineten zu Oozysten (Abb. 1.3 1). Reife, massenhaft Sporozoiten-enthaltende, Oozysten
bilden sich durch asexuelle mitotische Teilung. Nach Freisetzung der Mitteldarm-Sporozoiten
in das Hamozoel der Micke gelangen diese zur Speicheldriise (Abb. 1.3 J), in deren
extrazellularem sekretorischem Raum sie mehrere Wochen persistieren kdnnen (Abb. 1.3 K).
Mit dem Speichel kénnen sie beim nachsten Stich der Anopheles-Micke in das menschliche

Blut gelangen.

1.14 Malaria-Modellsysteme

Es gibt viele Spezies von Malariaparasiten, die Saugetiere befallen, und vier beschriebene
Arten, die in Westafrika mausartige Nagetiere infizieren. Diese Nagetier-Parasiten haben
keine direkte praktische Bedeutung fir Menschen oder domestizierte Tiere. Wohl aber
dienen Nagetier-pathogene Plasmodium-Arten als geeignete Modelle flr experimentelle
Studien zur Saugetier-Malaria.

Diese Plasmodium-Spezies erwiesen sich in den essentiellen Aspekten von Morphologie,
der Physiologie und des Lebenszyklus als analog zu den menschen- und
primatenpathogenen Malaria-Erregern [35].

Die Einfuhrung der in vitro-Kultivierung von Blutstadien des wichtigsten humanen Malaria-
Erregers P. falciparum 1976 [192, 193] verbesserte entscheidend die Zuganglichkeit der
humanen Parasiten fur Studien der Malaria-Biologie. Diese Entwicklung war Ausgangspunkt
vieler bedeutender, wissenschaftlicher Erkenntnisse mit direkter Relevanz fiir die Malaria
beim Menschen, wie z.B. die Aufklarung molekularer Grundlagen der Resistenzentwicklung
gegen Antimalariamittel, antigenetischen Variation und Sequestrierung und Mechanismen
der Erythrozyten-Invasion und Proteintransport.

Ungeachtet der Vorteile, die die Untersuchungen humanpathogener Plasmodium-Spezies
bieten, sind Nagetier-Plasmodien anerkannt als wertvolle Modell-Parasiten fir die
Erforschung entwicklungsbiologischer Aspekte von Malariaparasiten wie Parasiten-Wirt-
Beziehungen, aber auch fur Impfstoff- und Medikamentenentwicklung. Vor allem die
Pathologie und Biologie von Plasmodien lassen sich mit in vivo-Experimenten besser
untersuchen.

Als Nachteil der Verwendung von Nagetier-Malariaspezies als Modell fur die Erforschung der
humanen Erkrankung wird haufig angefuhrt, dass sich das menschliche Immunsystem von
dem der Nager unterscheidet. Auch die Pharmakokinetik von Arzneimitteln verhalte sich

unterschiedlich bei Menschen und Mausen. Auf der anderen Seite besitzen alle Saugetier-
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Plasmodien vergleichbare Lebenszyklen, sind sensitiv gegen die gleichen Arzneimittel und
ihre Diversitat ist analog zu der der vier humanen Plasmodium-Spezies. Weitere Vorteile der
Nagetier-Plasmodien sind die routinemaRige und ungefahrliche Kultivierung des kompletten
Lebenszyklus im Labor, die Mdglichkeit, in vivo-Untersuchungen von Parasiten-Wirt-
Beziehungen und Arzneimittel-Tests durchzufiihren und alle drei beteiligten Organismen

(Mtcke, Nager, Parasiten) genetisch zu modifizieren.

Dennoch sind Nagetier-Parasiten und ihre Wirte divergent von humanen Plasmodien und
deren Wirt, weshalb Ergebnisse von Nagetier-Malariamodellen sorgféltigen Vergleichen und
Bewertungen unterzogen werden mussen, um ihre Relevanz fur die menschliche Erkrankung
einschéatzen zu kdnnen.

Haufig wird der Modellorganismus P. berghei in der Forschung eingesetzt, der 1948 von
Vincke und Lips entdeckt wurde. Der naturliche Wirt dieser Art ist die Nordliche Busch-
Klettermaus Grammomys surdaster sowie Praomys jacksoni und Leggada bella, die in
Zentralafrika vorkommen. Als naturlicher Vektor dient Anopheles dureni millecampsi, im
Labor wird jedoch Anopheles stephensi verwendet. Neben P. berghei gibt es als weitere

Erreger der Nagetier-Malaria P. yoelii, P. chabaudi und P. vinckei.

1.15 Klinik und Pathologie der Malaria

Der asexuelle, in den Erythrozyten des Menschen ablaufende Zyklus der Plasmodien
verursacht alle mit Malaria assoziierten Kklinischen Symptome und schweren
Krankheitsverlaufe. Die Sporozoiten-, Leber- und Gametozytenstadien sind asymptomatisch.
Die Inkubationszeit der Malaria betragt je nach Spezies zwischen 7 und 30 Tagen. Die akute
Krankheitsphase zeichnet sich durch Fieber, Schittelfrost, Kopfschmerzen, Erbrechen,
Muskelschmerzen, Abgeschlagenheit, SchweiRausbriiche und Schwindel aus. Besonders
das periodisch auftretende, oft hohe Fieber ist bei allen Malariaformen als Hauptsymptom
schon seit alters her beschrieben worden (,Wechselfieber). Diese Fieberanfélle treten in
Schiben auf, die einem speziesspezifischen Rhythmus folgen und auf der synchronen
Vermehrung der Parasiten, einhergehend mit einem synchronen Zugrundegehen der
Erythrozyten, basieren. Bei der Malaria tertiana (Zyklusdauer P. vivax und P. ovale 48
Stunden) stellt sich eine Dreitages-Rhythmik ein, wobei zwischen zwei Fiebertagen ein
fieberfreier Tag liegt, wahrend die Malaria quartana einen Viertages-Rhythmus besitzt, der
sich mit der Zyklusdauer von 72 Stunden bei P. malariae begriindet. Die P. falciparum-

assoziierten Fieberschiibe sind aufgrund der asynchronen Vermehrung der Parasiten nicht
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regelmaflig (Malaria tropica) [114]. Bei Mischinfektionen treten ebenfalls unregelmé&Rige
Fieberverlaufe auf.

Die Pathogenese des Fiebers beruht darauf, dass die mit Plasmodium infizierten
Erythrozyten bei der Freisetzung der Merozoiten auch Toxine (z. B. Phospholipidglykane,
Glycosylphosphatidylinositol (GPI) und akkumuliertes H&amozoin) und Fremdproteine
entlassen. Dadurch kommt es zu einer Ausschittung von Zytokinen, darunter TNF-a, INF-y
und Interleukin 1 (IL-1) aus Makrophagen [107, 123], die hauptsachlich fur den Fieberanstieg
verantwortlich sind.

Typische Komplikationen bzw. schwere Krankheitsverlaufe der P. falciparum-Malaria sind
Bewusstseinsstorungen, die bis zum Koma reichen kbénnen (zerebrale Malaria), Anamien
und Hamoglobinurie. Die Lyse der Erythrozyten im Plasmodium-Lebenszyklus, ein Abbau
infizierter Blutkorperchen in der Milz und eine Herabsetzung der Erythropoese im
Knochenmark durch Zytokinfreisetzung (besonders TNF-a) sind die Grinde fur die Anamie.
Eine P. falciparum-Infektion kann einige Tage nach Beginn der Blutschizogonie ohne

rechtzeitige Therapie bei 15-20% der nichtimmunen Erkrankten zum Tode fuihren [102].

Das Grundphdnomen der P. falciparum Malaria-Pathologie ist eine hamostasiologische
Erscheinung; die infizierten Erythrozyten kénnen an das Endothel kleiner Gefal3e binden. Die
Parasiten produzieren im Tropozoitenstadium Proteine, wie zum Beispiel PfEMP1
(Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1), welches die Adhasion bewirkt [12,
182, 186]; dies geschieht durch Interaktion von PfEMP1 mit Rezeptoren der BlutgefaR-
Endothelzellen - wie z.B. CD36, Chondroitin-4-Sulfat (CSA) und ICAM-1 - in
unterschiedlichen Organen [43, 130]. Diese Sequestrierung kann in Blutgefal3en von Gehirn,
Lunge, Herz, Leber, subkutanem Gewebe und Plazenta [130] erfolgen und verhindert die
Eliminierung infizierter Erythrozyten aus dem zirkulierenden Blut durch die Milz. Weiterhin
kénnen infizierte Erythrozyten an nichtinfizierte Blutkérperchen binden (rosetting) [201].
Zytoadhasion und Rosettenbildung fuhren zu gestorter Mikrozirkulation durch Verlegung von
Kapillaren, damit zu lokalem Sauerstoff- und Nahrstoffmangel und nachfolgender
Zellschadigung.

Das Ausmall der Sequestrierung in den einzelnen Organen wird durch unterschiedliche
klinische Symptome reflektiert, so erfolgt bei der zerebralen Malaria vorwiegend eine
Sequestrierung im Gehirn [20], bei maternaler Malaria hingegen besonders in der Plazenta

bei der ersten durch Malaria komplizierten Schwangerschatft [6].
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Die anderen Plasmodium-Arten sind nicht in der Lage, am Endothel zu haften, somit erklart

sich die geringere Zahl an Durchblutungsstérungen und somit die geringere Geféhrlichkeit.

1.1.6 Medikamente und Resistenzen bei Malaria

Chinin war der erste effektive Wirkstoff gegen P. falciparum-Malaria und wurde seit dem 17.
Jahrhundert in der Therapie dieser Erkrankung genutzt. Es war das Antimalariamittel der
Wahl, bis in den 40er Jahren andere Mittel vermehrt eingesetzt wurden. Zwar wurden bereits
1910 Resistenzen gegen Chinin dokumentiert [143], die jedoch nicht hochgradig waren und
den Gebrauch nicht einschrankten. Von den 50er Jahren an wurden die 4-Aminochinoline
Chloroquin und in deutlich geringeren Ausmaf® Amodiaquin die weltweiten Behandlungs-
Wirkstoffe der Wahl fur jede Form der Malariaerkrankung. Pyrimethamin (entdeckt 1952)
wurde zur Behandlung, Chloroquin, Pyrimethamin und Proguanil wurden zur Prophylaxe
eingesetzt. Primaquin wurde zur Verhitung von P. vivax- und P. ovale-Ruckfallen
angewendet. Dies war der Hohepunkt der Malaria-Ausrottungs-Ara [153], und mit dem
gewaltigen Erfolg in Europa und vielen stadtischen Regionen der Tropen nahm das Interesse
an der Entwicklung neuer Antimalariamittel rasch ab.

Die Ausrottung der Malaria in den Tropen wurde jedoch verfehlt und in den 60er Jahren
tauchten Resistenzen gegen Antimalariamittel als Hauptbedrohung auf. Kurz nach der
Einsetzung des Chloroquins kam es nahezu zeitgleich zu Resistenzen in endemischen
Malaria-Regionen entlang der thaildndischen Grenze, in Kolumbien und Venezuela [205,
215]. Die resistenten Parasiten griffen zwischen 1960 und 1970 auf Sudamerika, Stdost-
Asien und Indien Uber und erreichten Ende der 70er Jahre Ostafrika. Heute sind nur einige
wenige Lander der Tropen davon frei, der Anteil resistenter Parasiten-Stimme liegt in den
betroffenen Landern oft bei 90%. Chloroquin-Resistenzen bei P. vivax wurden Ende der 80er
Jahre ebenfalls entdeckt.

Uber Resistenzen gegen Pyrimethamin, das im Kombinationspraparat
Sulfadoxin/Pyrimethamin enthalten ist, wurden seit Ende der 70er Jahre berichtet.
Sudost-Asien, besonders Kambodscha und Thailand, hatten von jeher die meisten
Arzneimittel-resistenten Malaria-Parasiten und das Geschehen dort diente als Vorbote der
Resistenzentwicklung in anderen Teilen der Welt. 1984 ersetzte Mefloquin als Behandlungs-
Wirkstoff der Wahl gegen P. falciparum-Malaria in Thailand das Chinin. Es war das erste
Land, welches Mefloquin weitverbreitet einsetzte. Der Einsatz in Kombination mit Sulfadoxin
und Pyrimethamin sollte die Entwicklung von Resistenzen verzdgern. Trotzdem wurden

bereits seit 1988 Resistenzen in Thailand [59, 147] und im angrenzenden Kambodscha,
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Westburma und spater Vietnam berichtet. 1994 erreichte die Mefloquin-Resistenz
Hochststande und an der Westgrenze von Thailand wurde die Kombination von Artesunat
mit hohen Dosen Mefloquin eingefiihrt. Trotz der hohen P. falciparum-Resistenz gegen
Mefloquin erwies sich diese Kombination als sehr effektiv. In den nachfolgenden sieben
Jahren lag die Heilungsrate bei tUber 95% und die Inzidenz von P. falciparum-Malaria ging
deutlich zurick. Diese Erfolge und der dramatische Rickgang der Malaria-assoziierten
Mortalitdt zusammen mit der Artemisinin-Entwicklung in Vietnam fuhrten zur globalen
Initiative, Antimalaria-Kombinationen auf der Basis von Artemisinin-Derivaten, einzusetzen.

Diese Kombinationen haben sich als sicher und effektiv bewéhrt; heute gilt es als allgemein
anerkannt, dass solche Kombinationen die existierenden Monotherapien in der Behandlung
der Malaria ersetzen sollen, um nachhaltige Effektivitat zu sichern und aufkommenden
Resistenzen vorzubeugen. Dies ist ein zentraler Punkt bei der ,Roll Back Malaria“-Initiative.
Artemisinin-basierte Kombinationstherapien (Artemisinin-based combination therapies,
ACTs) sind als akzeptierte, momentan beste Behandlung unkomplizierter P. falciparum-
Malaria in den WHO Richtlinien enthalten [207]. Seit Ende 2004 empfehlen 42 Lander ACTs
als Therapeutika der ersten Wahl [206]. Aber auch gegen diese zurzeit effektivsten
Antimalariamittel wurde bereits Resistenzentwicklung beobachtet. Genetisch stabile und
Ubertragbare Artemisinin- und Artesunat-resistente Parasiten lief3en sich im Labor erzeugen
[1]; in vitro-Resistenz von P. falciparum-Feldisolaten gegen Artemether konnte ebenfalls

nachgewiesen werden [88].

Die hier umrissene Problematik der Behandlung von Malariaerkrankungen wird durch die
fehlende Mdglichkeit einer vollstandig schiitzenden Immunisierung verschlimmert. Anséatze
zur Herstellung einer Malaria-Impfung basieren entweder auf einer Immunisierung mit
stadienspezifischen Antigenen oder auf der Verwendung attenuierter Parasiten. Fir das erst
genannte befinden sich einige Substanzen in klinischen Studien in endemischen Regionen.
Darunter ist RTS,S, ein Impfstoff, der auf einem pra-erythozytaren Antigen basiert und in der
Lage ist, bei Kindern einen partiellen Schutz vor P. falciparum-Infektion zu erreichen [4, 5].
Im Hinblick auf attenuierte Parasiten ermdglichen genetisch modifizierte Plasmodien im
Mausmodell [135] neue Ansatzpunkte fur die Entwicklung eines Impfstoffs gegen Malaria
[203].
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1.1.7 Rationale Medikamentenentwicklung gegen Malaria

Die meisten der heute gebrauchlichen Antimalariamittel sind Abkémmlinge traditioneller
Heilmittel. Die Wirkgruppe der Chinoline (z.B. Chloroquin) hat ihren Ursprung in Chinin, einer
Substanz der aus Sudamerika stammenden Chinona-Rinde. Artemisinin entstammt der
chinesischen BeifuRart Qinghaosu (Artemisia annua). Extrakte dieser Pflanzen wurden in der
medizinischen Praxis in China seit Uber zwei Jahrtausenden eingesetzt. Diese traditionellen
Ansétze basierten auf sorgfaltigen arztlichen und tierérztlichen Beobachtungen. Bis heute
werden natlrlich vorkommende Wirkstoffe gegen Malaria gefunden, wie beispielsweise das

Gewtirz Curcumin [162].
Heute zieht man allerdings die rationale Medikamentenentwicklung vor, die ein gezielteres

Vorgehen zur Bekdmpfung spezifischer Erkrankungen ermdglicht. Der allgemeine Ablauf

dieses Prozesses ist in Abb. 1.4 schematisch dargestellt.
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Abb. 1.4: Ubersicht der einzelnen Stufen der rationalen Entwicklung von Medikamenten
Erklarungen im Text, Quelle der Abbildung: http://www.biosolveit.de/science.

Am Beginn der Entwicklung neuer Medikamente steht die Identifizierung der Strukturen,
welche als drug target dienen sollen (target identification). Hierbei kann es sich um
bestimmte Proteine, wie z.B. Enzyme bestimmter Stoffwechselwege, handeln. Sobald ein
Protein als moglicher Angriffspunkt von Wirkstoffen identifiziert ist, werden zusatzliche

Informationen zur Verifizierung dieses targets bendétigt. Es sollte wahrend der relevanten
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Lebensstadien der Parasiten exprimiert sein und seine Aktivitdt in diesen Stadien muss
essentiell fur das Uberleben oder die Replikation der Parasiten sein [214]. Dieser Schritt der
Bestétigung eines viel versprechenden drug targets ist einer der wichtigsten Schritte bei der
rationalen Medikamentenentwicklung, da er erlaubt, sich auf fir den Parasiten essentielle
Molekiile zu beschranken; somit lassen sich die nachfolgenden, sehr kosten- und
zeitintensiven Prozesse auf viel versprechende targets fokussieren. Diese Tragetvalidierung
kann z.B. mit den Techniken reverser Genetik unter Anwendung stabiler Gen-Inaktivierung
(knock out) erfolgen.

Solche identifizierten und bestétigten Molekile werden nachfolgend auf molekularer Ebene
charakterisiert. Aus der chemischen und raumlichen Struktur beteiligter Molekule lasst sich
erkennen, wie eine wirksame Substanz aussehen kénnte. Durch Synthese neuartiger
Verbindungen oder Testung bereits erhdltlicher Verbindungen koénnen sogenannte Leit-
Verbindungen (lead structures) an den definierten Angriffspunkten getestet werden.
Optimierung dieser Verbindungen kann zu Wirkstoffen fiihren, welche in tierexperimentellen
und schlieBlich klinischen Studien ihre Wirksamkeit bei Patienten beweisen missen. Am
Ende dieses langwierigen und Kkostspieligen Prozesses steht ein neuentwickeltes
Medikament. Nur eine von 10.000 gepriften Substanzen erreicht am Ende den Patienten,
bis zu diesem Punkt vergehen 10-15 Jahre; im Durchschnitt kostet ein auf den Markt
gebrachtes Medikament Millionen bis Milliarden Dollar (aus einem Vortrag von Dr. Humer,
Firma Hoffman-La Roche AG, 2006).

Besonders gut eignen sich Molekile als drug targets, die spezifisch im Parasiten
vorkommen; allerdings kénnen auch Angriffspunkte mit Wirtszell-Homologie als Zielmolekile
dienen, sofern sie spezifische Unterschiede bei Wirt und Parasit aufweisen [72, 80]. Solche
Vertreter sind im Fall von Plasmodium Parasiten fir zahlreiche Stoffwechselwege
beschrieben [17].

Selbst bei vergleichbarer Wirkung eines Inhibitors auf Plasmodien- und Wirtsenzyme ist eine
Nutzung nicht ausgeschlossen: Eine Verbindung kann zusatzlich parasitenspezifisch wirken
durch unterschiedliche Aufnahme in humane oder Parasiten-Zellen, durch spezifische
intrazellulare Bindung oder durch verschieden schnellen Ersatz der gehemmten Enzyme, so
dass nur das parasitdre System einen Versorgungsengpass erfahrt [72].

Viel versprechende drug targets in der Entwicklung neuer Antimalaria-Wirkstoffe sind neben
Enzymen des Energiemetabolismus, der Synthese von Cofaktoren und prosthetische

Gruppen, der Proteinmodifikation, der GPI-Biosynthese, des Lipidmetabolismus, der
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Replikation und Transkription sowie des Hamoglobin-Abbaus auch die Enzyme der

parasitenspezifischen antioxidativen Abwehr (Ubersichtsartikel: [31, 160, 214]).

1.2 Redoxstoffwechsel und antioxidative Abwehrsysteme bei Plasmodium

Den Redoxstoffwechsel als potentielles target in der Entwicklung neuer Arzneimittel
einzusetzen, ist nicht nur bei Plasmodien ein viel versprechender Ansatz. Redox-assoziierte
Stoffwechselwege stellen potentielle Ansatzpunkte sowohl bei der Krebstherapie als auch
bei der Bekampfung von Infektionskrankheiten dar. Unter diesem Aspekt untersuchte
Parasiten umfassen, zusatzlich zu Plasmodium, Toxoplasma gondii [47] (Gruppe der
Apikomplexa) sowie die zur Ordnung der Kinetoplastida zéhlenden Leishmanien und
Trypanosomen [100, 138, 158], auch parasitische Wirmer wie Cestoden, Schistosomen,
Ascaris suum, Trichinella spiralis und Dirofilaria immitis [158, 168, 177].

Allgemein sind Redoxreaktionen chemische Reaktionen, wobei einer der Reaktionspartner
(Elektronendonor) Elektronen auf den anderen Ubertragt (Elektronenakzeptor). In
biochemischen Systemen werden diese Reaktionen haufig enzymatisch von

Oxidoreduktasen katalysiert, die in vielen Bereichen des Metabolismus involviert sind.

1.2.1 Evolutionsbiologische Aspekte

Bei der Entstehung des Lebens vor 3,5-4 Milliarden Jahren herrschte eine reduzierende,
sulfidreiche und sauerstofffreie Atmosphare. Die Entwicklung der Photosynthese mit Wasser
als Elektronen- und Protonendonator vor ungefdhr 2,3 Milliarden Jahren fihrte zur
Freisetzung von Sauerstoff, wobei die Weltmeere bis vor 0,6 Milliarden Jahren weiterhin
sulfidreich und sauerstoffarm blieben, so dass dieser Zeitabschnitt der Eukaryonten-
Evolution unter reduzierenden Bedingungen stattgefunden hat [120]. Somit war geniigend
Zeit, fur Mechanismen und Strategien, um Sauerstoff zur Energiegewinnung unter Erhaltung
des reduzierenden intrazellularen Milieus auch unter aeroben Bedingungen nutzbar zu
machen. Zahlreiche Mechanismen zur Konservierung des reduzierenden Zustandes
innerhalb der Zelle sind bekannt und umfassen neben nichtenzymatischen
niedermolekularen Antioxidantien auch Enzyme [85, 179].

Solche Abwehrsysteme werden bendtigt, da der positive Effekt der aeroben Lebensweise,
die zellulare Energiegewinnung, mit potentiell schadigenden Nebenwirkungen einhergeht.
Verschiedene, hochst instabile und reaktive Sauerstoff-assoziierte freie Radikale und andere

Sauerstoffverbindungen (Reaktive Sauerstoffspezies, ROS) entwickeln sich wahrend des
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Sauerstoff-Metabolismus und des Ablaufens oxidativer Prozesse in lebenden Zellen; diese
beinhalten neben Singulett-Sauerstoff die bei der Reduktion des Sauerstoffs zu Wasser
auftretenden Zwischenprodukte: Superoxidanionen-Radikale (0O,7), Wasserstoffperoxid
(H20,) und Hydroxyl-Radikale (OH’) (Abb. 1.5).

Singulett-
Sauerstoff

Oy
/ \ e+ 2 Ht s aith e e+ Ht
0, —— N

X N N L o

Superoxid- Wasserstofi- Hydroxyl-
anion- peroxid Radikal
Radikal

Abb. 1.5: Die aktivierten Formen des Sauerstoffs
Dargestellt sind die Formen, die nach Aufnahme eines Elektrons durch Anlagerung von Protonen entstehen.

Durch ROS verursachte Schaden innerhalb der Zelle kbnnen Enzyminaktivierung [183],
Veranderungen der Nukleinsduren [118] und Lipidmembranen durch Lipidperoxidation [169,
199] sein. Diese Schaden kdonnen in der Regel durch zelleigene Reparatursysteme behoben
werden. Ist das Flie3gleichgewicht der Entstehung und Entgiftung der ROS gestort, kommt
es zu einem vermehrten Auftreten von ROS-assoziierten Schaden, ein Zustand, der als
oxidativer Stress bezeichnet wird [178]. Dieser kann durch eine vermehrte Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies und/oder eine verminderte Detoxifizierung derselben entstehen [179].

Reaktive Sauerstoff- und auch Stickstoffspezies besitzen allerdings auch physiologische
Wirkungen als Mediatoren und in der Immunabwehr [108]. Stickstoffmonoxid (NO’) wird
durch eine eigene Synthase in vielen Zellen als auto- oder parakriner Mediator gebildet und
|6st Signaltransduktionsprozesse aus [27]. Bei Entziindungsprozessen oder durch Kontakt
von Phagozyten mit Pathogenen werden vermehrt ROS gebildet (respiratory burst), die einer

Bekampfung der Pathogene dienen.

1.2.2 Redoxstoffwechsel und Malaria

Die Enzyme des Plasmodium-Redoxstoffwechsels als drug targets fir die rationale
Entwicklung neuer Medikamente gegen Malaria zu verwenden, basiert auf der Uberlegung,

die parasitaren Abwehrmechanismen gegen den oxidativen Angriff durch das
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wirtsspezifische angeborene Immunsystem zu schwachen. Dies kann durch Entwicklung
spezifischer Enzym-Inhibitoren erreicht werden, welche die antioxidative Abwehr der
Parasiten lahmen [32, 101] wobei die optimale Effizienz bei Inhibitoren gegen zentrale, in der
Redox-Kaskade stromaufwérts fungierende Komponenten erwartet wird [87]. Dieser Ansatz
wird gestltzt durch die Beobachtung, dass eine limitierte Verfligbarkeit von
Reduktionsaquivalenten in Form von NADPH - vorkommend bei Glukose-6-phosphat-
dehydrogenase-Mangel des Menschen —, Schutz vor Malaria verleiht. Diese Beobachtung
weist daraufhin, dass Malaria-Parasiten in hohem MaRe empfindlich fir oxidativen Stress
sind.

Beim Glukose-6-phosphat-dehydrogenase-Mangel des Menschen (G6PD-Mangel) handelt
es sich um einen angeborenen Mangel des Enzyms durch Mutation des G6PD-Gens auf
dem X-Chromosom. Die normale Funktion dieses Enzyms liegt im Zuckerstoffwechsel
(Pentosephosphat-Zyklus oder Hexosemonophosphat-Weg) in der Umwandlung von
Glucose-6-phosphat zu D-glucono-1,5-lakton-6-phosphat unter Umsetzung von NADP™ zu
NADPH. Das so entstandene NADPH wird durch das Enzym Glutathionreduktase als
Cofaktor weiter verwendet, ein Enzym, welches fir die standige Bereitstellung des
wichtigsten intrazellularen Antioxidants, des Glutathions, sorgt. G6DP wird somit flr ein
Recycling von NADP* zu NADPH benétigt, wodurch Glutathion in seinen reduzierten,
antioxidativ wirksamen Zustand gebracht wird. Somit ist G6PD fur die Aufrechterhaltung der
antioxidativen Kapazitaten im Menschen, aber auch in Plasmodium mit verantwortlich, da die
Parasiten NADPH der Wirtszelle fur die eigene antioxidative Abwehr nutzen [52]. Im
Erythrozyten bietet der Pentosephosphat-Zyklus die einzige Quelle der NADPH-Bildung.

Bei G6PD-Mangel reichen die Auswirkungen beim Menschen von Beschwerdefreiheit bis zur
lebensbedrohlichen, hamolytischen Krise. Alle Varianten zusammenfassend, kommt diese
Erkrankung weltweit bei etwa 200 Millionen Menschen vor, vorwiegend in geographischen
Regionen, in denen Malaria endemisch ist oder war, so dass auf eine Coevolution beider
Erkrankungen geschlossen werden kann. Diese Verteilung stellt einen balancierten
Polymorphismus dar; dies bedeutet, dass die relative Resistenz betroffener Frauen
gegeniuber Malaria-Infektionen unter Gesichtspunkten der Evolution den Nachteil der
Empfindlichkeit der Manner aufwiegt (schwere Verlaufsformen fast ausschlief3lich bei Jungen
und Mannern). J.B.S. Haldane stellte zuerst die Hypothese auf, dass Malaria einen
Selektionsdruck darstellt, der das Uberleben bestimmter genetischer Modifikationen sichert,
die sonst fur den Menschen unvorteilhaft sind [79]. Dieses Konzept wurde von vielen Autoren
aufgegriffen und diskutiert [10, 18, 84].
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1.2.3 Herkunft reaktiver Sauerstoffspezies in Plasmodium-infizierten Erythrozyten

Plasmodien sind besonders anfallig fir oxidativen Stress wahrend der erythrozytdren Phase
des Lebenszyklus [18, 84, 138]. Dies ist vor allem darauf zuriickzufiihren, dass in
Erythrozyten ein pro-oxidatives Umfeld mit hohen Konzentrationen an Sauerstoff und Eisen
vorliegt. Die hohe Konzentration an freiem O, in Erythrozyten beruht nicht auf der
Anwesenheit von Hamoglobin, sondern der Abwesenheit von Mitochondrien.

Der oxidative Stress in Plasmodium-infizierten Erythrozyten entsteht vor allem durch den
Abbau von Hamoglobin durch die Parasiten [9]. Hamoglobin besteht aus vier Globin-
Untereinheiten, wobei jede ein eisenhaltiges (Fe?) Protoporphyrin, das Ham, als
prosthetische Gruppe tréagt. Wahrend ihrer intraerythrozytdren Lebensphase verdauen die
Plasmodien 60-80% des erythrozytaren Hamoglobins [18, 54, 60]. Der Hamoglobin-Abbau
reprasentiert eine essentielle Bezugsquelle von Aminosauren fir den Parasiten (durch
Hydrolyse des Globin-Anteils), er erzeugt gentigend Raum fur das Wachstum der Parasiten
und unterstitzt die osmotische Integritat der infizierten Zelle [110].

Der Hamoglobin-Abbau beginnt mit dem Import erythrozytdren Hamoglobin-enthaltenden
Zytosols in ein spezielles parasitdres Kompartiment, die Nahrungsvakuole. Dort herrscht ein
saures Milieu mit pH-Werten zwischen 5,0 und 5,4 [105]. Die dabei stattfindende
Ansauerung des Erythrozyten-Lysats fuhrt zu einer drastischen Erhéhung der spontanen
Umwandlung von Hamoglobin (Fe**) zu Methdmoglobin (Fe*") [9]. Die spontane Oxidation
von Hamoglobin zu Methdmoglobin geht mit der Erzeugung von Superoxid-Anionen einher
[131]; dies folgt der Gleichung:

Hamoglobin/Fe?*- Protoporphyrin IX + O, — Methamoglobin/Fe* - Protoporphyrin IX + O,".

Die meisten dieser Anionen kénnen spontan zu H,O; reagieren (2 O, — H,0, + O) [9]; eine
Reaktion, welche zusatzlich Enzym-katalysiert durch die Superoxid-Dismutase (SOD)
vorkommen kann (2 O,” + 2 H" — H,0, + O,). H,0O, reagiert nach der Fenton-Gleichung in
Anwesenheit katalytischer Mengen von nicht-proteingebundenem Fe?* (ebenfalls freigesetzt
durch angesauertes Hamoglobin) zum sehr reaktiven Hydroxyl-Radikal OH'. Die
Reaktionsgleichungen der Fenton-Reaktion in vivo unter Einbeziehung von Zellmembran-
oder Enzym-Schaden — diese zellularen Komponenten erleiden infolge des Fehlens von
DNA in humanen Erythrozyten die Hauptschadigungen — lauten:

Donor™ + Fe** — Donor®™ + Fe**

Fe** + H,0, — Fe* + OH + OH
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OH' + Zellmembran, Enzyme — H,O + Zellmembran-, Enzym-Schadigung.

Der Hamoglobin-Abbau beginnt bereits im frilhen Ringstadium und setzt sich bis zum
Schizontenstadium fort. Die héchste Aktivitat zeigt sich jedoch im Trophozoitenstadium (6-12
Stunden, bei P. falciparum) [213].

Das beim Hamoglobin-Abbau freiwerdende Ham lysiert die Parasiten [150] und kann nicht
weiter abgebaut werden [51], sondern wird durch Inkorporation in eine inerte, kristalline
Substanz, das sogenannte Hamozoin, detoxifiziert. Hamozoin besteht aus polymerisiertem
Ham in Form von B-Ham. Dies ist ein nicht kovalenter Komplex, in dem der Fe-Rest jeder
Ham-Untereinheit an die Carboxyl-Seitenkette des angrenzenden Ham-Molekils gebunden
ist [152]. Studien mit P. berghei legen den Schluss nahe, dass die Parasiten zusatzlich freies
Ham exportieren konnen, da der totale Ham-Gehalt (Hamoglobin, Hdmozoin und freies Ham)
in P. berghei-infizierten Erythrozyten nur die Halfte des Gehalts nichtinfizierter Erythrozyten
betragt [210].

Geringe Mengen an freien Eisen-lonen werden vom H&am in den sauren Vakuolen-Inhalt
abgegeben [64]; dieses freie Eisen wird von Plasmodium flr den eigenen Stoffwechsel
genutzt. Das Vorhandensein von freiem Eisen und Sauerstoff kann tUber die oben genannte
Fenton-Reaktion zur Entwicklung von OH-Radikalen fihren.

Eine gesteigerte ROS-Produktion in parasitierten Erythrozyten ist weiterhin auf andere
Stoffwechselwege zurlickzufthren: Das schnelle Wachstum und die hohe Proliferationsrate
der Plasmodien bedingen eine hohe Generierung von ROS als unvermeidbaren
Zwischenprodukten des Sauerstoff-Metabolismus (siehe Abb. 1.5 und dazugehdériger Text).
Selbst der Stoffwechsel der erythrozytaren Wirtszelle ist davon betroffen; so ist der
Glucoseverbrauch — und damit die Methylglyoxal-Produktion — in parasitierten im Vergleich
Zu nichtparasitierten roten Blutkérperchen bis zu 78fach erhoht [10]. Zudem gibt es die
Hypothese, dass durch das Immunsystem gebildete ROS die Malaria-Parasiten zusatzlich
schadigen kénnen [18, 74].

Die Einleitung konzentriert sich im weiteren Verlauf auf Stoffwechselwege bei Plasmodien,
die den zellularen NADPH-Stoffwechsel mit dem Thiolstoffwechsel verbinden und somit an
der Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) beteiligt sind. Das Wissen Uber das
enzymatische Netzwerk, welches in der antioxidativen Abwehr und Redox-Regulation
involviert ist, wurde in den letzten Jahren durch zahlreiche Untersuchungen erweitert [16, 18,

19, 139]. Die zentralen Stitzen dieses Netzwerks bilden das Thioredoxin- und das
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Glutathion-System (Abb. 1.6); diese Systeme werden nachfolgend detailliert beschrieben

und ihre Eignung als potentielle drug targets dargelegt.
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Abb. 1.6: Ubersicht redox-aktiver Stoffwechselwege in Plasmodium

Modifiziert nach [160]. Erklarungen und AbkUrzungen im Text; gelbe/orange Kreise zeigen enzymatische
Komponenten an, blaue Schriftziige sind nichtenzymatische Komponenten, wobei hellblau reduzierte Protein-
Form und dunkelblau oxidierte Form bedeuten. Die in dieser Arbeit untersuchten Proteine Thioredoxinreduktase
(TrxR), Glutathionreduktase (GR) und Plasmoredoxin (PIrx) sind vergréert hervorgehoben.

1.24 Das Thioredoxin-System

Dieses System ist eines der zwei zentralen Systeme des Redoxstoffwechsels [18, 76, 139,
158]. Es besteht aus dem Elektronendonator NADPH, dem Flavoprotein
Thioredoxinreduktase (TrxR) [76, 209], seinem Substrat Thioredoxin (Trx, 12 kDa) [159, 200]
sowie weiteren Redoxpartnern, die mit reduziertem Trx reagieren koénnen. Zu diesen
Partnern zéhlen die Ribonukleotidreduktase und verschiedene Peroxiredoxine (Prx) [58, 76,
158, 211]. Die TrxR zahlt zur Gruppe der FAD-abhéngigen Cystein-Oxidoreduktasen, die bei
Redox-Reaktionen den Elektrontransfer zwischen Pyridinnukleotiden (in diesem Fall von
NADPH) und Disulfidsubstraten (in diesem Fall Trx) katalysieren. Thioredoxin tragt in seinem
aktiven Zentrum die Sequenz C-X-X-C, die fur die Elektronenibertragung verantwortlich ist.
Die beiden Cystein-Gruppen kdnnen zwei verschiedene Redox-Zustande annehmen: beim

oxidierten Trx sind die Cystein-Reste zu einer Disulfidbriicke verknupft, reduziert liegen im
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Protein zwei Thiol-Gruppen (SH-) vor. Thioredoxin Ubertragt die Elektronen auf die
Ribonukleotidreduktase [81, 82] oder Thioredoxin-abhangige Peroxidasen [37, 94] und ist
somit sowohl in der DNA-Synthese als auch in die Detoxifizierung reaktiver
Sauerstoffspezies involviert. Weitere Funktionen des Trx-Systems sind die Regulation der
Genexpression durch Reduktion von Transkriptions-Faktoren und die Beteiligung an
Signaltransduktionsprozessen [76, 137, 158].

Die PfTrxR wurde im Detail charakterisiert, einschliel3lich der verschiedenen Schritte des
Elektronentransfers und der Funktionen der Aminosdurereste innerhalb des aktiven
Zentrums des Enzyms [122, 139, 209]. Die Tatsache, dass PfTrxR nicht Selen-abhangig ist
und sich im Motiv des C-terminalen aktiven Zentrums (CGGGKC) von der humanen TrxR
(Cys-Sec) unterscheidet, stellt eine entscheidende Voraussetzung fir die Nutzung dieses
Enzyms zur Entwicklung Plasmodium-spezifischer Inhibitoren dar [209].

Bei Plasmodien fehlen zwei zentrale antioxidative Enzyme: (i) Katalase, welche
typischerweise eine Disproportionierung von H,O, zu Wasser und Sauerstoff katalysiert, und
(ii) eine klassische Glutathionperoxidase (GPx) welche Hydroperoxide Glutathion-abhéangig
reduziert [16, 18, 100]. Das Fehlen dieser effizienten redox-aktiven Enzyme betont die
zentrale Bedeutung des Thioredoxin-Systems fir den Parasiten. In guter Ubereinstimmung
damit scheint die Thioredoxinreduktase eine essentielle Funktion fur die asexuelle

Entwicklung von P. falciparum Blutstadien in vitro auszutben [104].

Zur Hemmung der PfTrxR werden verschiedene Ansatze verfolgt; eine Strategie bietet die
Mechanismus-basierte Inaktivierung des Enzyms durch Mannich-Basen oder gekoppelte
Inhibitoren [22]. Eine andere Mdoglichkeit ist die ldentifizierung einer Reihe spezifischer
Inhibitoren auf der Basis von Hochdurchsatz-screening-Verfahren und anschlielende

Untersuchungen zu Struktur-Wirkungsbeziehungen [7].

1.25 Das Glutathion-System

Das zweite zentrale System des Redoxstoffwechsels ist das Glutathion-System. Es ist
analog zu dem Trx-System aufgebaut, allerdings mit dem Unterschied, dass das Tripeptid
Glutathion (GSH = y-Glutamylcysteinylglycin) Elektronen zwischen dem Flavoprotein
Glutathionreduktase (GR) und dem Kkleinen, redox-aktiven Protein Glutaredoxin (Grx)
Ubertragt. Grx Ubertragt wie Trx diese Elektronen auf die Ribonukleotidreduktase sowie
einige Peroxiredoxine (Prx) [58, 211]. GSH st weiterhin das Thiolsubstrat der

Glutathionperoxidasen (GPx) [58, 211] und liegt in der Zelle in Konzentrationen von 1-9 mM
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[16, 68] vor, wahrend die Konzentration des oxidierten Glutathiondisulfids (GSSG) deutlich
unter 0,1 mM liegt. Das Glutathion-System tragt somit entscheidend zur Aufrechterhaltung
des intrazellularen reduzierenden Milieus bei [16, 68]. Dartber hinaus dient GSH als
Substrat der Glutathion S-Transferase (GST) und ist dadurch direkt an der Entgiftung
elektrophiler Verbindungen beteiligt [16, 18, 139]. Weiterhin arbeiten auch Glyoxalasen GSH-
abhangig und entfernen so a-Ketoaldehyde. Eine weitere Funktion von GSH ist die Bildung
gemischter Proteindisulfide. Die Glutathionylierung erfolgt besonders an redox-aktiven
Proteinen, deren katalytische Zentren somit blockiert, aber vor einer irreversiblen Oxidation
z.B. durch ROS geschutzt werden [67].

Die meisten pro- und eukaryotischen Organismen besitzen eine GR, Ausnahmen bilden die
Dipteren Anopheles gambiae und Drosophila melanogaster, welche GSSG durch das
Thioredoxin-System reduzieren [13, 96]. Die nichtenzymatische Reaktion von Thioredoxin
und GSSG stellt eine wichtige Verknipfung des Glutathion- und des Thioredoxin-Systems
dar und konnte insbesondere fir P. falciparum-Stadien — wie z.B. Merozoiten —, welche
GSH, aber praktisch keine GR enthalten [98], von Bedeutung sein. In Leishmanien und
Trypanosomen wurden das Glutathion- und Thioredoxin-System durch das
Trypanothionsystem (Trypanothion = [N* N2-Bis(glutathionyl)spermidin]) ersetzt. An Stelle
von GR/GSH/Grx haben Leishmanien und Trypanosomen
Trypanothioreduktase/Trypanothion/Tryparedoxin [100, 138, 158] [100, 138].

Uber P. falciparum GR existieren zahlreiche biochemische und enzymkinetische Studien [19,
93, 101], die als Basis fir die Entwicklung von Inhibitoren dienen. Die Kristallstruktur der P.
falciparum GR wurde geldst und mit der Struktur des humanen Orthologs verglichen [171].
Obwohl sich die aktiven Zentren der beiden Enzyme nur geringfligig unterscheiden, konnten
spezifische Merkmale charakterisiert werden, die als Ausgangspunkt fir die Entwicklung
Plasmodium-spezifischer Hemmstoffe genutzt werden. Hierzu zahlen, dass sich die
Aminosauresequenz einer langen a-Helix sowie die Ladung und chemische Beschaffenheit
der Wande einer HOhle bisher unbekannter Funktion von dem humanen Enzym
unterscheiden. Beide Bereiche befinden sich an der Kontaktflache der zwei Untereinheiten
[171]. Diese strukturellen Unterschiede konnen fur die Bindung von Inhibitoren genutzt
werden [18, 101, 171].

Heiner Schirmer und Kollegen gehen auflerdem davon aus, dass eine gleichzeitige

Hemmung der PfGR und der humanen GR sinnvoll sein kdnnte. Die Argumente fir diese

Annahme  umfassen Kklinische und epidemiologische  Beobachtungen  sowie
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pharmakologische Studien, welche besagen, dass ein erniedrigter Spiegel an humaner GR-
Aktivitdt — dieser niedrige Enzym-Level ist gewothnlich begrenzt auf Erythrozyten — nicht
signifikant mit der Erythrozyten-Funktion interferiert, aber Schutz vor Malaria bietet [70, 195].
Ein weiteres Argument, ein Wirtszell-Enzym als drug target zu wahlen, ist die Vermeidung
der Entwicklung von Hemmestoffresistenzen [164, 208].

Einige Inhibitoren wurden bereits an der GR getestet; diese dienen als Leitverbindungen fir
die rationale Entwicklung von Antimalariamitteln. Sie umfassen Dimerisierungs-Inhibitoren
[146], Methylenblau [57] (siehe Kapitel 1.3), Isoalloxazin-Derivate [86], Stickstoffmonoxid-
Donatoren [14, 172] und gekoppelte Inhibitoren, sogenannte ,doppelkdpfige Prodrugs®, sie

bestehen aus einem GR-Inhibitor, die mit einem 4-Aminochinolin gekoppelt sind [45].

Unter Zusammenfassung vieler Kriterien, die fir die Eignung eines Proteins als drug target
unerlasslich sind (wie z.B. das Vorhandensein einer dreidimensionalen Struktur, eines
Assays, getestete Inhibitoren), wurden alle etwa 5500 Plasmodium-Gene in einer Rangliste
geordnet. Hierbei steht die Glutathionreduktase an erster Stelle als aussichtsreichstes drug

target fur die Entwicklung neuer Antimalaria-Medikamente (www.tdrtargets.org).

1.2.6 Plasmoredoxin

P. falciparum weist ein groBes Repertoire an kleinen Redox-Proteinen mit
Sequenzahnlichkeit zu Trx auf [139], welche in der Gruppe der sogenannten Thioredoxin-
Superfamilie zusammengefasst werden. AufRer einem klassischen Glutaredoxin (Grx),
mindestens einem Trx sowie drei Glutaredoxin-ahnlichen Proteinen wurde ein redox-aktives
22 kDa-Protein mit der Bezeichnung Plasmoredoxin (PIrx) identifiziert [15]. Basierend auf
derzeit erhéaltlichen Datenbank-Informationen, scheint Plrx einzig bei Plasmodium-Spezies
vorzukommen. Dies ist ein viel versprechender Ansatzpunkt fur die Entwicklung von
Antimalaria-Medikamenten, da die Hemmung eines Plasmodium-spezifischen
Stoffwechselweges oder eines Plasmodium-spezifischen Proteins das Risiko unerwiinschter
Nebenwirkungen am menschlichen Wirt reduziert.

Im Gegensatz zu dem WCGPC-Motiv des aktiven Zentrums, welches sich in der Gruppe der
Thioredoxin-Superfamilie findet, besitzt Plrx ein abweichendes WCKYC-Motiv im
katalytischen Zentrum. Thioredoxine sind eine Gruppe kleiner (12 kDa) redox-aktiver
Proteine, welche sowohl in zellularen redox-regulatorischen Prozessen als auch in
Deoxyribonukleotid-Synthese und antioxidativer Abwehr involviert sind [158]. Thioredoxin

und Glutaredoxin teilen innerhalb der Gruppe der Thioredoxin-Familie viele strukturelle und
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funktionelle Eigenschaften, wahrend die Identitat von Plrx mit Mitgliedern dieser Familie
vergleichweise gering ausféllt (31,4% Identitat mit PfTrx, 27,5% mit PfGrx) [15]. Eine
Homologie-Modellbildung resultierte in einer partiellen dreidimensionalen Struktur des P.
falciparum PIrx-Proteins, welche die fur die Gruppe typische Thioredoxin-Faltung offenbarte.
Es existiert bereits ein NMR-Datensatz, der der Strukturaufklarung von Plrx dienen kann
[140].

Analog zu Trx und Grx ist Plrx in der Lage, Ribonukleotidreduktase in vitro zu reduzieren [18,
139, 159]. Plasmoredoxin selbst kann sowohl von Trx als auch von GSH und Grx reduziert
werden [15], wodurch sich eine weitere Verbindung (zusatzlich zu den unter Kapitel 1.2.5
genannten) zwischen den Glutathion- und Thioredoxin-Systemen ergibt. Interessanterweise
kann PIrx jedoch nicht durch Thioredoxin- und Glutathionreduktase direkt reduziert werden.
Weitere Interaktions-Partner der verschiedenen Redoxine in Plasmodium werden zurzeit in

der AG Becker mit pull-down-Analysen untersucht (Sturm et al. Manuskript in Vorbereitung).

1.3 Methylenblau

Methylenblau (MB) ist das erste synthetische Chemotherapeutikum der Geschichte. Es
handelt sich um ein Phenothiazin-Derivat, welches 1876 von Heinrich Caro bei der heutigen
BASF synthetisiert wurde. Die Strukturformel von MB ist im unteren Feld der Abb. 1.7 zu
sehen.

Paul Ehrlich und Paul Guttmann setzten MB schon 1891 als Antimalaria-Medikament ein
[77], wenn kein Chinin zur Verfiigung stand.

MB geriet seit den 60er Jahren in Vergessenheit, als neue Malariamittel wie die MB-Derivate
Mepacrine und Chloroquin zur Verfiigung standen. In einigen Bereichen der Medizin wird MB
bis heute eingesetzt; die Hauptindikation liegt in der Behandlung von akuten oder
chronischen Methdmoglobindmien (z.B. bei Vergiftungen mit Anilinen oder Nitriten) wegen
der Fahigkeit von MB — nach Reduktion durch NADPH in vivo zu LeukoMB —, Methdmoglobin
zu reduzieren [39] (Abb. 1.7). Weiterhin wird MB beim septischen und anaphylaktischen
Schock oder zur Pravention neurotoxischer Nebenwirkungen von Ifosfamid in der
Krebsbehandlung [155] eingesetzt. Zwar gibt es in der Literatur Falle von Unvertraglichkeiten
[156], die jedoch auf Personen mit bestimmten Formen der Glukose-6-phosphat-

dehydrogenase-Defizienz (G6PD-Mangel, siehe Kapitel 1.2.2) beschrankt zu sein scheinen.
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Abb. 1.7: Strukturformeln von Methylenblau (MB) und LeukoMB

Methamoglobin (Fe3+) entsteht durch Oxidation aus Hamoglobin (Fe2+). Dieses Methdmoglobin kann durch
Wirkung von LeukoMB wieder zu Hamoglobin reduziert werden, allerdings lauft dieser Vorgang in beide
Richtungen ab.

In Anbetracht der Ausbreitung von P. falciparum-Resistenzen gegen die wichtigsten
Antimalariamittel wie Chloroquin und Sulfadoxin/Pyrimethamin wird MB heute wieder
verstarkt als Wirkstoff gegen Malaria untersucht [11, 117, 175, 198, 217].

Einige der wichtigsten Eigenschaften von MB in diesem Zusammenhang sind in dem
Akronym BONARIA zusammengefasst. Dies besagt, dass MB

- sicher, effektiv und kombinierbar eingesetzt werden kann (ausgedrickt in dem Wortteil
BON),

- fur die Armsten der Welt zu bezahlen ist (A steht fiir affordable),

- in den meisten Landern bereits als Arzneimittel — fUr die oben genannte Indikation —
registriert ist (R steht fur registered) und

- international in ausreichenden Mengen zur Verfigung steht (IA steht fur internationally
available) [176].

Der Preis der Behandlung eines Malaria-Ausbruchs bei einem Kind mit einer MB-
enthaltenden Arzneimittel-Kombination liegt unter 50 Cent [127] (zum Vergleich: Chloroquin
und Sulfadoxin/Pyrimethamin sind 10 Cent-Arzneimittel und ATCs >2 Euro-Medikamente).
Basierend auf Zellkultur-Studien bezeichneten Vennerstrom und Kollegen MB wegen der
hohen Wirksamkeit gegen Malaria (ICso = 4 nM) ohne Kreuzresistenz mit Chloroquin als
beachtenswert. Weiterhin besitzt MB im Modell menschlicher monozytéarer Leukamie-

abgeleiteter Zellen eine nur geringfligige Zytotoxizitat [11, 198]. Unter dem Gesichtspunkt
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der Selektivitat eignet sich MB somit fiir eine Behandlung der Malariaerkrankung, da es hohe
Effektivitdt gegen Plasmodien mit niedriger Toxizitat fir menschliche Zellen vereint. Ein
weiterer Vorteil von MB ist, dass eine Resistenzentwicklung nur geringfligig stattzufinden
scheint; nach vier Monaten MB-Behandlung von P. berghei mit subletalen Dosen in vivo
stieg die minimal effektive Dosis von 15 auf 35 mg/kg KGW [189].

Eine mdgliche Erklarung fir das Ausbleiben einer Resistenzausbildung ist, dass MB
pleiotrope Wirkungen hat. Dies steht im Einklang mit der Beschreibung zweier unabhangig
voneinander bestehender Wirkungsweisen von MB. Zum einen interferiert MB mit der
Polymerisation von Ham zu Hamozoin in der Nahrungsvakuole des Parasiten [11]. Zell-
biochemische Beobachtungen von Akompong et al. [3, 175] legen den Schluss nahe, dass
MB das Wachstum der Parasiten durch Inhibition des (Met)hamoglobin-Abbaus beeinfluf3t.
Ein Vorteil ist, dass diese zwei MB-Angriffspunkte — Methamoglobin und B-Hamatin — nicht
durch das Plasmodium-Genom regulierbar sind [11, 175, 198]. Neben diesen Effekten auf
Hamoglobin- und H&am-Metabolismus ist MB ein nicht-kompetitiver Inhibitor der
Glutathionreduktase von P. falciparum [57], dabei kommt es indirekt zu einer Depletion von
Glutathion im Zytosol der Parasiten. Niedrige Glutathion-Spiegel begtinstigen wiederum die
Wirkung von Chloroquin [49, 137].

Diese Beobachtung war der Ausgangspunkt fir einen Einsatz von MB mit dem Ziel, die
Parasiten fur Chloroquin sensitiver zu machen und somit vorhandene Chloroquin-
Resistenzen abzuschwéachen. Dieser Ansatz wird zusatzlich durch Hinweise gestitzt, die
zeigen, dass sich MB in den Parasiten selektiv anreichert [2, 11]; eine wichtige
Voraussetzung, damit ausreichend hohe zytosolische MB-Konzentrationen eine Hemmung
der P. falciparum Glutathionreduktase gewébhrleisten.

Die Kombination von MB und Chloroquin wurde in klinischen Studien in Nouna, Burkina Faso
getestet [117, 127, 217]. In dieser Studie konnten zwar keine toxischen Zwischenfélle oder
Unvertraglichkeiten beobachtet werden, aber es zeigte sich keine klare Verbesserung
gegeniber einer Chloroquin-Monotherapie [127]. Hierflr gibt es verschiedenen Griinde: (i)
zu niedrige Dosierung von MB [127], (ii) eine antagonistische Wirkung der beiden
Kombinations-Partner und/oder (iii) ein bisher unbekannt hoher Grad an Chloroquin-
Resistenz in Burkina Faso [127, 128]. Hierzu fuhrten Akoachere et al. weiterfihrende
Untersuchungen durch und konnten zeigen, dass MB und Chloroquin im Zellkultur-Assay in
vitro tatséchlich antagonistisch wirken [2]. Als synergistischer Partner fur MB erwiesen sich in
derselben Studie Artemisinin-Derivate. Es wird diskutiert, dass die Antimalaria-

Wirkungsweise von Artemisinin auf eine Hemmung der P. falciparum Ca?-ATPase
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zuriickzufuhren ist [53]. Die oben erwdahnte pleiotrope Wirkung von MB scheint mit der
Wirkung des Artemisinins nicht zu interferieren, somit ist eine Resistenzentwicklung bei
dieser Arzneimittel-Kombination unwahrscheinlich.

In Nouna, Bourkina Faso wurden die Kombinationen MB und Amodiaquin sowie MB und
Artesunat in klinischen Studien an unkomplizierter P. falciparum-Malaria getestet. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass beide Kombinationen sicher und effektiv wirken, wobei MB und
Amodiaquin (MB-AQ) eine signifikant hohere Effizienz als standardméfige Artemisinin-
basierte Kombinationstherapien besitzen [217]. Diese ersten klinischen Untersuchungen

stellen MB-AQ als viel versprechende Arzneimittel-Kombination gegen P. falciparum-Malaria
in Westafrika dar.
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14 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Beitrag zur rationalen Entwicklung von
Medikamenten gegen Malaria zu leisten. Ein breites Spektrum antioxidativer Proteine ist bei
Plasmodien bekannt, viele der beteiligten Komponenten sind enzymkinetisch und
biochemisch im Detail charakterisiert und stellen potentiell viel versprechende drug targets
zur Entwicklung Plasmodium-spezifischer Inhibitoren dar.

Im Gegensatz zu Trypanosomen und Leishmanien, welche essentielle und einzigartige
Redoxstoffwechselwege besitzen, weisen die Systeme bei Plasmodium nur geringe
Unterschiede zum Menschen auf (zum Beispiel ist die hTrxR selenabhangig, nicht so die
PfTrxR; PlIrx ist einzigartig). Diese Parasiten verbinden die weitverbreiteten Glutathion- und
Thioredoxin-Systeme zu einem vielseitigen Redoxnetzwerk.

Im Sinne einer rationalen Medikamentenentwicklung sind die Analyse der hierarchischen
Struktur innerhalb des Redoxnetzwerkes und die ldentifizierung essentieller Komponenten
von groRer Bedeutung. Experimentelle Genetik bei in vivo Malaria-Modellen bietet
ausgezeichnete Madoglichkeiten zur Validierung eines drug targets unter physiologischen
Bedingungen.

Die Methoden der reversen Genetik — wie gezielte Gen-Inaktivierung und Gen-
Komplementation — wurden genutzt, um ausgewahlte Gene als drug target zu validieren und
die in vivo-Funktionen der Gen-Produkte aufzuklaren. Dies geschah mit zwei zentralen
Enzymen der antioxidativen Abwehr von Plasmodium, namentlich Glutathion- und
Thioredoxinreduktase, sowie mit einem Plasmodium-spezifischen Mitglied einer Gruppe
kleiner redox-aktiver Proteine, dem Plasmoredoxin. Konnte keine essentielle Funktion der
Gene fir die Entwicklung und Proliferation der asexuellen Blutstadien detektiert werden,
wurde der resultierende Phanotyp im Verlauf des Plasmodium-Lebenszyklus untersucht.
Zusatzlich wurde in der vorliegenden Arbeit ein Glutathionreduktase-spezifischer Wirkstoff,
Methylenblau, beziglich seiner Interaktionen mit den Glutathionreduktasen und

Thioredoxinreduktasen von Plasmodien und Menschen untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Laborausstattung

Amaxa-Elektoporator
Analytische Waage
Autoklav
Blotapparatur (Mini Tank Transfer Unit)
Brutschranke:

Hera Cell

fur P. berghei Transfektion
Drehrad
Elektroporationsgeréat
Elektrophoreseapparaturen
Expositionskassette
Filmentwicklungsmaschine Hyperprocessor
Feinwaage
Fluoreszenzmikroskop
GieRRapparatur (SDS-Gele) mighty small
Heizblock

Konfokales Laserscanning Mikroskop LSM 510

Kahlzentrifuge
Lichtmikroskop Axiolab
Magnetheizrihrer
Moskito-Kafige
Netzgerat Power Supply

PCR-Maschinen

pH-Meter

Amaxa, Koln
Sartorius GmbH, Goéttingen BL510
Systec GmbH, Wettenberg

Hoefer

Heraeus Instruments, Hanau
Mytron, Heiligenstadt

Stuart, VWR, Darmstadt

BioRad, Miinchen

GibcoBRL, Hoefer, HE33

Sigma, Taufkirchen

Amersham, GE-Healthcare, Freiburg
Sartorius GmbH, Gottingen

Axiovert 100M Zeiss, Jena

Hoefer

Alpha Laboratories, DB1010

Zeiss, Jena

Heraeus sepatech, Hanau

Zeiss, Jena

Heidolph, MR 3001

BioQuip Products Inc, USA
Amersham, GE-Healthcare,
Electrophoresis Power Supply, EPS301,
Stuart

Gene Amp, PCR System 9700, Applied
Biosystems, USA

Inolab
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Pipetman Gilson P10, P20, P200, P1000

Pipettierhilfe Pipetus-akku

Quarzkuivetten

Rotor-Gene 3000 Real-Time PCR

Schiittler (Orbital Shaker)

Schuttelinkubator

Spectrophotometer GeneQuant pro

Sterile Werkbank: Herasafe
SterilGARD Classll Type A/B 3

Stickstofftank

Szintillationscounter, Matrix 9600

Tischzentrifuge

UV-Tischlampe

Ultraschall-Geréat

Ultrazentrifuge Optima ™ TLX

Vakuumzentrifuge SpeedVac

Vortex-Genie

Wasserbad Julabo 7A

Zahlkammer: Neubauer

Zentrifuge J2-MC

Zentrifuge RC5Bplus

Zentrifuge Megafuge

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Centriprep 10k

Chamberslides

Deckglaschen

Einmalréhrchen, Polystyren-6,0/38 mm
Einmalréhrchen,Polypropylen-12/75 mm
Einmalkivetten
Elektroporationskiivetten

Faltenfilter

Frischhaltefolie Saran

Glasfaser-Filtermatte

30

Abimed, Langenfeld

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt
Amersham, GE-Healthcare, Freiburg
Corbett Research, Sydney, Australia
Thermo Life Sciences, Egelsbach
New Brunswick Scientific, Innova 4300
Amersham, GE-Healthcare, Freiburg
Heraeus Instruments, Hanau

The Baker Company, USA

CBS, USA

Packard, Minnesota, USA
Centrifuge 5415 R, Eppendorf

Gibco BRL, Scientific Industries
Bandelin Electronics, Berlin
Beckman Instruments, Fullerton, USA
Savant

Scientific Industries

Julabo

Labotec, Labor-Technik, Gottingen
Beckman

Sorvall

Heraeus Instruments, Hanau

Amicon Inc., Beverly, USA
LabTek

Knittel

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Greiner Bio-one, Frickenhausen
Ratiolab, Dreieich-Buchschlag
Biorad, Minchen

Schleicher und Schuell, Einbeck
Roth, Karlsruhe

Perkin-Elmer, Rodgau-Jugesheim
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Immersionsol

Kanulen

Kodak BioMax XAR Film

Kryogefal3e

Nitrocellulosemembran, Hybond

8 well Objekttrager

Parafilm

PCR-Reaktionsgefal3e

Petrischalen

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen, gestopft

Serologische Pipetten (1,2,5,10 und 25 ml)
Sterilfilter (0,2 pm, 0,4 pm)
Sterilfiltrationseinheiten

Spritzen

Whatman3MM paper
Zellkulturflaschen 25 cm?, 75 cm? (TPP)

2.1.3 Chemikalien

Soweit nicht naher bezeichnet, wurden Chemikalien von den Firmen Roth, Merck, Sigma,

Serva und AppliChem sowie Uber die Chemikalienausgabe des Theoretikums der

medizinischen Fakultat Heidelberg bezogen.
B-Mercaptoethanol

Agarose

Alsever’s Solution
3-Amino-1,2,4-triazol
Amodiaquine

Ampicillin

APS

Artemisinin

Bacto-Agar

Bacto-Trypton
Bis/Acrylamid-L6sung, Protogel

Bromphenolblau
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Zeiss, Jena

BD Microlance, Becton Dickinson
Sigma, Taufkirchen

NALGENE®

Amersham, GE-Healthcare, Freiburg
Medco

Pechiney Plastic Packaging
Greiner Bio-one, Frickenhausen
Greiner Bio-one, Frickenhausen
Greiner Bio-one, Frickenhausen
Greiner Labortechnik, Nitringen
Corning Incorporation, Bodenheim
Schleicher und Schuell, Einbeck
NALGENE®

BD Diskardit, Becton Dickinson
Firma Whatman Paper Company

Renner, Dannstadt-Schauernheim

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Aldrich Chemical Co., Milwaukee, Wis.
Difco Laboratories, Augsburg
BD Diskardit, Becton Dickinson
Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen
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BSA (Bovine Serum Albumin)
Chloramphenicol

Chloroform

Chloroquine diphosphate
Cystatin

Diethylether
Dinatriumhydrogenphosphat
DMEM-Medium

DMSO (Dimethylsulfoxid)
EDTA

Ethidiumbromid

FCS, zertifiziert (USA)

FCS (Fotales Kalberserum)
Fibrose Cellulose Powder
Formaldehyd

GeneRuler® 100bp bzw. 1kb
Gentamicin

Giemsa (0,4%,w/v)

Glass beads, 212-300 micron, unwashed

D-(+) Glucose
Glutathion, reduziert
Glutathiondisulfid
Glycerin

HBSS
Hefeextrakt
Heparin

IPTG

Kanamycin
Kalziumchlorid
Ketamin (10%)

6 x Ladepuffer
Lithiumazetat
Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat
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Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma, St. Louis

Riedel-de Haen

Merck, Darmstadt
GibcoBRL, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Roth, Karslruhe

Roth, Karslruhe

Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Whatman, Grof3britannien
Merck, Darmstadt

MBI Fermentas, St.Leon-Rot
Gibco Invitrogen, Karlsruhe
BDH Laboratory Supplies
Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Sigma, St. Louis

Sigma, St. Louis

Roth, Karlsruhe

GibcoBRL, Karlsruhe

Difco Laboratories, Augsburg
Braun, Melsungen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

VFW

MBI Fermentas, St.Leon-Rot
Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Maleinsaure
Meersalz
Mefloquine-HCI
Methylenblau
Milchpulver

NADPH

Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Nickel-NTA-Agarose
Nycodenz
Paraformaldehyd
PBS

Penicillin (10000U/ml)/Streptomycin (10000ug/ml)

Pepstatin

PMSF

Protein Molecular Weight Marker
Pyrimethamin

Polyethylenglycol (PEG 4000)

Restore™ Plus Western Blot Stripping Buffer

Rotiphorese™ 3

RPMI 1640-Medium

Salzsaure

0%ige Acrylamidldsung

Saponin

SDS (Sodium Dodecyl Sulfat)
TEMED

Tetracyclin

TRIS

Triton X-100

Trypsin-EDTA

Trypton

Tween 20

Roth, Karlsruhe
Alnatura

Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
BioMol, Hamburg
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

JT Baker, Niederlande
AppliChem, Darmstadt
JT Baker, Niederlande
Qiagen, Hilden

Axis Shield, Oslo, Norwegen
Serva, Heidelberg
Gibco Invitrogen, Karlsruhe
GibcoBRL, Karlsruhe
Sigma, St. Louis

Roth, Karlsruhe

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Pierce, Rockford, USA
Roth, Karlsruhe
GibcoBRL, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
GibcoBRL, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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Xylazinhydrochlorid (2% Xylazin)

2.1.4 Radioaktiv markierte Substanz

0.5 pCi of [3H] hypoxanthine

2.1.5 Nahrmedien

2.15.1 Bakterienkulturnahrmedien

Luria Bertani (LB)-Medium

LB-Platten

Rompun®, Bayer

Amersham Pharmacia, Freiburg

10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5
g/l NaCl, pH 7,5
LB-Medium, 15 g/l Bacto-Agar

Zur Selektion transformierter Bakterien wurden dem LB-Medium bzw. den LB-Platten 100

pug/ml Ampicillin zugesetzt.

2.15.2 Zellkulturmedien

- Parasiten-Medien

Transfektions-Kulturmedium

Kulturmedium fur [3H] Assay

screening-Medium

freezing-solution

- Hepatozyten-Medien
DMEM-Medium
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40 ml RPMI-Medium, 25 mM HEPES, L-
Glutamin (Gibco), 35 ml FCS, 50 ul
Gentamycin

50 mg Hypoxanthin, 5,94 g HEPES, 10,44
g RPMI 1640 mit
NaHCO;, 5 g Albu max, Aqua dest. ad
1000 ml, 4°C
aufbewahren, vor Gebrauch versetzen mit
42 ml NaHCOs-Lsg. 5%, 10 ml Neomycin-
Lsg. 10000 U/ml

L-Glutamin, ohne

sterilfiltrieren, bei

Kulturmedium fir [*H] Assay ohne
Hypoxanthin

Glycerin : Alsever’s Solution (1:9)

450 ml DMEM (high Glucose), 50 ml FCS,

5 ml Penicillin/Streptomycin; sterilfiltriert
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freezing-solution Hepatozyten

100 x Round-Up (als Zusatz zum Kulturmedium

zur Verhinderung von Kontamination)

2.1.6 Antibiotika und Zusatze

APS

Carbenicillin Stock
Chloramphenicol Stock
Cystatin

DTT

GSH

GSSG

Heparin fur Transfektion
IPTG Stock

Kanamycin Stock

NADH, NADPH

Pepstatin
PMSF

Tetracyclin Stock
X-Gal

2.1.7 Moskito-Aufzucht

Micken-Aufzuchtswasser
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10% DMSO, 90% FCS
60 mg Penicillin, 100 mg
Kanamycin, 50 mg Fluocytosin, 10 mg

Chloramphenicol, sterilfiltriert

10% wn in Wasser gelost, bei -20°C
gelagert

50 pg/ml Ampicillin in 50% Ethanol, bei -
20°C gelagert

25 pg/ml  Chloramphenicol in  100%
Ethanol, bei -20°C gelagert

40 uM in US-Puffer, bei -20°C gelagert
200 mM in H,0, bei -20°C gelagert

100 mM in H,0, bei -20°C gelagert

20 mM in GR-Puffer, bei -20°C gelagert
0,25 ml 200 L.U./ml Stammlésung auf 10
ml Transfektions-Kulturmedium

1 M in ddH,O, sterilfiltriert, bei -20°C
gelagert

25 pg/ml Kanamycin in ddH,0, sterilfiltriert,
bei -20°C gelagert

4 mM in GR-Puffer, kurzzeitig bei 4°C
gelagert

1.5 mM in US-Puffer, bei -20°C gelagert
100 mM in DMSO, bei Raumtemperatur
gelagert

5 mg/ml Tetracyclin in 70 % Ethanol

20 mg/ml in N,N-Dimethylformamid, bei -
20°C gelagert

1 %o Meersalz in ddH,O
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10% Sucrose-Nahrlésung

2.1.8 Lésungen und Puffer

Giemsa-L6sung

GR-Assaypuffer

Moskito-Préaparationslésung
3 M NaAc-Ldsung
PBS

TAE-Puffer (50x)

TE-Puffer
TrxR-Assaypuffer

Ultraschall-Puffer (US-Puffer)

4AM Harnstoff-Puffer

10 g Sucrose, 20 pg pABA ad 100 ml
ddH,0

10% Giemsa-solution in VE-H,O

47 mM Kaliumphosphat, 2mM EDTA,
200 mM KCl;, mit KOH, bei
Raumtemperatur auf pH 6,9 eingestellt
3% BSA in RPMI 1640

24,06 g ad 100 ml ddH,0O; pH 4,8

1,37 M NaCl, 27 mM KCI, 15 mM
KH,PO,, 81 mM Na,HPO,, pH 7,4

2 M Tris, 250 mM Natriumacetat, 0,5 mM
EDTA, pH 7,8

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

100 mM Natriumphosphat, 2 mM EDTA,;
mit KOH,q bei RT auf pH 7,4 eingestellt
50 mM Natriumphosphat, 300 mM
Natriumchlorid; mit HCl.q auf pH 8

4 M Urea, 50 mM TRIS, 5 mM EDTA, 10
mM MgSO,, pH 8, Lagerung bei 4°C

2.1.9 Pufferlosungen fiur SDS-Gelelektrophorese und Western Blotting

SDS-Probenpuffer 1x (nach Biorad)

SDS-Probenpuffer 4x (LAmmli)

36

125 ml 0,5 M Tris-HCIl, pH 6,8 (=
Sammelgelpuffer), 25 ml Glycerin, 20 ml
10%wny SDS ad ~2,1%, 2 ml 0,5%ww)
Bromphenolblau ad 0,01% 35 ml H,0,
Lagerung bei RT; vor Gebrauch + 5%,
3-ME

3 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 ad 300 mM,
300 mg DTT ad 6%, 400 mg SDS ad
400 mM, 2 ml Glycerin ad 40%,, eine
Spatelspitze Bromphenolblau
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SDS-Kammerpuffer/Blottingpuffer

Coomassie-Farbeldsung

Coomassie-Entfarber
Anodenpuffer |
Anodenpuffer Il
Kathodenpuffer

TBS

TBS-Tween (TBST)

192 mM Glycin, 25 mM TRIS, 0,1%u)
SDS (nur fir SDS-Kammerpuffer) mit
HCl,q bei RT auf pH 8,3 eingestellt
0,25%wn) Coomassie-Brilliantblau R250,
9,2% ) Essigsaure, 5%, Methanol
40%,) Essigsaure, 10%,,, Methanol
300 mM TRIS

25 mM TRIS

40 mM 6-Aminohexanséure

10 mM TRIS, 155 mM NaCl, mit HCl,q
bei RT auf pH 7,4 eingestellt

10 mM TRIS, 155 mM NaCl, 0,05%x,
Tween 20, mit HCl,q bei RT auf pH 7,4
eingestellt

2.1.10 Verwendete Antikdrper, Stamme und Vektoren

2.1.10.1 Antikorper

Antigen Verdinnung | Quelle

monoklonaler Maus-anti-CSP (P. berghei) | 1:300 Nussenzweig RS, New York
Maus-anti-HSP 70 1:1/1:500 Tsuji M, New York
Ziege-anti-Maus-Alexa Fluor 488 1:300 Molecular Probes, NL
Ziege-anti-Maus-Alexa Fluor 546 1:300 Molecular Probes, NL
Kaninchen-anti-Plrx (P. berghei) 1:1500 Eurogentec, Seraing, Belgien
Kaninchen-anti-TrxR (P. falciparum) 1:1500 AG Becker, GielRen
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Kaninchen-anti-lgG HRP 1:10000 Amersham, Freiburg

Tab. 2.1: In dieser Arbeit verwendete Antikdrper mit Angabe der eingesetzten Verdinnungen und
Bezugsquellen

2.1.10.2 Escherichia coli-Stamme

XL-1 Blue (Stratagene) SupE44, hsdR17, recA, gyrA46 thi, relAl,
lac, F* [proAB”, lacl% LacZ M15, Tn10(tet")]

M15 [pREP4] (Qiagen) nal®, Str°, rif°, Km®, lac’, ara’, gal’, mtl, F,
recA’, uvr’

K12-Stamm JM 109 Promega, Mannheim

2.1.10.3 Vektoren und Plasmide

Die stabile Transfektion wird angewendet, um die Funktion eines Proteins durch
Unterbrechung oder Austausch eines Gens zu untersuchen. Dazu wurden verschiedene
Plasmide als Vektoren entwickelt [202]. Der Plasmid-Vektor b3D.DT*H."D (Andy Waters,
LUMC, Leiden, Niederlande) stammt vom pBlueskript-Plasmid ab, das das R-Lactamase
Gen als Ampicillin-Resistenzmarker fiir die Selektion transformierter Bakterien enthalt. Fur
die Anwendung in P. berghei wurde ein mutiertes DHFR/TS-Gen von T. gondii hinzugefugt.
Diese Dihydrofolat-Reduktase-Mutante verleiht Resistenz gegen das Anti-Folat
Pyrimethamin. Die Expression dieses Selektionsmarkers steht unter der Kontrolle der 5’
nicht-translatierten Region (5’'UTR) von P. berghei, die auch den Promotor des Plasmodium
berghei DHFR/TS-Gens enthélt. Die 3'UTR und die Poly-Adenylierungsstelle des DHFR/TS-
Gens stammen ebenfalls von Plasmodium berghei Homolog. Um die Auswahlmdglichkeiten
fur Restriktionsenzyme bei der Klonierung zu erhdhen, wurden die Kpnl und EcoRI
Erkennungsstellen im Toxoplasma gondii DHFR/TS-Gen mutiert [202].

Die DHFR ist ein Schlisselenzym der Tetrahydrofolat-Synthese. Tetrahydrofolat wird fiir die
Herstellung von DNA und Proteinen benétigt. Eine Punktmutation im DHFR/TS-Gen an
Position 110 (Ser — Asn) ist fur die Resistenz gegentber Pyrimethamin verantwortlich.
Durch diese wird das aktive Zentrum des Enzyms verandert. Dies fuhrt zu einer reduzierten
Affinitdt des Enzyms fur Pyrimethamin und somit zur Resistenz [202].

In dieser Arbeit wurden die Transfektionsvektoren b3D.DT"H.”D (bezogen von A.P. Waters,

Universitat Leiden, Niederlande) und b3D.DTAH.”D+ (freundlicherweise zur Verfigung
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gestellt von Markus Ganter) verwendet. Bei dem b3D.DT”H.AD+-Vektor handelt es sich um

eine modifizierte Version des Standardvektors b3D.DT"H."D, welcher eine zweite Kopie der
PbDHFR/TS 3'UTR enthalt; diese wurde mittels BamHI/EcoRI-Klonierung in die multiple

cloning site eingeftihrt.
b3D.DT"H.AD [188]
b3D.DTAH.AD+
pET-28a(+)

pGEMC®-T easy

2.1.11 Genomische DNA

genomische P. berghei DNA
genomische P. berghei DNA
genomische P. yoelii DNA

2.1.12 Zelllinien
HepG2

HUH7

2.1.13 Maus- und Ratten-Stdmme

A.Waters,Universitat Leiden, Niederlande
M. Ganter, Universitat Heidelberg
Novagene, Bad Sonden

Promega, Mannheim

NK65
GFP-507cl (ANKA) [90]
17XNL

Humane Hepatozyten Leber Karzinom
Zelllinie

Humane Hepatoma Zelllinie

Folgende Nager dienten als Wirte fur P. berghei und yoelii.

Art
Mause

(Mus musculus)

Mause

(Mus musculus)
Ratten

(Rattus norvegicus)
Ratten

(Rattus norvegicus)

Stamm

Narval Medical Research
Institute (NMRI); Auszucht-
Mause

C57BL/6; Inzucht-Méause

Wistar (WIST);
Auszucht-Ratten
Sprague-Dawley (SD);
Auszucht Ratten
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Die Haltung der Ratten und Mause erfolgte in Makrolon-Kéafigen, deren Besatzungsdichte in
der Regel bei 5 Mausen bzw. 2 Ratten pro Kafig liegt. Die Kafige standen in speziellen
Tierraumen bei konstanter Raumtemperatur von 22°C und einer relativen Feuchtigkeit von
50 bis 60%. Der Hell-, Dunkelrhythmus lag unabhéngig von der Jahreszeit taglich bei 12
Stunden. Es wurde mit Standard Trockenpellets von SSNIFF gefittert.

2.1.14 Moskito-Stadmme

Anopheles stephensi Moskitos (Nijmegen, Niederlande) dienten als Insektenvektoren fir

Plasmodium berghei.

2.1.15 Enzyme

PfGR (heterolog exprimiert und gereinigt nach [57]), hGR (heterolog exprimiert und gereinigt
nach [145], PfTrxR (heterolog exprimiert und gereinigt nach [95] und hTrxR wurden entweder
selbst nach den genannten Protokollen hergestellt oder freundlicherweise von Prof. R.-H.
Schirmer, Biochemiezentrum Heidelberg, zur Verfigung gestellt bzw. waren in der

Arbeitsgruppe Becker, Universitat Giel3en, vorhanden.

Alkalische Phosphatase Roche, Mannheim

Deoxyribonuclease | (DNAse 1) Fermentas, St.Leon-Roth
Pfu-DNA-Polymerase Promega, Mannheim

Quick T4-DNA-Ligase New England Biolabs (NEB), Frankfurt
REDTaq® DNA-Polymerase Sigma, Steinheim

Alle Restriktionsenzyme wurden von Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen. Fur samtliche,
kommerziell erworbenen Enzyme wurden, sofern nicht anders beschrieben, die vom

Hersteller mitgelieferten, empfohlenen Puffer verwendet.

2.1.16 Verwendete Kits

SYBR Green Jumpstart Taq Ready Mix Sigma, Steinheim

Dynabeads® mRNA Purification Kits Dynal Biotech, Oslo, Norwegen
HiSpeed Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden

Human T Cell Nucleofactor Kit Amaza, Koln, Cat.no. VPA-10002
QIAamp DNA-Blood Mini Kit Qiagen, Hilden

Qiagen A-Addition Kit Qiagen, Hilden
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QIAgen PCR Purification Kit
QIAEX® 1l Gel Extraction Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit
Quick Ligation™ Kit
NucleoSpin® RNA/Protein
PGEM®-T easy Vector System |I
Verso cDNA Kit

2.1.17 Oligonukleotide

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

New England Biolabs, Beverly, USA

Macherey-Nagel, Diren
Promega, Mannheim

Thermo Scientific, Karlsruhe

Primer fir die PCR, flr Sequenzierungen, fir Genotypisierungen und fiir RT-PCR wurden

von Metabion, Martinsried bezogen. Primer, die fur die Herstellung der unterschiedlichen

Vektoren verwendet wurden, sind unter A aufgelistet. Fur die Sequenzanalysen verwendete

primer sind unter B aufgelistet und primer der Genotypisierungen sind in Tabelle C

aufgelistet. Die Schnittstellen von Restriktionsendonukleasen sind

in Klammern und

unterstrichen. RT-PCR primer sind in Tabelle D aufgeflihrt. Bei Vorhandensein zweier

primer-Bezeichnungen, steht die erste fir die im Artikel verwendete Bezeichnung und die

zweite fur die Bestellungsbezeichnung.

A

Oligonukleotid Nukleotidsequenz Pol.
OpyGRs (BamHI) 5°- cgcgggatcctatgatttaatcgttattgg - 3° +
OpyGRas (Sacll) 5°- tataccgcgagttttttctttttgacttgg - 3° -
bGRintfor (BamHI) 5°- cgcgggatcctatgatttaatcgttattgg - 3° +
bGRintrev (Sacll) 5°- tataccgcgggttttttctttttgacttgg - 3 -
GRreplfor (Kpnl) = KBO3afor 5°- ggggtaccgaagacctatatgaactgtac- 3° +
GRreplrev (Hindlll) =KB04brev 5°- ccccaagcttcattatttatgaatatatcag - 3° -
GRrep2for (Notl) = KBO5afor 5°- gcgcggcecgcegcegttttagatgectcatgacatge - 37 |+
GRrep2rev (Sacll) = KBO6arev 5°- tccccgegggatagatgtcgatgttgtttteg - 3° -
GRreplfor+(Sacll) = KBO3+ 5°- tccccgegggtcaacaaattacatttattgacgg - 3° +
GRreplrev+ (Xbal) = KBO4+ 5°- gctctagaggaataaaaggatacgaaaaaatgc - 3" | -
GRrep2for+ (Hindlll) =KB35+ 5°- cccaagcttcgcatattttaattccttaaac - 3° +
GRrep2rev+ (Kpnl) = KB36+ 5°- ggggtaccgcttattttgattatgtacacg - 3° -
GRfor (BamHI) 5°- cgcggatccatattaataaggtgtaaaataaagg - 3° |+

GRrevll (Xbal)

5°- tgctctagacgcatactatttttttcataaatgcatcc - 3°
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PfGRstart (Xbal) 5°- gctctagaaaaatggtttacgatttaattgtaattgg - 3° |+
PfGRend (BamHI) 5°- cgggatcctcatttcatccatggce - 3° -
TrxRreplfor (Kpnl) = Pb TrxR vf for |5°- ggggtaccgtgtgtgtaatatcataatgag - 3° +
TrxRreplrev (Hindlll) = Pb TrxR vf|5'- cccaagcttgcgtgaaaataataaatgacaattac - 3™ | -
rev
TrxRrep2for (Spel) = Pb TrxR hf for2 | 5°- ggactagtgtgaaacacaattgatttatatgc - 3° +
TrxRrep2rev (Sacll) = Pb TrxR hf|5'- tccccgcggcegtacagaaaactgtggctttcttcagg- 3° | -
rev
Plrxint1lfor (BamHI) = KBO7for 5" - cgggatcccattctacccaaaatgaagcaccc - 3° +
Pirxintlrev (Spel) = KB10rev 5’ - ggactagtatatatattatttcaaaaaaggg - 3° -
Pirxint2for (Spel) = KB0O9for 5’ - ggactagttgatcaaacatatacagattatatcaatt - 3° | +
Plrxint2rev (Sacll) = KB0O8rev 5" - tccececgeggcegattatttgatttgaatgttttgggg - 3° -
Plrxreplfor (Kpnl) = KB13for 5’ -ggggtacccagcattgataacagtatgaacaacagc-3° | +
Plrxreplrev (Hindlll) = KBl4rev 5" - cccaagctttacgaagaacttaacaaagctcatecg - 3° | -
Plrxrep2for (Spel) = KB12for 5 - ggactagtgttatgttgttgcatcctaaacctcaaac - 3° |+
Plrxrep2rev (Sacll) = KB11lrev 5 - tccececgeggctegttggatcattttgaaattgec - 3° -
Plrxstart (Ndel) 5" - gaatccatatggcatgtaaagttgataaagc - 3 +
Plrxend (Xhol) 5" - ccgcetcgagctaattgtagaataaatcgaaaaatcg-3° | -

B

Oligonukleotid Nukleotidsequenz Pol
Pfseqlfor 5'- gtaacaactcacatgtataaac - 3° +
Pfseq2rev 5°- gatgagaaaatataacagttgg - 3° -
Pfseq3for 5°- gggcctttgaatgaagaaatcc - 3° +

C

Oligonukleotid Nukleotidsequenz Pol
Tgfor 5°- cccgcacggacgaatccagatgg - 3° +
Tgrev 5°- ccaactcaatttaatagatgtgttatgtg - 3° -
Tgrev2 5°- cgcattatatgagttcattttacacaatcc - 3° -
T7rev 5°- gtaatacgactcactataggc - 3° -
B3D+rev 5°- ccttgctcatttacctgctaatacgattge - 3° -
B3D+for 5°- cgcattatatgagttcattttacacaatcc - 3 +
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GR test rev = GR test bl rev

5°- tatgggacatttactacttgcacagg - 3

GR test for = KB03 5’- gtcaacaaattacatttattgacgg - 3° +
GR_5"testfor = promoter new for 1 |5~ cggaattcagataacatcccagtagctagc - 3° +
GR_test3'rev =GR rev Il 5°- cgcatactatttttttcataaatgcatcc - 3° -
PfGR I rev = Pf GR Ic rev 5°- aggaacacatccaacgttgacacacg - 3° -
PbGR_la for 5’- ataaagtacattttatgcatttcataaa - 3° +
PbGR_llb rev 5°- agtcaagatgctcaaacttccg - 3° -
PfGR_Id for 5°- tggatgtgttcctaaaaaaattatgttc - 3° +
TrxR_5"testfor = Pb TrxR 5'test 5°- cccttctatatatttgtgaacatggtgg - 3° +
TrxR_3’testrev = Pb TrxR 3'test 5°- gctaattcagacgatgcatctaacagc - 3° -
TrxR_start 5’- atgtgtaacgataataaaagaaatcc - 3° +
TrxR_end 5°- ccacatttcectccaccacatccacc - 3° -
Plrxtestrev = KB 30a rev 5°- ggaacgtttgctactcc - 3° -
5’testfor = Py Plrx 5'test 5°- gccaattgtacccatgtacacagc - 3° +
PbGRfor=Pb testlc 5°- ttgcgtaaatgtaggttgtgtacc - 3° +
PbGRrev=Pbtestll b 5°- agtcaagatgctcaaacttccg - 3° -
Oligonukleotid Nukleotidsequenz Pol
Pb GR s 5°- cttgcgtaaatgtaggatgtg - 3° +
Pb GR as 5°- ctctcctttctactaattgtg - 3 -
Pb TrxR s 5°- atggattagcaaaattaaaaaat - 3° +
Pb TrxR as 5°- ctggtatatttggtcgacatcc - 3° -
Pb TRAP s 5°- gaatgttctactacatgtgacaatgg - 3° +
Pb TRAP as 5°- gctggttctataggttctacagg - 3° -
Pbactls 5’- atatttaatgaaaattcttca - 3° +
Pb act | as 5°- tgtatgaattcctgcetgcttcttt - 3° -
Pb RiboR s 5°- gctgatagattactagaatgtttaggg - 3° +
Pb RiboR as 5°- gccataacacctgacttttgataatctgce - 3° -
Pb stRNA s 5°- tagtggctggacatagaggtt - 3° +
Pb stRNA as 5°- ctctgcacattcttccatta - 3° -
Pb Grxls 5°- gaaaataaaattgctgtattctc - 3° +
Pb Grx1 as 5°- ttgaaatatgattggatatctgcc - 3° -
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Pb Trxls 5°- tggaccttgcaaaagaatagctcc - 3° +
Pb Trx1 as 5°- tcaaagctccctcattggctec - 3° -
Pb TPx-1s 5°- tagataaacaaggagttgttc - 3° +
Pb TPx-1 as 5°- tccgatggtttcatggattce - 3° -

Tab. 2.2: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide mit genauer Bezeichnung und Sequenz
Die Schnittstellen von Restriktionsendonukleasen sind in Klammern und unterstrichen.

2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische Methoden
2211 Kultur und Transformation prokaryontischer Zellen

22111 Flissigkulturen von E. coli-Bakterien

Fur E. coli-Flussigkulturen wurden 5 ml bzw. 200 ml Nahrmedium (LB-Medium) mit
Bakterienzellen inokuliert und Uber Nacht inkubiert. Bei den Bakterien handelte es sich um
Zellen einer Vorkultur oder Zellen direkt von einer auf Agarplatten gewachsenen Zellkolonie.

Die Nahrmedien enthielten zur Selektion ein Antibiotikum.

22.11.2 Plattenkulturen

Plattenkulturen dienten zum Wachstum einzelner Bakterienkolonien. Dazu wurden die
Bakterien mithilfe einer sterilen Impfose auf LB-Agarplatten, die die entsprechenden
Antibiotika beinhalteten, ausgestrichen und bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Die
anschlieende Lagerung der Platten erfolgte bei 4°C. Unter diesen Bedingungen waren die

Platten bis zu vier Wochen haltbar.

2.2.1.13 Transformation kompetenter Zellen

Die Ubertragung von Fremd-DNA in Bakterien nennt man Transformation. Die eingebrachten
Plasmide vermitteln eine Antibiotikaresistenz, so dass mit dem Ausplattieren auf Platten mit
dem entsprechenden Antibiotikum auf Bakterien, die das Plasmid aufgenommen haben,

selektioniert werden kann.
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Als Bakterienstamme wurden in dieser Arbeit zum einen der Stamm E. coli XL-1 Blue
kompetente Zellen (Stratagene) bzw. im Falle der Klonierungen mit dem pGEM®-T easy Kit
(Promega) die mitgelieferten JM-109 Zellen verwendet. Zunachst tUberfihrte man die Zellen
von -80°C auf Eis und lieR sie auftauen. Im néchsten Schritt wurden sie mit 0,68 ul B-
Mercaptoethanol 10 min auf Eis permeabilisiert. Nach der Zugabe von 2 pl Ligationsansatz
inkubierte man fur 30 min auf Eis und unterzog die Zellen dann einem Hitzeschock bei 42°C
fur 45 Sekunden, bevor die Zellen erneut 2 min auf Eis gekuhlt wurden. Es folgte die Zugabe
von 900 pl LB-Medium und die Inkubation auf dem Schiuttler bei 37°C fur eine Stunde. Nach
dieser Inkubation wurden 200 ul auf LB-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum

ausplattiert. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

22.1.1.4 Selektion/ldentifizierung positiver Klone

Die Selektion positiver Klone erfolgte in jedem Fall Uber die auf den verwendeten Plasmiden
kodierte Antibiotikaresistenz. Die Vektoren pGEM®-T easy, b3D.DTAH.AD und
b3D.DTMH.AD+ enthalten das Resistenzgen gegen Carbenicillin/Ampicillin, pREP4 in M15-
Zellen und pET-28a(+) vermittelt Kanamycin-Resistenz. Fur die Selektion wird die E. coli-
Flussigkultur nach der Transformation auf den Antibiotika enthaltenden Agar ausplattiert.
Dariiber hinaus besitzen diese Vektoren das lacZ-Gen, dessen Produkt fur die Aktivitat der
3-Galaktosidase notig ist. Dieses Enzym setzt X-Gal, welches ebenfalls zu dem Agar
gegeben wird, zu einem blauen Farbstoff um. Durch eine erfolgreiche Klonierung innerhalb
der multiple cloning site wird die Expression funktionsfahigen Enzyms verhindert und
entsprechende Kolonien bleiben weif3. In dieser Arbeit wurde der Blau-Wei3-Test zur
Selektion bei pGEM®-T easy-Klonierungen eingesetzt. Bei allen Klonierungen erfolgte die
Identifizierung positiver Klone durch abendliches Animpfen einer 3 ml Ubernacht-Kultur mit

nachfolgender Plasmid-Praparation und Kontrollrestriktion am nachsten Morgen.

22115 Heterologe Genexpression in E. coli

Die standardmaRige Uberexpression klonierter Gene erfolgte in M15-Zellen, in denen eine
besonders enge Kontrolle der Expression durch das pREP4-Plasmid erreicht wird. Die
Produktion des dort kodierten glucosesensitiven Repressors wird durch IPTG beendet und
die Expression des eigentlichen Gens induziert. Als erste Vorkultur (VK) wurde eine frisch
transformierte Kolonie in 3 ml LB mit Antibiotika-Zusatz (typische Endkonzentration: C ad

100 pg/ml, K ad 50 pg/ml) inokuliert, diese wurde einige Stunden unter konstantem Schdtteln
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bei 37°C inkubiert und dann in 250 ml LB mit Antibiotika Uberfihrt (2.VK). Dieser
Kulturansatz wurde tber Nacht bei 37°C inkubiert und bei 160-180 rpm geschiittelt. Die
Hauptkultur (1 1 LB und entsprechende Antibiotika) wurde am nachsten Morgen 1-2,5%ig mit
der 2.VK angeimpft. Die Hauptkultur wurde bis zu einer ODgy von 0,4-0,6 inkubiert und
anschlieend die Expression durch IPTG-Zugabe ad 1 mM induziert. Nach 4stindiger
Expressionsdauer wurden durch Zentrifugation bei 8000 rpm (10500 g, 4°C, 15 min)
Zellpellets gewonnen, die in moglichst wenig US-Puffer resuspendiert wurden. Nach Zugabe
von 40 nM Cystatin, 150 nM Pepstatin und 10 uM PMSF schloss sich die Aufreinigung oder
Lagerung bei -20°C an.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2221 Isolierung und Analyse von Nukleins&auren

22211 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen

In dieser Arbeit wurden die Reagenzien des QIAprep Spin Miniprep-Kits und des HiSpeed
Plasmid Maxi-Kits von Qiagen verwendet. Die Durchfilhrung erfolgte nach Angaben des

Herstellers bzw. nach Angaben des Protokolls.

22212 Alkoholfallung von DNA

Die DNA-Fallung mit Alkohol ist eine haufig angewandte Methode zur Konzentration oder
Reinigung von DNA, die in wassriger Losung vorliegt. Prazipitiert wird durch Aussalzen der
DNA mit hohen Salzkonzentrationen und Ethanol. Zur Fallung von DNA aus einer wassrigen
Loésung wurde die Probe zundchst mit 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat-Losung
(Endkonzentration 0,3 M) und dann mit 2,5 Volumina kaltem Ethanol versetzt. Die Fallung
erfolgte bei -80°C fir 30 Minuten. Die ausgeféllte DNA wurde bei 13000 rpm 4°C 15 min
sedimentiert und das DNA-Pellet zweimal mit 70% Ethanol gewaschen und 10 min bei
Raumtemperatur getrocknet. Danach konnte das Pellet in dem bendétigten Volumen Puffer

aufgenommen werden.
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2.2.2.1.3 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von DNA

Die Konzentration von DNA kann mit Hilfe eines Photometers bestimmt werden. Die
Absorption der ultravioletten Strahlung ist direkt proportional zum Gehalt an DNA. Das
Absorptionsmaximum von DNA liegt bei 260 nm.

Die Konzentration berechnet sich wie folgt:

(OD260nm X 50 x Verdiinnung) / 1000 = Konzentration pg/pl. Um den Reinheitsgrad der Probe
zu bestimmen, betrachtet man den Quotienten (OD2e0nm/OD2gonm). FUr eine reine Probe sollte

dieser Quotient 1,8-2,0 betragen.

22214 Gelelektrophorese von DNA

Diese Methode wurde fur Auftrennung, ldentifizierung und Reinigung von DNA-Molekilen
verwendet. Hierzu wurden 1%ige Gele benutzt, die aus 50x TAE-Puffer (50x Modified Tris-
Acetat-EDTA buffer, Millipore), Agarose und Aqua bidest hergestellt wurden. Die
Elektrophorese wurde in 1x TAE-Puffer fir 35 min bei 110 V/400 mA durchgefuhrt. Die
Proben wurden mit Auftragspuffer gemischt (1:5) und in die Taschen des Gels aufgetragen.
Um die MolekilgroRe abschatzen zu konnen, wurde ein DNA-Gré3enmarker parallel auf das
Gel aufgetragen. Nach dem Gellauf wurde das Gel in Ethidiumbromid (1 pg/ml) angefarbt.
Durch dessen Interkalation in die DNA-Molekile wurden diese unter UV-Licht (254 nm)

durch die Fluoreszenz des Ethidiumbromids sichtbar gemacht und fotografiert.

2.2.2.15 Sequenzierung

Um Plasmid-DNA auf Mutationen zu tberpriifen, muss sie sequenziert werden. Daflr wurde
die Plasmid-DNA mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit isoliert und die Sequenzierung im
Auftrag im Institut fir medizinische Mikrobiologie (JLU Giessen) durchgefuhrt. Die

verwendeten primer (siehe Tabelle 2.2B) wurden auf 10 pmol/ul verdinnt.

2.2.2.1.6 Auswertung von Sequenzen

Sequenzvergleiche, Vorhersage der Restriktionsenzymschnittstellen und virtuelle Translation

wurden mit dem Programm BioEdit Version 7.0 durchgefiihrt.
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2.2.2.2 in vitro-Modifikation und Rekombination von DNA

22221 DNA-Restriktion

Die Restriktionsendonukleasen wurden einerseits fur die Kontrolle erfolgreicher Ligation,
andererseits fur Konstruktion von DNA-Molekilen verwendet. Durch Mini-Praparation
gewonnene Plasmide aus PCR-Klonierungen wurden mit Notl oder EcoRI verdaut.

Zur Restriktion von Plasmid-DNA wurden Ansatze mit 10-100 pl Gesamtvolumen verwendet.
Dabei wurde pro pg DNA mindestens eine Enzymeinheit eingesetzt und im entsprechenden
Reaktionspuffer fir 2 Stunden oder Uber Nacht bei 37°C bzw. der angegebenen
Reaktionstemperatur inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wurden die Ansatze mit
Probenpuffer versetzt und Uber ein Agarosegel analysiert, eventuell schloss sich eine
Gelextraktion an (siehe Kapitel 2.2.2.2.5).

2.2.2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wird die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
eingesetzt. Mit Hilfe der PCR konnen selektiv bestimmte DNA-Sequenzen in vitro amplifiziert
werden. Hierzu werden primer verwendet, die zu den Ausgangs-DNA Strangen (template)
komplementér sind und das zu amplifizierende DNA-Stuck flankieren. Die Oligonukleotide
konnen  dariber hinaus Uberhdngende  Enden  besitzen, so dass das
amplifizierte DNA-Fragment anschlieend mit entsprechenden Restriktionsendonukleasen
geschnitten und in einen Vektor kloniert werden kann.

Alle PCR-Reaktionen wurden entweder mit REDTaq® DNA-Polymerase (Sigma) oder mit Pfu
DNA-Polymerase (Promega) durchgefiihrt.

Zur Amplifizierung von Fragmenten aus genomischer Plasmodien-DNA wurde folgender
Ansatz gewahlt:

0,5-2 ul template-DNA

0,5 pl Primer 1 (50 uM)

0,5 pl Primer 2 (50 uM)

5 ul 10 x PCR-Reaktionspuffer

5 pul dNTPs

0,5-2 pl Tag- bzw. Pfu-Polymerase (5 U/ml)

H,O ad 50 pl
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Die verwendeten Oligonukleotide sind im Materialien-Abschnitt zusammengefasst (siehe
Tab. 2.2). Die Elongationszeit richtet sich nach der Lange des zu erwartenden DNA-
Fragments, wobei man bei der Tag-Polymerase 1 min fiir 1 kb berechnet.

Ein standardméaRiges PCR-Programm bestand aus folgenden Schritten:

- Schritt 1: Denaturierung der DNA Doppelstrange: 94°C, 5 Minuten

- Schritt 2: Denaturierung der DNA Doppelstrange: 94°C, 30 Sekunden

- Schritt 3: Anlagerung der Oligonukleotide (Annealing): 55°C, 30 Sekunden

- Schritt 4: Neusynthese der DNA Strange (Extension): 60°C, 2-5 Minuten

- Schritt 5: Elongation: 60°C, 10 min

- Schritt 6: Lagerung: 4°C, .

Die Schritte 2-4 wurden in 30-35 Zyklen wiederholt.

Die Modifikation der PCR-Extensionsphase (60°C statt wie blich 72°C) wurde aufgrund des
hohen AT-Gehalts der Plasmodien-Gene gewahlt [187]. Das Ergebnis der PCR wurde in
einem analytischen Agarosegel untersucht. Die Entfernung von nichteingebauten
Nukleotiden, Enzymen, Salzen und Primern aus den PCR-Produkten erfolgte mit dem
QIAgen PCR Purification Kit (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers.

2.2.2.2.3 Real Time-PCR

Als weitere molekularbiologische Methode kam die Real Time-PCR zum Einsatz. Bei dieser
Methode kann die Nukleinsdure-Produktbildungskurve in Echtzeit verfolgt und innerhalb der
exponentiellen Phase deren Ausgangsmenge quantifiziert werden. Die Produktzunahme wird
durch Messung der produktabhangigen Fluoreszenz erfasst. Als Fluoreszenzfarbstoff fur
dsDNA wurde SYBR Green | innerhalb des SYBR Green Jumpstart Taq Ready Mix Kits
verwendet. Die in den PCR-Versuchen eingesetzte Plasmodium-Blutstadien cDNA wurde
mittels reverser Transkription wie in Kapitel 2.2.2.3.2 beschrieben nach DNAse | Behandlung
hergestellt, wobei jeweils Aliquots von 800 ng RNA Ubersetzt wurden. Zur Optimierung der
Amplifikationsbedingungen und Uberpriifung der Annealing-Eigenschaften der primer wurde
eine Standard-PCR vor dem jeweiligen Real Time-PCR-Lauf durchgefihrt und die
Produktbildung mittels Agarosegelelektrophorese analysiert. Die verwendeten primer sind in
der Tabelle 2.2D aufgelistet. Die 20 pl-Pipettieransatze der zu untersuchenden verdinnten
Proben wurden nach einem selbst erstellten Pipettierplan durchgefihrt, der eine
probenindividuelle cDNA Verdinnungsreihe sowie eine Vierfachmessung der jeweiligen
Probe vorsah. Die Real Time-PCR erfolgte in der Rotorgene PCR-Maschine anhand eines

den Erfordernissen der jeweiligen Gene entsprechend programmierten Amplifikations- und
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Analyseprofils. So konnten am Ende die Schmelzpunkte der PCR-Produkte, die
Amplifikationseffizienz und der Fluoreszenzsignal-Schwellenwert der exponentiellen
Amplifikation (Ct-Wert) bestimmt werden.

Die Real Time-PCR wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet, um die Werte zwischen den
auf ein Referenzgen normalisierten WT Parasiten und Plrx-defizienten Parasiten zu
vergleichen. Dies diente der Ermittlung des relativen Expressionsunterschiedes (Ratio). Als

Referenzgen diente ein houskeeping Gen, fur P. berghei, die Seryl-tRNA Synthetase.

22224 Dephosphorylierung

Um in Ligationsansatzen die Religation geschnittener Vektoren zu vermeiden, wurden die
gespaltenen Plasmid-Molekile dephosphoryliert. Hierzu wurden nach dem Verdau der DNA
10% (v/v) Dephosphorylierungs-Puffer (Roche) und 1-5 U alkalische Phosphatase (Roche)

zugegeben und die Reaktion ca. 10 min bei 37°C inkubiert.

2.2.2.2.5 Gelextraktion

Auf Agarosegele aufgetragene DNA wurde unter UV-Licht sichtbar gemacht und aus dem
Gel ausgeschnitten. AnschlieRend wurde die DNA mit Hilfe des QIAEX® Il Gel Extraction Kit

(Qiagen) nach Angaben des Herstellers aus dem Gelstlick aufgereinigt.

2.2.2.2.6 Ligationen

Zur Klonierung aufgereinigter (siehe Kapitel 2.2.3.2.2) PCR-Produkte wurde das pGEM®-T
easy Kit (Promega) nach Angaben des Herstellers verwendet. Gerichtete Klonierungen von
nach Restriktionsenzymverdau aufgereinigten DNA-Fragmenten wurden in einem
Gesamtansatz von 20 pl, bestehend aus 1 pl Quick T4-DNA-Ligase (NEB), 10 pl 2x Quick
T4- Ligase-Puffer, variierenden Mengen der beiden zu ligierenden Partner (im Bereich von je
50 ng - 3 pg DNA) und H;0O, 15 min bei Raumtemperatur oder alternativ tiber Nacht bei 14°C
ligiert. Die gezielte Ligation von aufgereinigten DNA-Fragmenten wurde dabei durch

Aneinanderlagerung enzymspezifischer Uberhénge erleichtert.
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2.2.2.2.7 Konstruktion der Transfektionsvektoren

Zur stabilen Inaktivierung der in dieser Arbeit untersuchten Gene wurden verschiedene
Transfektionsvektoren hergestellt: ein Integrations-Vektor und ein replacement-Vektor im Fall
des PIrx-Genes und ein replacement-Vektor zur stabilen Inaktivierung des TrxR-Gens
(Erklarung der verschiedenen Strategien erfolgt unter Kapitel 2.2.4.3). Zur Ausschaltung des
GR-Gens wurden verschiedenste Strategien unter Nutzung unterschiedlicher
Transfektionsvektoren und verschiedener Regionen der Homologie angewandt.

Der generelle Klonierungsablauf der Transfektionskonstrukte war fur alle Vektoren derselbe
und beinhaltete folgende Schritte: (i) Amplifizierung der entsprechenden flankierenden oder
kodierenden Genabschnitte unter Nutzung genomischer Plasmodium-DNA (siehe Kapitel
2.2.2.2.2), (ii) T/A-Klonierung dieser Fragmente (siehe Kapitel 2.2.2.2.6), (iii) Umklonierung
der Fragmente durch Gelelution (siehe Kapitel 2.2.2.25 und 2.2.2.2.6) in den
Transfektionsvektor nach Verdau mit den jeweiligen Restriktionsenzymen (siehe Kapitel
2.2.2.2.1), (iv) Verifizierung der positiven Klone (siehe Kapitel 2.2.1.1.4) und Herstellung
einer fur die Transfektion ausreichenden Menge Plasmid-DNA (siehe Kapitel 2.2.2.1.1). Im
Folgenden werden die hergestellten Transfektionskonstrukte unter Angabe der verwendeten
primer (siehe Tabelle 2.2A), der Grol3e der resultierenden Fragmente und der verwendeten

Transfektionsvektoren aufgelistet.

Transfektionsvektoren fur Plrx und TrxR

pTrxR(-)REP Fir den replacement-Transfektionsvektor wurden aus genomischer DNA von
Plasmodium berghei (ANKA-GFP) zwei Sequenzen amplifiziert, die das TrxR-Gen links und
rechts flankieren. Die Sequenz TrxRrepl besteht aus 800 bp und fir TrxRrepll wurden
ebenfalls 800 bp amplifiziert. Dabei wurden die Oligonukleotide TrxRreplfor und
TrxRreplrev, fur das TrxRrepl-Fragment und TrxRrep2for und TrxRrep2rev fur das
TrxRrepll-Fragment verwendet. Diese Fragmente wurden anschlieBend in den P. berghei
Transfektionsvektor b3D.DT"AH.”D kloniert.

pPIrx(-)INT Dieses Plasmid tragt ein Teil des PIrx-Gens, welches sich aus den zwei
Fragmenten Plrxintl (210 bp) und Plrxintll (230 bp) zusammensetzt. Diese Fragmente
wurden durch PCR mit den Oligonukleotiden Plrxintlfor und Plrxintlrev flr das Plrxintl-
Fragment und mit den Oligonukleotiden Plrxint2for und Plrxint2rev fir das Plrxintll-Fragment
aus P. berghei genomischer DNA (NK 65) amplifiziert. Im Vergleich zum gesamten Plrx-Gen
fehlen am 5’-Ende 30 bp und 25 bp am 3’-Ende. Die Fragmente Plrxintl und Plrxintll wurden
anschlieend in den P. berghei Transfektionsvektor b3D.DT"H.AD kloniert. Die
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Zusammensetzung des Plrx-Genabschnittes aus zwei Fragmenten wurde benétigt, um eine
interne Spel-Schnittstelle einzufligen, die der nachfolgenden Linearisierung diente.
pPIrx(-)REP Fir den replacement-Transfektionsvektor wurden aus P. berghei genomischer
DNA (NK 65) zwei Sequenzen amplifiziert, die das PIrx-Gen links und rechts flankieren. Die
Sequenz Plrxrepl besteht aus 575 bp und fir Plrxrepll wurden 590 bp amplifiziert. Dabei
wurden die Oligonukleotide Plrxreplfor und Plrxreplrev, fur das Plrxrepl-Fragment und
Plrxrep2for und Plrxrep2rev fir das Plrxrepll-Fragment verwendet. Diese Fragmente wurden
anschliel3end in den P. berghei Transfektionsvektor b3D.DT”H.”D kloniert.

Transfektionsvektoren fur GR

Um durch gene targeting das GR-Gen in P. berghei auszuschalten, wurden verschiedenste
Transfektionsvektoren hergestellt, die entweder auf der Integrations-Strategie oder der
replacement-Strategie beruhen.

pPyGR_INT Fir den pPyGR_INT-Vektor wurde aus genomischer DNA von P. yoelii nahezu
das komplette yGR-Gen amplifiziert. Dieses 1,54 kb groRe PyGRINT-Fragment wurde durch
PCR mit den Oligonukleotiden OpyGRs und OpyGRas amplifiziert. Das entstehende
Fragment wurde anschlieBend in den Transfektionsvektor b3D.DT~H.~D kloniert.
pPbGR_INT Dieses Plasmid tragt einen 1,56 kb grof3en Teil des P. berghei GR-Gens,
welches mit den primern bGRintfor und bGRintrev aus genomischer P. berghei (ANKA-GFP)
DNA amplifiziert wurde. Dieses Fragment wurde anschlieBend in den P. berghei
Transfektionsvektor b3D.DTAH.AD kloniert. Dieser Sequenz fehlen im Vergleich zum
kompletten P. berghei GR-Gen am 3'-Ende 220 bp.

pPbGR_REP Fir den replacement-Transfektionsvektor wurden aus P. berghei genomischer
DNA (ANKA-GFP) zwei Sequenzen amplifiziert, die das GR-Gen links und rechts flankieren.
Die Sequenz GRrepl besteht aus 790 bp und fur GRrepll wurden 790 bp amplifiziert. Dabei
wurden die Oligonukleotide GRreplfor und GRreplrev, fur das GRrepl-Fragment und
GRrep2for und GRrep2rev fir das GRrepll-Fragment verwendet. Diese Fragmente wurden
anschliel3end in den P. berghei Transfektionsvektor b3D.DT”H.”D kloniert.

pPbGR_REP+ Fiur diesen replacement-Transfektionsvektor wurden aus P. berghei
genomischer DNA (ANKA-GFP) zwei Sequenzen amplifiziert, die das GR-Gen links und
rechts flankieren. Im Gegensatz zu dem Transfektionsvektor pPbGR_REP liegen die
flankierenden Regionen unmittelbar oberhalb bzw. unterhalb des PbGR-Gens. Die Sequenz
GRrepl+ besteht in diesem Fall aus 780 bp und fir GRrepll+ wurden 560 bp amplifiziert.
Dabei wurden die Oligonukleotide GRreplfor+ und GRreplrev+, fir das GRrepl+-Fragment
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und GRrep2for+ und GRrep2rev+ fiur das GRrepll+-Fragment verwendet. Diese
flankierenden Sequenzen wurden in den modifizierten Transfektionsvektor b3D.DT~H. D+
kloniert.

pPbGR_CONTROL Dieses Transfektionsplasmid enthalt einen 1,48 kb grof3en Teilbereich
des 1,78 kb grofen PbGR-Gens, welchem im Vergleich zum kompletten P. berghei GR-Gen
am 3’-Ende 300 bp fehlen. Zusatzlich umfasst das klonierte Fragment dieses Vektors 640 bp
der 3’'UTR dieses Genabschnittes. Diese Region wurde unter Nutzung der Oligonukleotide
GRfor und GRrevll aus genomischer DNA von P. berghei (ANKA-GFP) amplifiziert und das
entstehende 2,12 kb grol3e Produkt in den Transfektionsvektor b3D.DTAH.AD kloniert.
pGR::PfGR Bei diesem Transfektionsvektor handelt sich um eine modifizierte Version des
Plasmids pPbGR_REP+. Unter Nutzung der Oligonukleotide PfGRstart und PfGRend wurde
das gesamte P. falciparum GR-Gen unter Nutzung von Pf cDNA als template amplifiziert.
Nach Verifizierung der korrekten Sequenz (siehe Kapitel 2.2.2.1.5) unter Nutzung der in
Tabelle 2.2B genannten und pGEM®-T easy-spezifischen Sequenzprimern wurde das

resultierende, 1,5 kb grof3e Fragment in pPbGR_REP+ kloniert.

2.2.2.2.8 Genotypisierungen

Um zu Uberprifen, ob die eingesetzten Transfektionsvektoren in das Plasmodium Genom
integriert wurden, erfolgten genotypische Untersuchungen der entstehenden rekombinanten
Parasiten. FUr die Angabe der verwendeten primer siehe Tabelle 2.2C.

- Genotypisierung der PIrx(-) Parasiten. Zur replacement-spezifischen Amplifikation wurden
folgende Oligonukleotid-Kombinationen eingesetzt: Primerkombination 3'test
(Tgfor/Plrxtestrev) und Primerkombination 5'test (Tgrev/5 testfor). Als weitere Oligonukleotid-
Kombination diente WT (Plrxstart/Plrxend).

- Genotypisierung der TrxR(-) Parasiten. Zur replacement-spezifischen Amplifikation wurden
folgende Oligonukleotid-Kombinationen eingesetzt: Primerkombination 3'test
(Tgfor/TrxR_3testrev) und Primerkombination 5'test (Tgrev2/TrxR_5"testfor). Als weitere
Oligonukleotid-Kombination diente WT (TrxR_start/TrxR_end).

- Genotypisierung der bGRCONTROL Parasiten. Zur Integrations-spezifischen Amplifikation
wurden folgende Oligonukleotid-Kombinationen eingesetzt: Primerkombination 3'test
(Tgfor/GRtestrev) und Primerkombination 5'test (T 7rev/GRtestfor).

- Genotypisierung der AGR::PfGR Parasiten. Zur Integrations-spezifischen Amplifikation
wurden folgende Oligonukleotid-Kombinationen eingesetzt: Primerkombination 3'test
(B3D+for/GR_test3'rev) und 5'test (B3D+rev/GR_5'testfor). Der P. berghei-spezifischen
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Amplifikation dienten die Oligonukleotide PbGR_lafor und PbGR_llbrev, der P. falciparum-

spezifischen Analyse dienten die primer PfGR_Idfor/Pf_seq2rev.

2.2.2.2.9 Konstruktion des Pb Plrx-Uberexpressionsvektors

Um rekombinantes P. berghei Plasmoredoxin als Positivkontrolle zur Uberprifung des
hergestellten polyklonalen anti-Plrx Antiserums (Herstellung durch Immunisierung von
Kaninchen mit den synthetischen Peptiden der N-terminalen Region von PbPIrx : Plrx-1:
CYYKNNELKKIDSSYFQDKY and PIrx-2: CKVDKALEHSTQNEAPSK durch Eurogentec,
Seraing, Belgien) testen zu kdnnen, wurde das P. berghei Plrx-Gen aus Pb Blutstadien
cDNA mit den Oligonukleotiden Plrxstart und Plrxend (siehe Tabelle 2.2A) amplifiziert. Das
entstehende 528 bp groRe Fragment wurde mit der T/A-Methode Kkloniert und zur
Uberpriifung der korrekten Basenabfolge mit pGEM®-T easy-spezifischen Sequenzprimern
sequenziert. Nach Verifikation der fehlerfreien Sequenz wurde das PlIrx-Gen aus dem T/A-
Vektor mit Ndel/Xhol Restriktionsverdau ausgeschnitten, geleluiert (siehe Kapitel 2.2.2.2.5)
und in den Expressionsvektor pET-28a(+) kloniert (siehe Kapitel 2.2.2.2.6). Dadurch erhielt
das Protein nach erfolgter Uberexpression einen C-terminal gelegenen Hexahistidyl-Tag, der

die Aufreinigung mit Ni-NTA-Agarose ermdglichte (siehe Kapitel 2.2.7.2).

2.2.2.3 Methoden zur Isolierung und Analyse von RNA

22231 MmRNA-Isolierung

Um die Expression bestimmter Gene zu untersuchen, wurde mRNA Uber eine Silica- oder
Oligo(dT)-Saule aus Plasmodium berghei Parasiten isoliert. Hierfiir wurden die Reagenzien
und Protokolle des NucleoSpin® RNA/Protein-Kits (Macherey-Nagel) und des Dynabeads®

MRNA Purification Kits verwendet. Die isolierte RNA wurde bei -80°C gelagert.

2.2.23.2 RT (Reverse Transkription)-PCR

Bei der RT-PCR wird mittels des Enzyms Reverse Transkriptase die zur RNA
komplementdare DNA (cDNA) synthetisiert. Das aus Retroviren stammende Enzym
polymerisiert Desoxyribonukleosidtriphosphate zu komplementarer DNA in Gegenwart eines
RNA-Molekiils als Matrize. Fur die RT-PCR wurde das Verso cDNA Kit (Thermo Scientific)

verwendet. Mit Hilfe von Oligo(dT)-Oligonukleotiden wurden aus der Gesamt-RNA alle
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MRNA-Molekille in cDNA umgeschrieben. Die Durchfihrung erfolgte nach Angaben des
Herstellers.

Um die mRNA auf DNA-Kontaminationen zu Uberprifen, wurde zu jeder Reaktion eine
Minus-RT-Kontrolle durchgefihrt. Die Minus-RT-Kontrolle enthielt alle Reagenzien fir die
RT-PCR auRRer der Reversen Transkriptase. Dies gab Aufschluss dariber, dass es sich bei
der Matrize fur das PCR-Produkt um cDNA und nicht um genomische DNA handelt. Vor der
cDNA Synthese wurde die RNA fir 5 min auf 70°C erhitzt, um Sekundarstrukturen der RNA
zu losen.

Fur die Reaktion wurde 100 ng - 1 pg mRNA mit 4 pl 5 x cDNA Synthesepuffer, 1 pl oligo-dT
primer, 2 pl dNTP Mix, 1 pl RT-Enhancer und 1 pl Verso Enzymmix gemischt und mit
Nuklease-freiem Wasser auf 20 pl addiert. Dieser Ansatz wurde fur 1,5 Stunden bei 42°C
inkubiert. Um die Enzymaktivitdt der Reversen Transkriptase zu inaktivieren und damit die
Reaktion abzuschlie3en, wurde das Gemisch fur 2 Minuten auf 95°C erhitzt. Die cDNA
konnte anschlieend mit Hilfe einer PCR analysiert werden.

2.2.3 Zellkulturmethoden

2.2.3.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen

Zellen, die adharent in Monolayerkulturen in Petrischalen oder Flaschen wachsen, benétigen
zu ihrem Wachstum und zur Vitalitatserhaltung regelmafRigen Wechsel des Mediums. Sie
sollten vor Erreichen der vollstandigen Konfluenz subkultiviert werden [111].

Um adh&rent wachsende Zellen passagieren zu kdnnen, mussten sie durch eine Trypsin-
Behandlung vom Boden der Kulturflaschen und von den Nachbarzellen gelést werden. Um
das im Medium enthaltene FCS zu entfernen, wurden die Zellen mit 10-15 ml HBSS (Gibco
Invitrogen) gewaschen. AnschlieRend wurde soviel Trypsin/EDTA (Gibco Invitrogen) auf die
Zellen gegeben, dass sie gerade bedeckt waren. Sobald sich die Zellen abgeldst hatten,
konnten die freien Zellen in Medium resuspendiert und in neue Zellkulturflaschen tberfuhrt
werden. Die Zellen wurden im Inkubator bei 37°C und 5% CO, kultiviert. In dieser Arbeit

wurden zwei Hepatozyten-Zelllinien verwendet, HepG2- und Huh7-Zellen.

2.2.3.2 Bestimmung der Zellzahl

Um definierte Zellzahlen ausplattieren zu kdnnen, ist die genaue Bestimmung der Zellzahl

notig. Zu dunn ausgeséte Zellen wachsen nur sehr langsam, zu dicht ausgeséate kdnnen
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ihren Phénotyp verandern. Mit Hilfe der Neubauer-Z&hlkammer konnten Zellsuspensionen in
geeigneter Verdunnung ausgezahlt werden [111].

(Anzahl Zellen in 4 Quadraten/4) x 10*x Verdiinnung = Anzahl Zellen/ml.

2.2.3.3 Einfrieren und Auftauen eukaryontischer Zellen

Wenn eine Zelllinie nicht permanent in Kultur gehalten werden soll, so kann man die Zellen
einfrieren. Zellen wurden mittels Trypsinbehandlung vom Boden der Zellkulturflasche
abgel6st und zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in einem entsprechenden Einfriermedium
(freezing-solution) resuspendiert, in Kryordhrchen Uberfihrt und langsam bei -80°C
eingefroren. Die Einfrierbox enthielt Isopropanol, das pro Minute um 1°C abkuhlt.
Eingefrorene Zellen konnten dann in flissigem Stickstoff bei -196°C gelagert werden.

Zum Auftauen wurden die Kryoréhrchen mit den Zellen aus dem Stickstofftank enthnommen
und im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Die Zellen wurden zuerst in ein 15 ml
Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt und es wurden 15 ml des entsprechenden Mediums
hinzugegeben. AnschlieBend wurde bei 1000 rpm flr 5 Minuten zentrifugiert, das Zellpellet in
Medium resuspendiert und in die Zellkulturflaschen uberfiihrt. Am darauffolgenden Tag

wurde bei allen aufgetauten Zellen das Medium gewechselt.

2.2.4 Methodik Plasmodium berghei

2241 Mikroskopische Darstellung von P. berghei mittels Giemsa-Farbung

Zur Unterscheidung der einzelnen Parasitenstadien und zur Bestimmung der Parasitamie
wurde ein Blutausstrich gemacht, der anschlieRend mit Giemsa gefarbt wurde.

Der Maus bzw. Ratte wurde durch Schwanzpunktion mit einer Kanile ein Tropfen Blut
entnommen, auf einen Objekttrager Ubertragen und mit Hilfe eines zweiten Objekttragers
ausgestrichen. Der Ausstrich wurde luftgetrocknet, in Methanol fixiert und anschlieend in
frisch angesetzter Giemsa-Farbelésung (1:10 in VE-Wasser) fur 5-20 Minuten gefarbt. Die
gefarbten Ausstriche wurden mit VE-Wasser abgespult, getrocknet und bei 100facher
VergroRerung mit einem Ol-Immersionsobjektiv am Lichtmikroskop analysiert.
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2.2.4.2 Bestimmung der Parasitamie

Die Parasitamie gibt die prozentuale Anzahl Plasmodium-infizierter Erythrozyten an. Zur
Bestimmung der Parasitimie wurde ein Bereich des Objekttragers mit einlagiger Schicht
Erythrozyten ausgewahlt. In zehn nebeneinander liegenden Sichtfeldern wurde die Anzahl
der Erythrozyten und der Parasiten ausgezahlt. Mehrfachinfektionen, wenn vorhanden,
wurden einfach gezahlt. Die Parasitamie errechnete sich wie folgt:

(Anzahl Parasiten/Anzahl Erythrozyten) x 100 = Parasitdmie in %.

2.2.4.3 Transfektion von Plasmodium berghei

Neben der Mdglichkeit der stabilen Transfektion fur die Plasmodium-Arten P. falciparum, P.
knowlesi und P. cynomolgi [46] kann diese Technik auch bei den Mausemalaria-
Modellsystemen von P. berghei [129, 196, 202] und P. yoelii [92, 134] angewendet werden.
Mit diesen Plasmodium Transfektionssystemen ist es moglich, die endogene Kopie eines
Gens durch eine stabile Transfektion auszuschalten und dadurch die Funktion des Gens in
vivo zu untersuchen. Plasmodium ist wéhrend der Mehrheit seines Lebenszyklus haploid.
Dies erleichtert die Transfektion, denn somit kann die Funktion eines Proteins, das von
einem single-copy Gen kodiert wird, mit nur einem Selektionsmarker untersucht werden. Der
am haufigsten eingesetzte Selektionsmarker ist das DHFR/TS-Gen (siehe Kapitel 2.1.10.3).

Prinzipiell gibt es zwei Moglichkeiten zur stabilen Inaktivierung eines Gens im Plasmodium
Genom [188] basierend entweder auf der Integrations- oder der replacement-Strategie. Fir
die Integration wurde eine interne Sequenz des zu untersuchenden Gens in den
b3D.DTAH.AD-Transfektionsvektor kloniert. Dieser deletierten Sequenz fehlen Teile am 5°-
und am 3'-Ende, so dass nach Integration dieses Vektors in das Genom kein funktionelles
Protein entstehen kann, da die endogenen Promotorelemente am 5°-Ende fehlen. Die
Position der Integrationssequenz im Vektor ist im direkten Anschluss an die 3'UTR des
Selektionsmarkers TgDHFR/TS zu finden. Das linearisierte Konstrukt fuhrt in P. berghei zu
einer homologen Rekombination mit dem endogenen Gen, wobei ein einfaches crossover
Ereignis stattfindet (Abb. 2.1 A). Dadurch wird eine deletierte Version des zu untersuchenden
Gens in das Genom des Parasiten eingefuhrt. Der durch die Integrations-Strategie
duplizierte Gen-Locus enthalt somit zwei, aufgrund des Fehlens der 3'UTR, die fir die
Expression und Stabilitat der mRNA notwendig ist, bzw. der Promotorregion und des
Startkodon, nicht-funktionelle Kopien des zu untersuchenden Gens. Dieser entstandene
rekombinante Locus wird auch allelisch diploid genannt, da es nach der Integration zu einer

Verdopplung der Sequenzen kommt.
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Goi(-)INT Goi(-)REP

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der verschiedenen Strategien zur Gen-Inaktivierung

Hierbei steht Goi fir jedes Gen von Interesse (gene of interest). (A) Integrations-Strategie: Der Wildtyp-Locus
eines endogenen Gens ist schematisch im oberen Teil sichtbar (WT), hierbei reprasentiert der Pfeil das
Startkodon und die Fahne den Transkriptions-Stopp. Das Integrationskonstrukt pGoi(-)INT ist als Plasmid
schematisch darunter dargestellt mit Spel-Schnittstelle als Méglichkeit zur Linearisierung. Der rekombinante
Integrationslocus, wie er nach der Transfektion erscheint, ist ganz unten dargestellt. Dabei entstehen zwei
verkirzte Versionen des Goi, wobei einmal das 3'-Ende und einmal das 5-Ende deletiert ist; das integrierte
Plasmid mit dem DHFR/TS-Marker ist nur teilweise dargestellt. Der entstandene rekombinante Locus Goi(-)INT
beinhaltet am 5’-Ende eine 3’-deletierte Gen-Kopie, die keine RNA-Prozessierungs-Sequenz mehr enthalt, gefolgt
von dem Selektionsmarker und einer 5’-deletierten nicht transkribierten Gen-Kopie. (B) Replacement-Strategie:
Der WT-Locus (WT) wird mit dem Sacll(S)/Kpnl(K)-linearisierten Plasmid pGoi(-)REP, welcher die 5° und 3'UTR
eines Gens enthalt, transfiziert. Nach der homologen Rekombination durch ein doppeltes crossover Ereignis wird
das Gen von Interesse durch den Selektionsmarker ersetzt; es resultiert der Goi(-)-Locus.

Als zweite Variante, einen endogenen Locus zu inaktivieren, wurde die replacement-
Strategie verwendet (Abb. 2.1 B). Hierbei wurden zwei Gen-Sequenzen in den Vektor
b3D.DTAH.AD kloniert. Diese Sequenzen kodieren hierbei fur die beiden flankierenden
Regionen des zu untersuchenden Gens. Die zwei Zielsequenzen wurden im
Transfektionsvektor an die 5- und 3-Enden des Selektionsmarkers kloniert. Nach
erfolgreicher Transfektion in P. berghei fuhrt dieses Konstrukt zu einer stabilen Integration
durch doppeltes crossover zwischen den beiden homologen Sequenzen im Konstrukt und im
Genom. Dabei wird das endogene Gen durch den Selektionsmarker ausgetauscht. Der
Vorteil der replacement-Strategie liegt darin, dass bei einer Integration das Zielgen im
Genom komplett ersetzt wird, wodurch eine vollkommene Gen-Inaktivierung (knock out)
gewahrleistet ist. AulBerdem ist sie im Gegensatz zur Integrations-Strategie wesentlich
stabiler, da durch das doppelte crossover keine Reversion des mutierten Locus auftreten
kann. Hingegen verdoppeln sich bei der Integrations-Strategie die homologen Regionen,
indem zwei unvollstandige Kopien entstehen. Diese beiden Kopien kdnnen rekombinieren,
wodurch das Transfektionsplasmid herausgeschnitten wird und wieder die Wildtyp-Situation
vorliegt (excision repair). Da aber lediglich ein crossover notwendig ist, kann die Integration
effizienter generiert werden. Bei der Gen-Inaktivierung durch die replacement-Strategie

wurde darauf geachtet, dass das Transfektionsplasmid jeweils an den Enden der homologen
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Sequenzen geschnitten wurde, sodass der Selektionsmarker, von den homologen Regionen
flankiert, von den pBlueskript-Vektor-Sequenzen (Vektor backbone) getrennt wurde. Dieser
Vorgang ist wichtig, damit bei der Rekombination Concatamer-Bildung von linearen
Molekilen ausgeschlossen werden kann [129].

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene P. berghei Transfektions-Methoden
verwendet, sowohl die auf dem Biorad-Elektroporator basierende Methode [134, 188] als
auch die auf dem Amaxa-Elektroporator basierende Methode [90, 92]. Die Elektroporationen
der Vektoren zum Erreichen der Plasmoredoxin- und Thioredoxinreduktase-Gene folgte der
Amaxa-Methode, wahrend im Falle des Glutathionreduktase-Gens beide Methoden

eingesetzt wurden.

2.24.3.1 Vorbereitungen der Transfektionsvektoren

Fur eine Transfektion nach der Biorad-Methode wurden 30 bis 80 pg der durch Maxi-
Praparation gewonnenen Plasmid-DNA eingesetzt. Der Transfektionsvektor wurde mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen (ber Nacht linearisiert und das Pellet nach einer
Ethanol-Féllung (siehe Kapitel 2.2.2.1.2) am darauffolgenden Tag in 300 pyl PBS (Gibco
Invitrogen) aufgenommen. Die DNA wurde direkt fiir die Elektroporation eingesetzt.
Fur eine Transfektion mit der Amaxa-Methode wurden hingegen nur 5 pg Plasmid bendétigt.
Zunéchst wurden 50 ug des entsprechenden Plasmids, welches aus einer Maxi-Praparation
gewonnen wurde, praparativ verdaut und somit linearisiert. Dazu wurde mit den
entsprechenden Enzymen 50 pg Plasmid geschnitten und anschlieRend mit Ethanol
prazipitiert. Das DNA Pellet wurde in 100 pl ddH,O aufgenommen - dieser Ansatz
beinhaltete eine Konzentration von 50 pg DNA. Fir die Transfektion wurden 10 pl (entspricht

5 ug) aus diesem Ansatz entnommen.

2.2.4.3.2 Parasiten-Préaparation und in vitro-Kultivierung der Erythrozyten-Stadien

Parasiten der Pyrimethamin-sensitiven P. berghei-Stimme NK65 oder ANKA-GFP bzw. P.
yoelii 17XNL wurden intraperitoneal in 100-150 g schwere Wistar-Ratten bzw. NMRI-M&use
injiziert. Drei bis vier Tage nach der Injektion lag die Parasitamie zwischen 1 und 3%. Das
Blut der Tiere wurde durch Herzpunktion mit einer heparinisierten Spritze entnommen und zu
10 ml Kulturmedium gegeben, welches 0,25 ml Heparinlésung in PBS (200 U/ml) enthalt. Die
roten Blutkdrperchen wurden bei 1000 rpm fir 8 Minuten zentrifugiert, wodurch zirka 3 ml

Erythrozytenpellet erhalten wurde. Das Pellet wurde anschlieRend an der Sterilbank mit 50
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ml Kulturmedium resuspendiert und in einen Erlenmeyerkolben tberfihrt, in dem bereits 100
ml vorgewarmtes Kulturmedium vorgelegt war, so dass ein Endvolumen von 150 ml erreicht
wurde. Die Kultur wurde in einem Inkubator mit einem Gasgemisch von 10% O,, 5% CO,,
85% N, bei 37°C Uber Nacht bei 77-80 rpm vorsichtig geschittelt. Wahrend dieser Zeit
reiften die meisten Parasiten zu Schizonten. Am nachsten Tag erhielt man ein hohes

Schizonten/Gametozyten-Verhaltnis in der Ubernachtkultur.

2.24.3.3 Isolation der Schizonten und Elektroporation

Die P. berghei bzw. P. yoeli Transfektion erfolgte durch Elektroporation einer
Erythrozytenkultur von Schizonten-Stadien mit der Ethanol-gefallten Plasmid-DNA.

Die Ubernachtkultur wurde nach 15-16 (P. berghei) bzw. 12 (P. yoelii) Stunden gestoppt und
die Qualitat mithilfe eines Blutausstriches (siehe Kapitel 2.2.4.1) bestimmt. Die Mehrheit der
Parasiten sollten reife Schizonten sein, die von den nichtinfizierten roten Blutkdrperchen
mithilfe einer Dichtegradienten-Zentrifugation getrennt wurden. Je 35 ml der Ubernachtkultur
wurde auf 4 Falcon-Rohrchen verteilt und mit 10 ml 55% (P. berghei) bzw. 60% (P. yoelii)
Nycodenz/PBS-Lésung  vorsichtig  unterschichtet. Es  folgte ein  25mintiger
Zentrifugationsschritt bei 1000 rpm und Raumtemperatur ohne Bremse. Dieser Schritt fihrte
zur Bildung eines Ringes aus Schizonten, welcher sich zwischen dem Nycodenz/PBS-
Gradienten und dem Uberstand aus Medium befand. Dieser Ring wurde mit Hilfe einer
Pasteurpipette abgenommen und in ein neues Falcon-Réhrchen gegeben, wobei Ringe von
zwei Falcon-Roéhrchen in ein neues Rohrchen tberfiihrt und auf 30 ml mit dem Uberstand an
Medium aufgefillt wurden. Es folgte ein 10mindtiger Zentrifugationsschritt bei 1000 rpm und
Raumtemperatur ohne Bremse.

Die anschliel3ende Elektroporation unterschied sich zwischen dem Biorad- und dem Amaxa-
Protokoll. Im Falle des Biorad-Protokolls wurden 100 ul des Schizonten-Pellets sofort zur
Plasmid-DNA gegeben und das Gemisch in einer Dbereits vorgekihlten
Elektroporationskivette einem elektronischen Impuls von 800 V und 25 pFD ausgesetzt. Die
Zeitkonstante lag zwischen 0,8 und 1,4 ms. Jeweils 200 pl elektroporierte Parasiten wurden
in die Schwanzvene von jungen Sprague-Dawley-Ratten (SD-Ratten) bzw. Mausen injiziert.
Im Fall des Amaxa-Protokolls wurde das Schizonten-Pellet in 10 ml Transfektionsmedium
resuspendiert und je 1 ml auf EppendorfgefaRe verteilt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt
von 5 sec bei 13200 rpm. Die Elektroporation fand mit Hilfe des Amaxa-Elektroporators
(Nukleofector) und des dazugehérenden Amaxa ,Human T-Cell Nucleofactor Kit* statt. Das
Erythrozyten-Pellet wurde in 100 pl ,Human T-Cell Solution® + 10 pul DNA
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(Transfektionsvektor, entspricht einer Konzentration von 5 pg) resuspendiert. Die Mischung
wurde in eine spezielle Amaxa-Kivette gegeben und unter Nutzung des Programms 33 des
~Amaxa Gene Pulsers" elektroporiert. Nachfolgend wurden 50 ul Transfektionsmedium in die
Klvette gegeben. Der Inhalt der Kivette mit den elektroporierten Parasiten wurde in eine

Spritze aufgenommen und je 50 pl intravends in 1-2 SD-Ratten bzw. Mause injiziert.

2.2.4.3.4 Parasiten-Selektion

Am Tag 1, dem ersten Tag nach der Elektroporation, hatten die injizierten Parasiten die Zeit
einen Blutstadienzyklus komplett und ohne Selektionsdruck zu durchlaufen. Sowohl die
Parasiten, die durch die Elektroporation die DNA mit dem DHFR-Resistenzmarker
aufgenommen haben, als auch die verbliebenen Wildtyp-Parasiten konnten sich vermehren.
In einem Giemsa-gefarbten Blutausstrich (siehe Kapitel 2.2.4.1) sollten einige Parasiten zu
sehen sein. Diese Mischpopulation wurde anschlieRend fur die Gewinnung der knock out-
Population selektioniert. 27 bis 30 Stunden nach der Elektroporation wurde mit der
Pyrimethamin-Behandlung begonnen. Diese Behandlung variierte bei den zwei

verschiedenen in dieser Arbeit verwendeten Transfektions-Protokollen.

Ablauf beim Biorad-Protokoll: Den Ratten wurde 25 mg/kg Korpergewicht Pyrimethamin
intraperitoneal injiziert und dies alle 24 Stunden wiederholt, bis keine Parasiten mehr im
Blutausstrich sichtbar sind. Gewo6hnlich dauerte diese Behandlung 3 bis 5 Tage. 8 bis 10
Tage nach der Elektroporation sollte eine Population Pyrimethamin-resistenter Parasiten
(parentale resistente Population) im Blutausstrich sichtbar werden. Diese Ratten wurden fir
weitere 2 bis 3 Tage mit Pyrimethamin behandelt, wahrend dieser Zeit sollte die Parasitamie
trotz Behandlung weiter ansteigen. Sobald die ersten Pyrimethamin-resistenten Parasiten
sichtbar wurden, wurde diese Population in eine naive SD-Ratte oder in NMRI-M&ause
transferiert. Dazu wurden dem parentalen Tier 50-100 pl Blut aus der Schwanzvene
entnommen, mit 200 pl PBS/Heparin verdinnt und intraperitoneal in naive Tiere injiziert.
Stieg bei diesen Tieren ebenfalls unter Pyrimethamin-Behandlung die Parasitamie an, erhielt
man somit noch eine weitere resistente Population aus den Transfer-Tieren. Der Transfer
gewabhrleistete eine weitere Selektion der resistenten Parasiten.

Ablauf beim Amaxa-Protokoll: Die Tiere wurden mit Pyrimethamin (70 ng/ml; pH 3,5-5,0)

behandelt, welches mit dem Trinkwasser Uber eine Periode von 7 bis 10 Tagen verabreicht
wurde. In den folgenden Tagen sollte die Wildtyp-Population sehr stark dezimiert sein und
somit keine Parasiten mehr auf den taglich angefertigten Blutausstrichen zu sehen sein. Erst

ab Tag 6-8 hatte sich eine parentale, Pyrimethamin-resistente Population so stark vermehrt,
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dass sie auf einem Blutausstrich nachweisbar war. In dieser parentalen Population befinden
sich trotz Selektion nicht ausschlie3lich knock out-Parasiten, sondern auch immer noch ein
gewisser Anteil an Wildtyp, der durch Mutation resistent geworden ist. Bei einer Parasitamie
von >1,5% wurde das Blut der Tiere mittels Herzpunktion enthommen. Es wurde mit dem
Blut auf dreierlei Wegen verfahren: (i) Es wurden Aliquots als Blutstabilate zur
Langzeitaufbewahrung angefertigt (siehe Kapitel 2.2.4.4), (i) ca. 150-200 pl Blut wurde
intraperitoneal in eine naive SD-Ratte bzw. NMRI-Maus transferiert und (iii) aus dem
restlichen Blut wurde die genomische DNA der parentalen Population fir die anschlieBende
Genotypisierung isoliert (siehe Kapitel 2.2.4.5). Auch von den sog. Transfer-Tieren wurden
taglich Blutausstriche gemacht und die Parasitdamie dokumentiert. Es wurde weiterhin durch
Behandlung mit Pyrimethamin-haltigem Trinkwasser selektioniert. Bei einer Parasitdmie von
>1,5% wurde auch diesen Tieren das Blut entnommen und wie oben beschrieben

weiterverarbeitet.

2244 Blutstabilate

Fur die langfristige Lagerung von Blutstadien der Parasiten wurden Stabilate angesetzt. Ein
Teil Blut wurde mit zwei Teilen freezing-solution gemischt und in ein 2 ml Kryo-Réhrchen

gegeben, welches sofort in flissigem Stickstoff eingefroren wurde.

2.24.5 Isolierung von Parasiten aus Blut und Aufbereitung der genomischen DNA

Um die roten Blutkérperchen von den restlichen Blutbestandteilen zu trennen, wurde das
Blut Uber eine Saule aufgearbeitet. Mit Hilfe von Glasperlen (unwashed, Sigma) wurden die
Thrombozyten von den restlichen Blutbestandteilen abgetrennt, au3erdem blieben an einer
Celluloseschicht die Leukozyten haften. Durch Waschen der Saule mit PBS wurden somit

unter anderem die infizierten Erythrozyten ausgespililt.

—— Glasperlen

Cellulose-Pulver

Watte

I
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Die Saule wurde aus einer 5 ml (fir Mauseblut) oder 20 ml (fir Rattenblut) Spritze mit jeweils
Watte, Cellulose-Pulver und Glasperlen hergestellt (siehe Skizze). Bevor das infizierte Blut
Uber die Saule gereinigt wird, wurde die Sdule mehrmals mit 1x PBS durchspiilt.

Die infizierten Erythrozyten konnten dann auf die aquilibrierte Saule gegeben und mit 1x PBS
eluiert werden. Das gereinigte Eluat wurde in 15 ml (M&use) bzw. in 50 ml (Ratten) Falcon-
Roéhrchen gesammelt. Die roten Blutkdrperchen wurden bei 1500 rpm fir 8 Minuten
pelletiert. Um die Zellwande der Erythrozyten zu lysieren, wurde das Pellet nach der ersten
Zentrifugation mit 0,2%-Saponin/PBS-Losung behandelt. Die freigesetzten Parasiten wurden
anschlieRend bei 2800 rpm fur weitere 8 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Das Parasitenpellet wurde in 1 ml PBS aufgenommen und in ein 1,5 ml Eppendorfgefal3
Uberfihrt. Dieses Gemisch wurde nachfolgend fir 2 Minuten bei 7000 rpm in der
Tischzentrifuge sedimentiert und das Pellet in 200 pl PBS resuspendiert. Zur Aufbereitung
der genomischen Parasiten-DNA aus den Erythrozyten wurde der QlAamp DNA Blood Kit
(Qiagen) verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die isolierte
genomische DNA wurde in 150-200 pl Elutionspuffer eluiert. Durch anschlieBende PCR mit
spezifischen Oligonukleotid-Kombinationen (siehe Kapitel 2.2.2.2.8) konnten die Parasiten

aus der Pyrimethamin-resistenten Population analysiert werden.

2.2.4.6 Klonierung von Parasiten

Fur die Isolierung einer klonalen Population aus einer gemischten Parasiten-Population
(Wildtyp und genetisch veranderte Parasiten) wurde das Blut mit der entsprechenden
Parasiten-Population so weit verdinnt, dass ein Parasit pro Maus injiziert werden konnte.
Dazu wurde der infizierten Ratte bzw. Maus das Blut entnommen, wenn die Parasitdmie
Werte zwischen 0,1 und 1% erreicht hat (Thaty und Menard, 2002). Hierbei ist zu beachten,
dass die Parasitamie sehr exakt ausgezahlt werden musste, um die Anzahl der infizierten
Erythrozyten berechnen zu kénnen.

Nach folgender Formel liel3 sich die Anzahl infizierter Erythrozyten bestimmen:

7 x 10°%(Erythrozyten/ul Blut) x Parasitamie x 10 Parasiten/pl.

Mit RPMI-Medium wurde das Blut entsprechend verdiinnt, so dass sich statistisch gesehen
nur ein Parasit in 100 pul Medium befand. Diese Verdinnungen wurden in jeweils 15-20
NMRI-Mause intravends injiziert. Nach 8 bis 10 Tagen wurde die Parasitamie der Mause mit
Giemsa-gefarbten Blutausstrichen Uberpriift. Sobald die positiven Méause eine Parasitdmie
von Uber 2% erreichten, wurde das Blut durch Herzpunktion entnommen. 100 ul des Blutes

wurden als Kryostabilat in Flissigstickstoff weggefroren (siehe Kapitel 2.2.4.4) und von den
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restlichen 900 pl wurde die genomische DNA der Parasiten isoliert (siehe Kapitel 2.2.4.5).
Bei dieser wurde anschlieRend mittels PCR getestet, ob es sich um eine klonale Population
handelte (siehe Kapitel 2.2.2.2.8).

2.2.4.7 Untersuchung der Exflagellation von P. berghei Gametozyten

Bevor Anopheles-Moskitos ihre Blutmahlzeit an P. berghei-infizierten Mausen vornehmen
konnten, musste sichergestellt werden, dass die mannlichen Gametozyten ausreichend
exflagellieren. Normalerweise findet die Exflagellation, d.h. die Differenzierung des
Mikrogamonten in vier bis acht Mikrogameten, im Darm des Moskitos statt. Exflagellation
kann unter anderem durch einen Temperaturabfall von 2-5°C induziert werden [181]. Diese
Eigenschaft macht man sich in vitro zunutze, indem man die Parasiten aus dem Blut der
Maus von 37°C auf Raumtemperatur bringt. Dazu wurde der Maus durch Schwanzpunktion
ein Tropfen Blut entnommen, dieser auf einen Objekitrager gegeben und mit einem
Deckglaschen bedeckt. Nach etwa 10 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Parasiten
bei 40-facher VergréRerung auf Exflagellation dberprift. Wenn man pro Gesichtsfeld
durchschnittlich 4-6 exflagellierende Mikrogamonten sah, wurde das Tier fur eine

Blutmahlzeit verwendet.

2.25 Tierexperimentelle Methoden

2.2.5.1 Andasthesie und Blutentnahme von Ratten und Mausen

Fur die Isolierung der Parasiten aus dem Blut der Mause bzw. Ratten mussten die Tiere
zunachst betdubt werden. Dazu setzte man das Tier in einen Glasbehdlter, der mit
Diethylather getrankte Tlcher enthielt. Nach 1-2 Minuten waren die Tiere betdubt und
schmerzfrei und das Blut konnte mittels Herzpunktion mit einer heparinisierten Spritze
entnommen werden. Das Blut wurde nachfolgend fur die Herstellung von Blutstabilaten
(siehe Kapitel 2.2.4.4), fur die Isolierung genomischer DNA (siehe Kapitel 2.2.4.5) oder fir

die Injektion (siehe Kapitel 2.2.5.2) naiver Tiere genutzt.

2252 Applikationsmethoden

Fir die Infektion der Ratten bzw. Mause mit den Parasiten stehen verschiedene

Applikationsmethoden zur Verfigung. Fir die intraperitoneale (i.p.) Injektion wurde das Tier
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entsprechend fixiert, wahrend unter die Bauchdecke injiziert wurde. Fir eine intravendse
(i.v.) Injektion wurde das Tier in eine Glasréhre gesetzt und der Schwanz in warmes Wasser
getaucht, damit die Venen besser sichtbar waren, dann fand die Injektion in eine der

Schwanzvenen statt.

2.2.6 Zellbiologische Methoden

2.2.6.1 Anopheles-Moskito Methodik

Nach der Aufnahme von Gametozytenstadien aus dem infizierten Blut der Ratten bzw.
Mausen wahrend der Blutmahlzeit entwickeln sich die Parasiten im Mitteldarm der
Anopheles-Miicke zu Oozysten (Detailbeschreibung des Plasmodium-Lebenszyklus, siehe
Einleitung).

Um Oozysten untersuchen zu konnen, wurde den weiblichen Anopheles-Moskitos der
Mitteldarm herausprapariert. Die Oozysten konnten dann direkt unter dem Lichtmikroskop
angeschaut und ausgewertet werden. Normalerweise haben sich bereits zwischen Tag 9 und
11 nach der Blutmahlzeit die ersten Oozysten in den Mitteldarmepithelien gebildet. Die
Anzahl der Oozysten pro Moskito-Mitteldarm geben Auskunft Uber die Infektivitat des
einzelnen Moskitos.

Zur lIsolation der Mitteldarme wurde die gewlnschte Anzahl an Moskitos aus dem Kafig
abgesaugt und durch einen Kalteschock von 3 Minuten bei -20°C betaubt. Die betaubten
Moskitos wurden nacheinander auf eine Glasplatte mit RPMI/3% BSA gegeben und die
Mitteldarme unter dem Binokular durch Beseitigen des Abdomens herausprapariert. Die
isolierten Mitteldarme wurden auf einem Objekttrager mit RPMI/3% BSA abgelegt und mit
einem Deckglas bedeckt. Somit konnten die Mitteldarme direkt unter dem Lichtmikroskop auf
die Anwesenheit von Oozysten untersuchen werden.

Zur Gewinnung von Mitteldarm-Sporozoiten wurden zunéchst die Mitteldarme, wie oben
bereits beschrieben, isoliert. Die Isolierung erfolgte an Tag 14 nach der infektiosen
Blutmahlzeit, da zu diesem Zeitpunkt die Heranreifung der Oozysten im Mitteldarm bereits
vorangeschritten ist und erste Mitteldarm-Sporozoiten freigesetzt werden. Nach der
Préparation der Mitteldarme wurden diese in einem Eppendorfgefald gesammelt und mithilfe
eines Stolels homogenisiert. Dieses Homogenisat aus Mitteldarm, Sporozoiten und
RPMI/3% BSA wurde fir 3 Minuten bei 1000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand, in
dem sich die Sporozoiten befanden, wurde in ein neues Eppendorfgefal3 tberfuhrt. Die

pelletierten Mitteldarme wurden erneut mit ca. 300 pl RPMI/3% BSA versetzt und ein zweites
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Mal homogenisiert. Nach dem zweiten Zentrifugationsschritt wurden beide Uberstande
vereinigt.

An Tag 14 bis 18 nach der Blutmahlzeit wurden die Speicheldriisen-Sporozoiten aus den
Moskitos isoliert. Dazu wurden den betaubten Anopheles-Moskitos die Speicheldriisen
herauspréapariert und in einem 1,5 ml EppendorfgefaR mit RPMI/3% BSA gesammelt. Zur
Gewinnung der Speicheldrisen-Sporozoiten wurde auch dieses Gemisch aus
Speicheldrisen und RPMI/3% BSA homogenisiert und wie oben beschrieben

weiterbehandelt.

226.11 Bestimmung der Sporozoitenzahl

Um die genaue Anzahl der Sporozoiten aus dem Mitteldarm sowie aus den Speicheldriisen
pro Moskito bestimmen zu kdnnen, wurden die Sporozoiten-Suspensionen in geeigneter
Verdinnung in der Neubauer-Zahlkammer nach folgender Formel ausgezabhilt:
(Anzahl Sporozoiten in 4 Quadraten/4) x 10 x Verdinnung = Anzahl Zellen/ul,
Anzahl Sporozoiten/ul x Volumen der Suspension/Anzahl Moskitos/Infektivitat = Anzahl der

Sporozoiten pro Moskito.

2.2.6.2 Plasmodium berghei-spezifische zellbiologische Experimente

2.2.6.2.1 Gliding Motility-Assay der Plasmodium berghei Sporozoiten

Mit Hilfe dieser Methode konnte das typische Bewegungsmuster der Sporozoiten untersucht
werden. Beim gliding Uber eine BSA-beschichtete Oberflache hinterlassen Sporozoiten eine
Spur von Oberflachenproteinen, welche durch Antikérper angefarbt werden kann.

Hierzu wurde ein 8 well Objekttrager mit je 30 ul RPMI/3% BSA pro well fir 15 Minuten bei
37°C inkubiert, um die Oberflache mit BSA zu bedecken. Dann wurden fur weitere 15
Minuten bei 37°C die isolierten Sporozoiten auf die beschichteten wells des Objekttragers
zugegeben. Diese wurden anschlief3end fur 10 Minuten mit 4% Paraformaldehyd fixiert.
Nach dem Fixierungsschritt erfolgten Waschschritte mit PBS/1% FCS und ein 15minitiger
Blockierungsschritt mit PBS/10% FCS bei 37°C. Als erster Antikorper wurde anti-PbCSP fir
45 Minuten bei 37°C auf die Sporozoiten gegeben. Nach dreimaligem Waschen mit PBS/1%
FCS wurden die Sporozoiten mit dem sekundaren Immunfluoreszenz-Antikorper anti-Maus
Alexa-Fluor 488 inkubiert. Drei letzte Waschschritte erfolgten, bevor das Préaparat mit 50%
Glyzerol in PBS eingebettet und mit Nagellack luftdicht verschlossen wurde. Die
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Bewegungsspuren der Sporozoiten konnten nachfolgend direkt unter dem

Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden.

2.2.6.1.2 EEF-Entwicklungsassay mit P. berghei Speicheldriisen-Sporozoiten

Bevor Plasmodium Parasiten die Erythrozyten infizieren, durchlaufen die Sporozoiten in den
Hepatozyten ein Stadium der Schizogonie, bei dem sie als Exo-erythrozytare Form (EEF)
vorliegen. In vitro kbnnen diese Stadien in Hepatozyten-Zellen (HepG2/Huh7) kultiviert und
nach Antikdrperfarbung analysiert werden [61].

Zur Analyse von EEF-Formen wurden 1 Tag vor dem Experiment die Hepatozyten (Huh7
oder HepG2) in Chamberslides (Nunc, Wiesbaden) ausplattiert und bis zur Konfluenz
kultiviert. Dazu wurden die Zellen in einer Konzentration von 3 x 10*well (Gesamtvolumen
400 pul) ausgesat und bei 37°C inkubiert. Fir das Experiment wurden in 100 gl Suspension
10000 Sporozoiten pro well pipettiert und fur die Invasion der Sporozoiten in die Hepatozyten
90 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach der Invasion der Sporozoiten wurde die Suspension von
den Zellen abgenommen, die Hepatozyten mit vorgewarmtem Kulturmedium bedeckt und
Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am Tag 2 wurde das Medium morgens und abends
gewechselt und nach 48 Stunden wurden die Zellen mit kaltem Methanol fur 10 Minuten
fixiert und dreimal mit PBS/1% FCS gewaschen. Nach einem 30minltigen
Blockierungsschritt mit PBS/10% FCS bei 37°C wurden die Zellen mit dem priméren
Antikorper anti-PbCSP bzw. anti-PbHSP70 und dem sekundaren Antikdrper anti-Maus
Alexa-Fluor 488 inkubiert und anschlielend wurde das Praparat eingebettet (siehe oben)
und luftdicht verschlossen. Die Entwicklung von Speicheldriisen-Sporozoiten konnte auch zu
jedem anderen beliebigen Zeitpunkt nach der Invasion in Hepatozyten gestoppt werden.

2.2.6.1.3 [3H] Hypoxanthin-Test

Der [3H] Hypoxanthin-Test arbeitet mit Hypoxanthin, einem Baustein der
Nukleinsduresynthese der Plasmodien. In diesen Verfahren werden die Parasiten
Medikamenten nur flr einen kurzen Zeitraum ausgesetzt. Die Plasmodien werden fir 16
Stunden in verschiedenen Medium-Medikamenten-Verdinnungen inkubiert. Das
normalerweise dem Medium zugesetzte Hypoxanthin fehlt. Anschlielend gibt man mit
Tritium radioaktiv markiertes Hypoxanthin hinzu, inkubiert weitere 8 h und misst nach Ernten
der Plasmodien Uber einen Glasfilter, in wie weit der normalerweise stattfindende

Hypoxanthineinbau durch die Anwesenheit des Medikamentes gehemmt wurde. Die
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Ergebnisse werden als ICso-Werte dargestellt (Effektive Dosis, die verglichen mit den
Kontrollgruppen, den Einbau zu 50% hemmt).

Fur den Testansatz (Protokoll freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Sergio Wittlin,
Basel, Schweiz) wurden zunachst Ausstriche der mit Plasmodien-infizierten Mause
hergestellt und die Parasitamie bestimmt. Von einer infizierten Maus mit einer Parasitdmie
von 1 bis 5% wurde mit Herzpunktion 1 ml Blut enthommen und in ein steriles
Eppendorfgefald tberfihrt. Die Erythrozyten wurden in der Zentrifuge bei 3500 rpm fir 5
Minuten pelletiert, der dabei entstehende Plasma- und buffy coat-Uberstand wurde
verworfen. Nach einmaligem Waschen der Erythrozytenpellets in screening-Medium wurden
500 ul der roten Blutzellen mit 9,5 ml desselben Mediums gemischt, um einen Hamatokrit
von 5% zu erhalten. Nach Vorbereitung der Parasiten wurden die 96 well Platten fur den

Assay vorbereitet. Die Abb. 2.2 zeigt die generelle Platteneinteilung.

l|_'-'|_=|-1|:|é|.-|3£|]v|.]|l:
Pasitivkeotrolla Mapatvkonmolle

Feferenz- | Fefersnz- Tesi- Tast- Test- Tast-
Substanz | | Sobstanz 1 | Substanz | | Substapz 2 | Substanz 3 | Substanz 4

EEECEECE

Abb. 2.2: Schema der Mikrotiterplatten-Aufteilung im P. berghei [3H] Assay

Jede Vertiefung einer 96 well Mikrotiterplatte erhielt 100 pl screening-Medium. In je zwei
nebeneinander liegende Kammern der Reihe B wurden nachfolgend 100 pl der
Anfangsverdinnung einer Substanz gegeben. Durch Umpipettieren von 100 ul aus dieser
Reihe in die darunter liegende ergab sich eine Serienverdinnung von 1:2. So wurde bis zur
Reihe H verfahren und der Uberstand verworfen. Reihe A blieb ohne Substanz. Auf diese
Weise konnten sechs Substanzen pro Platte in je sieben Konzentrationen untersucht
werden. In samtliche Vertiefungen der Platte bis auf A9-A12 wurden anschlieRend 100 pul der
vorbereiteten Plasmodien gegeben. Die Kammern A9-Al2 erhielten 100 ul einer 5%igen
Erythrozytensuspension in screening-Medium als Negativkontrolle, A1-A9 dienten als
Positivkontrolle. Die Ansatze wurden mindestens 16 Stunden inkubiert (3% O,, 3%CO,, 94%
N,). Danach wurde jeder Kammer der Platten 50 pl 3H-Hypoxanthin-Losung hinzugefugt und
erneut fur 8 Stunden inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Testplatten in
einen Zellharvester gegeben, der die Zellen hamolysierte und auf eine Glasfaser-Filtermatte
transferierte. Diese wurde mit 10 ml Szintillationsflissigkeit in eine Folie eingeschweil3t und
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in einen Szintillationscounter gegeben. Nach Konvertierung der Daten in Excel-Format

erfolgte die Ermittlung der ICso-Werte.

2.2.6.1.4 Plasmodium berghei in vivo Wachstumsvergleichs-Test

Um in vivo einen Vergleich der Entwicklung verschiedener P. berghei Parasiten-
Populationen anstellen zu kdnnen, wurde ein Wachstumsvergleichs-Test angewandt. Hierfur
wurde das Blut mit den entsprechenden Parasiten so weit verdinnt, dass 1000 Parasiten pro
Maus injiziert werden konnten. Dazu wurde der infizierten Maus das Blut entnommen, wenn
die Parasitamie Werte zwischen 0,1 und 1% erreichte (Berechnung siehe Kapitel 2.2.4.7).
Mindestens funf Mause wurden mit jeweils 1000 Blutstadien-Parasiten der entsprechenden
Population intravends infiziert und der Verlauf der Parasitamie durch Giemsa-gefarbte
Blutausstriche (siehe Kapitel 2.2.4.1) alle 12 Stunden untersucht. Derselbe Ansatz wurde
gewahlt, um in vivo die Sensitivitdt verschiedener Plasmodium-Populationen gegen
Methylenblau (MB) zu untersuchen. Die Behandlung mit 50 mg/kg KGW MB startete direkt

nach Injektion der Parasiten.

2.2.7 Proteinbiochemische Methoden

22.7.1 Herstellung und Reinigung von Proteinen

22711 Gewinnung von Proteinextrakten aus Plasmodium berghei-Blutstadien

P. berghei-Blutstadien wurden wie bereits oben beschrieben aus den infizierten Ratten bzw.
Mausen isoliert. Das entstehende Parasitenpellet wurde im Verhéltnis 1:1 mit 4 M
Harnstoffpuffer gemischt, somit erhielt man eine Endkonzentration von 2 M Harnstoff.
Danach erfolgte die Zugabe der Proteasinhibitoren Pefablock (Endkonzentration 1 mg/mi
Parasitenpellet) und Complete (40 pl/ml Parasitenpellet). Diese Mischung wurde 3-4x in
fluissigen Stickstoff getaucht und zwischendurch aufgetaut, diese Schritte ,knacken“ die
Parasitenzellwand und ermdglichen die Freisetzung der zytosolischen Proteine. Es schloss
sich ein Zentrifugationsschritt in der Ultrazentrifuge an (50000 rpm, 4°C). In dem
entstehenden Uberstand befanden sich die gelosten Plasmodium-Proteine, deren
Konzentration nach Bradford bestimmt wurde (siehe Kapitel 2.2.7.4.1) und welche
nachfolgend im Western Blot (siehe Kapitel 2.2.7.4.2) eingesetzt wurden.
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22.7.1.2 Herstellung von Proteinrohextrakten

Die wie im Kapitel 2.2.1.1.5 beschrieben gewonnene Zellsuspension wurde ggf. auf Eis
aufgetaut und mit US-Puffer, welcher zuséatzlich 0,2 mg/ml Lysozym sowie 1 mg/ml DNAse |
enthielt, auf 10 ml aufgefillt. Diese Mischung liel3 man im Eisbad 30 min ruhren, Gberfihrte
sie in einen Zentrifugenbecher und zerstort die Zellen zusatzlich durch 3 Pulsfolgen a 35 sec
mit jeweils 10 sec Pause bei 70%iger Leistung des Ultraschallgerats. Im Uberstand nach
30minttiger Zentrifugation bei 16000 rpm (31000 g, 4°C) befand sich der Inhalt des E. coli-
Zytosols einschlieRlich der tiberexprimierten Proteine. Dieser Uberstand wurde auf eine mit

US-Puffer quilibrierte Saule mit Ni-NTA-Agarose aufgetragen.

2.2.7.2 Affinitatschromatographie an Ni-NTA-Agarose

Der Plasmidvektor pET-28a(+) enthalt N-terminal der eingefuigten Sequenz die Kodierung fur
einen Hexahistidyl-Tag (sowie optional die Mdoglichkeit eines C-terminalen His-Tags),
welcher durch seine Bindung an Ni** die Aufreinigung aus einem Proteinextrakt durch Metall-
Affinitats-Chromatographie  erméglicht. Das S&ulenmaterial besteht aus Nickel-
Nitrilotriessigsaure, welches an Sepharose CL-6B gekoppelt ist. Die durchschnittliche
Bindungskapazitat dieses Materials liegt bei 5-10 mg markiertem Protein pro mi
Saulenmaterial.

Das Saulenmaterial wurde in einer Glassaule mit Glasfritte sedimentiert und mit mindestens
3 Saulenvolumen (SV) US-Puffer aquilibriert. Die Aufgabe der Proteinlésung erfolgte mit
einer Geschwindigkeit von 8-10 sec pro Tropfen, der anschlieende Waschschritt mit 3 SV
US-Puffer mit 4-6 sec pro Tropfen. Danach wurde mit LOsungen steigender
Imidazolkonzentrationen in US-Puffer gewaschen. Dabei sollten zunéchst schwécher
gebundene Proteine durch Imidazol von der Bindungsstelle verdrangt werden, um das
gewtinschte Protein danach mdglichst sauber zu eluieren. In Falle der Aufreinigung von Plrx
wurde die Saule nach Auftrag der Proteinlésung mit 5 SV US-Puffer und dann mit 5 SV 20
mM Imidazol gewaschen, gefolgt von 5 SV 75 mM Imidazol und letztlich 2 SV 200 mM
Imidazol als Elutionsschritte. Nach der Elution des exprimierten Proteins wurde die Séule mit
5 SV 500 mM Imidazol gewaschen, mit US-Puffer nachgespult (mindestens 5 SV) und das
Saulenmaterial in 20% Ethanol gelagert. Die Fraktionen der Reinigung wurden mittels SDS-
PAGE kontrolliert (siehe Kapitel 2.2.7.3) und proteinhaltige Fraktionen mittels Ultrazentrifuge
(Centriprep 10k) eingeengt.
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2.2.7.3 Kontrolle mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die Elektrophoresemethode nach Lammli (Polyacrylamid-Gelelektrophorese = PAGE) [38]

trennt Proteine gemalf ihrem Molekulargewicht in einem Polyacrylamidgel auf. Neben dem
Molekulargewicht gibt es weitere Protein-Eigenschaften, wie beispielsweise die Faltung,
welche die Laufeigenschaften beeinflussen. Um diese zu vermeiden, werden die Proteine in
der Regel vor dem Auftrag reduziert und denaturiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
ausschlieB3lich denaturierende Gele verwendet und es wurde unter reduzierenden
Bedingungen gearbeitet. Das Gel besteht prinzipiell aus zwei Abschnitten, dem grof3porigen
Sammelgel (3,6% Acrylamid, pH 6,8) und dem engporigen Trenngel (10-15% Acrylamid, pH
8,8). Die Proteine, die durch im Probenpuffer enthaltenes B-Mercaptoethanol reduziert
werden und durch das SDS eine negative Ladung erhalten, werden zunachst im Sammelgel
konzentriert, um dann im Trenngel nach ihrer molekularen Masse aufgetrennt zu werden. Im
Rahmen dieser Arbeit kamen je nach GroRRe des zu kontrollierenden Proteins 10-15%ige
Trenngele zum Einsatz. Beispielhaft gibt die in diesem Kapitel gezeigte

Tab. 2.3 die Rezepte fiir vier 15%ige Gele, einschlie3lich 4%igen Sammelgelen, wieder.

Chemikalien Volumina der Chemikalien fur | Volumina der Chemikalien fur
das Trenngel (15%) das Sammelgel (4%)

H,O 3,6 ml 3,05 ml

Puffer pH 8,8 3,75 ml 1,25 ml

Acrylamid/Bis 7,5 ml 0,65 ml

SDS (10% in H,O) | 0,5 ml 0,05 mi

10 % APS 75 pl 25 pl

TEMED 75l 5 ul

Tab. 2.3: Rezept fir vier 15%ige SDS-Gele einschlie3lich der Sammelgele (4%)

Nach dem GiefRen wurde das Trenngel mit Ethanol tberschichtet und polymerisierte in etwa
1 Stunde aus. AnschlieRend wurde das Ethanol abgegossen und mit einem Papiertuch
vollstandig abgenommen, daraufhin wurde das Trenngel mit dem Sammelgel tGberschichtet.
Nach Polymerisieren des Sammelgels (ca. 30 min) wurde das Gel vertikal in eine mit SDS-
Kammerpuffer gefillte Gelkammer gesetzt. Zur Probenvorbereitung wurde die Proteinldsung
mit Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95°C zur besseren Denaturierung inkubiert. Die
Auftragung der Proben erfolgte nach Abkihlung und kurzer Zentrifugation. Die

Elektrophorese wurde in geschlossener Kammer bei einer Spannung von 120 V
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durchgefuihrt. Erreichte die Indikator-Front das untere Gelende, so wurde die Spannung
abgeschaltet, das Gel entnommen und gefarbt. Die in dieser Arbeit durchgefiihrte
Farbemethode war die Farbung mit Coomassie-Blau. Hierfir wurde das Gel 20 min in der
Coomassie-Farbelosung auf dem Horizontalschittler bewegt und nach Abspulen mit H,O
zweimal fir jeweils 20 min in 40%igem Methanol mit 10%iger Essigsaure entfarbt. Die
Proteinbanden blieben gefarbt und die GréRe des Proteins konnte anhand des Markers

abgeschatzt werden.

2274 Proteinanalysen

22741 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen der gesammelten Fraktionen im Falle der
Aufreinigung von rekombinantem PbPIrx bzw. der erstellten Parasitenproteinlésungen fir
Western Blot erfolgte sowohl nach der Methode von Bradford [29] als auch bei 280 nm im
Biophotometer (mit dem jeweiligen Elutionspuffer als Nullabgleich).

- Proteinbestimmung nach Bradford

Der Quick Start BioRad Bradford Assay basiert auf der pH-abh&ngigen Farbanderung von
Brilliant Blue G-250 bei Reaktion mit Proteinen. Dabei bindet der Farbstoff in erster Linie an
basische und aromatische Aminosdurereste [41]. Mit einer Albumin Standardlésung
(Rinderserumalbumin, 2 mg/ml) wurde eine Verdinnungsreihe (1-20 pug/ml) sowie von der zu
bestimmenden Probe eine ungefahre Verdinnung innerhalb der Messreihe hergestellt. Die
Standardproben, eine Leerprobe und die zu bestimmende Proteinprobe wurden mit der
fertigen BioRad Farbstofflosung versetzt und nach 15 min wurde die Absorption bei einer
Wellenlange von 595 nm gemessen. Von allen Ansdtzen wurden Doppelbestimmungen
durchgefuhrt und der Mittelwert berechnet. Nach Abzug der Leerwertabsorption wurde der
Probewert in die Geradengleichung der Eichkurve eingesetzt.

- Andere Proteinbestimmungen

Eine einfache Methode zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen ist die Messung der
Absorption bei 280 nm, die im Wesentlichen vom Gehalt an den aromatischen Aminosauren
Tyrosin und Tryptophan, aber auch von Cystin (je nach Oxidationszustand) bestimmt wird.
Bei bekannter Aminosauresequenz kann der molekulare Extinktionskoeffizient g;g0nm ermittelt
werden. Er ergibt sich aus der Summe der Absorption von Tryptophan-, Tyrosin- und
Cystinresten bei 280 nm (g2gonm [MM™cm™] = Ny » 5,5 mM™*em™ + npy, » 1,49 mM™em™ + neys.

s-s-cys® 0,125 mM'lcm'l). Enthalt das Protein FAD, muss dessen Eigenabsorption bei 280 nm
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mit bertcksichtigt werden. Unter Einbeziehung des Lambert-Beerschen Gesetzes kann die
Konzentration berechnet werden. Da die Absorption bei 280 nm relativ stark ist, wird diese
Berechnung fir verdiinnte Proben herangezogen.

Konzentrationen von Flavoproteinen wie der TrxR [75] und der GR kdnnen auch allein durch
das Absorptionsmaximum ihres Cofaktors FAD bei 463 nm (es3m = 11,3 mM'lcm'l)
photometrisch bestimmt werden. Diese Konzentrationsberechnung gilt in der Regel fir

unverdiinnte Proteinlésungen.

2.2.7.4.2 Immunologischer Proteinnachweis (Western Blot)

Grundsatzlich stehen das wet blot-Verfahren mit vertikalem Gel bei 4°C und das semidry-
Verfahren mit horizontalem Gel bei Raumtemperatur zur Verflgung. Letzteres fand im
Rahmen dieser Arbeit Anwendung. Die SDS-PAGE wurde wie in Kapitel 2.2.7.3 beschrieben
durchgefihrt. Vor dem Zusammenbau der Blot-Apparatur wurden die Geltransferpapiere in
den verschiedenen Puffern fir 15 min vorinkubiert (drei Papiere in Anodenpuffer I, zwei in
Anodenpuffer 1l und 5 in Kathodenpuffer). Die PVDF-Membran (Roth) wurde fir 1 min mit
Methanol aktiviert und anschlieRend sofort im Anodenpuffer | &quilibriert. Die Graphitplatten

des Blot-Gerats wurden mit Wasser gesattigt und der ,Sandwich” wie folgt geschichtet:

Anode
3 Filterpapiere Anodenpuffer 1 {
2 Filterpapiere Anodenpuffer 11
Membran in Anodenpuffer 11
Gel in Kathodenpuffer
5 Filterpapiere Kathodenpuffer {
Kathode

Abb. 2.3: Aufbau eines semidry-Blots

Dabei wurden Luftblasen durch Rollen mit einem Glasstab entfernt. Mit 0.8 mA/cm? wurde fiir
55 min geblottet. Die Proteine, durch die SDS-Beladung immer noch negativ geladen,
wandern dabei in Richtung Anode und werden auf der PVYD-Membran festgehalten. Letztere
wurde direkt in TBS Uberfiihrt. An dieser Stelle erfolgte zur Kontrolle eine reversible Farbung
der Membran mit Ponceau-S (5 min). Zum immunologischen Nachweis wurde nach der
Kontrollfarbung kurz mit Aquages:. gewaschen. AnschlieBend wurden unspezifische

Bindungsstellen mit 5% Magermilchpulver in TBST-Puffer (w/v) bei 4°C Gber Nacht geblockt.
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Daraufhin wurde zu dieser Blockierungslésung der erste Antikdrper (Verdinnung je nach
Antikdrper 1:500 bis 1:2000, z.B. anti-Kaninchen PbPIrx) fur 1 h schwenkend inkubiert
(Wippe). Es folgten 2 x 10minitige und daraufhin noch 2 x 5minitige Waschschritte in TBST.
Nachfolgend wurde die Membran 1 h in dem 1:1000 verdiinnten Zweitantikorper, der an
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist (z.B. anti-Kaninchen IgG-HRP, wiederum in 5%
Magermilchpulver), inkubiert und gewaschen wie beschrieben.

Zum Sichtbarmachen wurde einerseits die Peroxidaseaktivitat des Zweitantikbrpers genutzt
oder andererseits das deutlich sensitivere ECL-KIT zur Fluoreszenzfarbung (Amersham,
Freiburg) verwendet. Die erste Methode erforderte das Inkubieren des Blots fur 2-10 min in
Entwicklerlésung, die Silber enthielt. War die gewlnschte Intensitat erreicht, wurde die
Reaktion durch Waschen in Wasser gestoppt. Die zweite Methode unter Verwendung des
Kits erfolgte nach Herstellerangaben. Dabei wurde je 1 ml der beiden Losungen gemischt
und auf die noch feuchte Membran pipettiert. Nach 1 min lie3 man das Gel abtropfen, legte
Frischhaltefolie glatt dartiber, daraufhin in der Dunkelkammer einen Film der entsprechenden
Grol3e, und belichtete in einer lichtdichten Box fir 1 min bis Gber Nacht. Schloss sich an die
ECL-Prozedur eine weitere Nachweisreaktion an, wurden die Blots grindlich in Aquages:.
gewaschen und anschlieBend nach Angaben des Herstellers mit dem Restore™ Plus
Western Blot Stripping Buffer (Pierce) inkubiert. AnschlieBend wurde die Abschwemmung
der Primar- und Sekundarantikbrper durch einen ECL-Test Uberprift, bevor sich die zweite
Nachweisreaktion anschloss. In der vorliegenden Arbeit diente die zweite Nachweisreaktion
der Ladungskontrolle des Western Blots; diese wurde mit einem anti-Dictyostelium
discoideum actin Antiserum durchgefiihrt. Dieses Antiserum kreuzreagiert mit den Aktinen
der Apikomplexa-Parasiten und wurde freundlicherweise von Dr. Markus Meissner

(Heidelberg) zur Verfigung gestellit.

22743 Enzymkinetik

Alle im Folgenden geschilderten Messungen wurden in einem temperierten Spektral-
Photometer bei 25°C durchgefiihrt. Ublicherweise wurden die Messungen in einem Volumen
von 1 ml Uber einen effektiven Lichtweg von 1 cm durchgefihrt. Abweichungen von diesen
Parametern sind gesondert im Ergebnisteil vermerkt.

Berechnung kinetischer Parameter

Grundsatzlich erfolgte die Berechnung kinetischer Parameter auf der Basis der Gleichungen
von Michaelis-Menten. Vorraussetzung ist, dass sich die Aktivitdit eines Enzyms bei

steigender Substratkonzentration einem Maximum anndhert und es dann zu keinem weiteren
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Geschwindigkeitsanstieg sondern einer Abflachung der Kurve kommt. Die Geschwindigkeit

berechnet sich dann als:

Vmax :E: [5]
K, + |S|

v =

Als Enzymeinheit wurde hier statt der giiltigen SI-Einheit katal [molxs™] die gebrauchlichere
Einheit Unit [umol x min™'] verwendet. Dabei entspricht 1 Unit 1.67 x 10 katal. Die Michaelis-
Konstante Ky, entspricht dabei der Substratkonzentration, bei der v = %2 V5« €ntspricht. Unter
der Voraussetzung, dass der Zerfall des Enzym-Substratkomplexes zum Produkt wesentlich
langsamer ablauft als der Zerfall in die Ausgangskomponenten, entspricht Ky ferner der
Assoziationskonstante des Komplexes [ES] und ist somit ein Mal} fir die Affinitat des
Enzyms zum Substrat. Nach Lineweaver und Burk lasst sich der in der obigen Formel
wiedergegebene Zusammenhang als lineare Gleichung im Koordinatensystem darstellen,
auf dessen x-Achse der Kehrwert der Substratkonzentration und der y-Achse der Kehrwert
der Reaktionsgeschwindigkeit aufgetragen wird. Die Michaelis-Konstante Ky, ergibt sich dann
als Kehrwert des Schnittpunktes mit der x-Achse, Vmax entspricht dem Kehrwert des
Schnittpunktes mit der y-Achse. Beides lasst sich nach Bestimmung der Geraden zugrunde

liegenden Formel gemal} Lineweaver-Burk berechnen.

1 K, I
vV, 1TV

miax max

Unter dem Begriff der ,spezifischen Aktivitat* wird die Maximalgeschwindigkeit des Enzyms
bezogen auf das Molekulargewicht verstanden (U/mg).
Aus der Maximalgeschwindigkeit und der verwendeten Enzymkonzentration lasst sich ferner

die Wechselzahl ks, d. h. der Substratumsatz pro Enzymmolekil und Zeiteinheit berechnen.

22744 NAD(P)H Autooxidations-Aktivitat der Disulfidreduktasen

Bei 25°C in Anwesenheit von 100 uM NAD(P)H und atmosphéarischen Sauerstoff wurde der
NAD(P)H-Umsatz bei 340 nm verzeichnet; dies geschah zuerst in Abwesenheit und
nachfolgend in Anwesenheit der untersuchten Enzyme. Die dieser Reaktion innewohnende
NAD(P)H Autooxidations-Aktivitdt wurde - nach Korrektur auf spontane NAD(P)H
Oxidationsrate — kalkuliert [25]. Bei pH 5 war die erscheinende NAD(P)H Autooxidations-
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Aktivitat der P. falciparum GR 40-fach erhdht im Vergleich zur Autooxidations-Aktivitat bei pH
7.

2.2.7.4.5 MB-Reduktionsaktivitat der Disulfidreduktasen

Im Standardexperiment wurde 25 pl 4 mM NADPH zu 940 pl Assaypuffer hinzugefugt; dies
fuhrte zu einer Absorption von 0,62 bei 340 nm. Als nachstes wurden 3-30 pyl 1 mM MB in
Wasser zugegeben. Nach 5 min wurde die spontane Reaktion von NADPH und MB
gemessen, reprasentiert durch AAgyonmin. Nachfolgend wurde 5 pl 0,2 mM (11 mg/ml) GR
beigeflugt. Dies fuhrte zu der Absorptionsabnahme AAstaimin. Da MB durch Autooxidation von
LeucoMB regeneriert wird, kann die NADPH-Oxidation bis zum vollstandigen Verbrauch des
NADPH ablaufen. In einem weiteren Experiment wurden 970 ul Puffer, 25 ul 4 mM NADPH
und 5 pl konzentriertes Enzym gemischt. Die Absorptionsabnahme AAnoxmin reprasentierte
die der Reaktion innewohnende NADPH Autooxidations-Aktivitat.

Die NADPH-Oxidation infolge der MB-Reduktion ist der folgenden Gleichung proportional:
AAwmgr = AAsotaiimin — AAsponimin — AANOX/min-

2.2.7.4.6 GR-Assay

Die Bestimmung der Glutathionreduktase-Aktivitat erfolgt gewdhnlich unter Verwendung des
physiologischen Substrates Glutathion. Die Reduktion von Glutathiondisulfid durch
Glutathionreduktase erfolgt NADPH-abhangig und ist somit bei 340 nm messbar [106]. Die
Reaktionsgleichung lautet:

NADPH + H" + GSSG — NADP* + 2 GSH.

Gemessen wurde die NADPH-Oxidation als Absorptionsabnahme bei 340 nm (g = 6,22 mM’
'em™) wéahrend der linearen Phase. Die Volumenaktivitat der Enzymlésung errechnete sich

nach folgender Formel:

AA340nm

Volumenaktivitat [U/ml] =
min +d e« 6,22 mM'cm™

Die Assay-Vorbereitungen folgten gewothnlich dem Pipettierschema der Tab. 2.4.
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Komponente Konzentration
GR-Puffer {ad 1 ml Gesamtvolumen)*
NADFPH ad 0.1 mM

GR X ul

GS5G ad 1 mM  — Start

Tab. 2.4: Pipettierschema des GR-Assays

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedenste Parameter mit dem GR-Assay gemessen.
Zum einen wurde der Ky-Wert des physiologischen GR-Substrates, GSSG, gemessen; aber
dariiber hinaus auch der Ky-Wert fir ein artifizielles Substrat, Methylenblau (MB).
Dementsprechend variierten die Assay-Bedingungen:

Physiologisches Substrat (GSSG): In einem Endvolumen von 1 ml wurden in GR-Puffer

zundchst NADPH und verdinnte GR gemischt. Die Enzymkonzentration lag meist um 2
U/ml. Nach Kontrolle der NADPH-Oxidaseaktivitat zur spateren Berlcksichtigung wurde mit
GSSG gestartet.

Artifizielles Substrat (MB): In einem Endvolumen von 1 ml wurden in GR-Puffer zun&chst

NADPH und unverdiinnte GR gemischt. Die Enzymkonzentration lag meist zwischen 100
und 300 U/ml. Diese erhthte Enzymkonzentration war notig, da MB kein physiologisches
GR-Substrat ist. Nach Kontrolle der NADPH-Oxidaseaktivitéat zur spateren Berlicksichtigung
wurde mit MB gestartet.

2.2.7.4.7 TrxR-Assay

P. falciparum Thioredoxin 1, welches als Substrat sowohl der Plasmodium als auch der
humanen Thioredoxinreduktasen dient, wurde wie beschrieben hergestellt [95] und im TrxR-
Assay eingesetzt. Die Umsetzung des Thioredoxins folgt der Reaktionsgleichung NADPH +
H* + TrxS, — NADP® + Trx(SH),. Gemessen wurde die NADPH-Oxidation als
Absorptionsabnahme bei 340 nm (¢ = 6,22 mM’cm™) wahrend der linearen Phase. Die

Assay-Vorbereitungen folgten gewoéhnlich dem Pipettierschema der Tab. 2.5.
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Komponente Konzentration
TrxE-Puffer {ad 1 ml Gesamtvolumen )*
Thioredoxin ad 20 uM

TrxR X pl

NADFH ad 100 pM  — Start

Tab. 2.5: Pipettierschema des TrxR-Assays

Die Variation der Assay-Bedingungen folgte analog den im Kapitel 2.2.7.4.6 genannten
Bedingungen fur das in diesem Fall physiologische Substrat Trx und das artifizielle Substrat
MB.

2.2.7.4.8 Inhibitorstudien an P. falciparum und humanen Disulfidreduktasen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss eines Inhibitors, Methylenblau, auf die Aktivitat
der Plasmodium Disulfidreduktasen Glutathionreduktase und Thioredoxinreduktase bzw. der
humanen Enzyme untersucht.

Die Hemmung der P. falciparum GR (PfGR), TrxR (PfTrxR) bzw. der humanen GR (hGR)
und TrxR (hTrxR) wurden im jeweiligen Assay-System Ublicherweise mit den
Standardsubstratkonzentrationen in vitro getestet. Alle angegebenen Werte reprasentieren
Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen. In einem Endvolumen von 1 ml wurden im jeweiligen
Puffer zundchst NADPH und verdinnte Plasmodium bzw. humane Disulfidreduktase
gemischt. Die Enzymkonzentration lag meist um 2 U/ml. Nach Kontrolle der NADPH-
Oxidaseaktivitat (siehe Kapitel 2.2.7.4.4) zur spateren Berucksichtigung wurde mit GSSG
bzw. Trx gestartet. Der somit ermittelte Wert reprasentiert die Enzymaktivitdt ohne Inhibitor
(entspricht 100% Enzymaktivitat des jeweiligen Enzyms).

Im Weiteren wurden in einem Endvolumen von 1 ml im jeweiligen Puffer zunachst NADPH,
verdinnte Plasmodium bzw. humane Disulfidreduktase mit steigenden Konzentrationen von
MB (3, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 100 uM MB) gemischt. Die Enzymkonzentration lag meist um 2
U/ml. Nach Kontrolle der NADPH-Oxidaseaktivitat (siehe Kapitel 2.2.7.4.4) zur spateren
Berticksichtigung wurde mit GSSG bzw. Trx gestartet. Weitere Beriicksichtigung fand die im
Kapitel 2.2.7.4.5 genannte MB-Reduktionsaktivitdt der Disulfidreduktasen. Die Auftragung

der Enzymaktivitatswerte ohne Inhibitor (100%) und der abfallenden Enzymaktivitdten durch
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steigende Inhibitorkonzentrationen ergab den Wert, an dem das jeweilige Enzym zu 50% in

seiner Aktivitdt gehemmt wurde (ICso-Wert des jeweiligen Enzyms).
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3 Ergebnisse

Um zu klaren, welche der in dieser Arbeit untersuchten redox-aktiven Proteine potentiell viel
versprechende drug targets fur Antimalariamittel sind, wurde die Essentialitit der
zugrundeliegenden Gene auf genetischer Ebene untersucht. Dies geschah mittels reverser
Genetik in den Mausemalaria-Modellsystemen von Plasmodium berghei und P. yoelii.
Konnten rekombinante Parasiten mit definierter Gen-Inaktivierung erzeugt werden, wurde
der resultierende Phanotyp im Verlauf des Plasmodium-Lebenszyklus untersucht; dies war
der Fall fir die Redox-Proteine Plasmoredoxin (PIrx) und Thioredoxinreduktase (TrxR).
Konnten selbst mit einem systematischen Ansatz keine rekombinanten Parasiten mit
Gendeletion erzeugt werden, wurde versucht, das entsprechende Protein auf genetischer
Ebene als drug target zu validieren; dies war der Fall fir das Gen der Plasmodium
Glutathionreduktase (GR).

3.1 Herstellung und Charakterisierung von P. berghei Plrx(-) Parasiten

Plasmoredoxin (PIrx) wurde als Plasmodium-spezifisches Gen identifiziert und das
entsprechende Protein aus P. falciparum charakterisiert [15]. Generell eignen sich
parasitenspezifische Proteine als viel versprechende drug targets, da sie eine auf den
Parasiten begrenzte Inhibition ermdglichen, ohne verwandte Wirts-Proteine zusatzlich zu
inhibieren. Um zu untersuchen, inwieweit das Plrx-Gen eine essentielle Funktion fur
Plasmodium berghei ausibt, wurde der endogene Locus in den Blutstadien mit Hilfe des P.
berghei Transfektionssystems ausgeschaltet. Zur stabilen Inaktivierung des endogenen Plrx-
Gens (PlasmoDB-Datenbanknummer: PB001241.02.0) wurden zwei verschiedene
Strategien gewahlt. Fur die Integration wurde ein internes DNA-Fragment des Plrx-Gens in
den b3D.DT"MH.AD-Transfektionsvektor kloniert; so entstand das Konstrukt pPIrx(-)INT.
Dieser Sequenz fehlen Teile am 5°- und am 3’-Ende, so dass es sich um ein verkiirztes Gen
handelt und nach Integration dieses Vektors in das Genom kein funktionelles Protein
entstehen kann (Abb. 3.1 A).
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung der verschiedenen Strategien zur Gen-Inaktivierung des P. berghei
Plasmoredoxin-Gens

(A) Integrations-Strategie: Der Wildtyp-Locus des endogenen PIrx-Gens ist schematisch im oberen Teil sichtbar
(WT), hierbei reprasentiert der Pfeil das Startkodon und die Fahne den Transkriptions-Stopp. Das
Integrationskonstrukt pPIrx(-)INT ist als Plasmid schematisch darunter dargestellt mit eingebauter Spel-
Schnittstelle zur Linearisierung. Der rekombinante Integrationslocus, wie er nach der Transfektion erscheint, ist
ganz unten dargestellt. Dabei entstehen zwei verkiirzte Versionen des Plrx-Gens, wobei einmal das 3'-Ende und
einmal das 5'-Ende deletiert ist; das integrierte Plasmid mit dem DHFR/TS-Marker ist nur teilweise dargestellt.
Der entstandene rekombinante Locus PIrx(-)INT beinhaltet am 5-Ende eine 3'-deletierte Plrx-Kopie, die keine
RNA-Prozessierungs-Sequenz mehr enthalt, gefolgt von dem Selektionsmarker und einer 5'-deletierten nicht
transkribierten Plrx-Kopie. (B) Replacement-Strategie: Der WT-PIrx-Locus (WT) wurde mit dem Sacll(S)/KpnI(K)-
linearisierten Plasmid pPIrx(-)REP, welches die 5° und 3'UTR des PbPIrx enthélt, transfiziert. Nach der
homologen Rekombination durch ein doppeltes crossover Ereignis wurde das Plrx-Gen durch den
Selektionsmarker ersetzt; es resultierte der Plrx(-)-Locus.

Als zweite Variante, um den endogenen PIrx-Locus zu inaktivieren, wurde die replacement-
Strategie verwendet (Abb. 3.1 B). Hierbei wurden zwei DNA-Fragmente in den Vektor
b3D.DTH.”D kloniert. Deren Sequenzen kodieren hierbei fir die beiden flankierenden
Regionen des PIrx-Gens. Die zwei Zielfragmente wurden im Transfektionsvektor an die 5'-
und 3'-Enden des Selektionsmarkers kloniert; es resultierte das Konstrukt pPIrx(-)REP. Nach
erfolgreicher Transfektion in P. berghei fuhrt dieses Konstrukt zu einer stabilen Integration
durch doppeltes crossover (Abb. 3.1 B). Fir die Transfektion wurde 5-10 pg DNA der
Konstrukte pPIrx(-)INT bzw. pPIrx(-)REP eingesetzt welche, mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen linearisiert, nachfolgend prazipitiert und in sterilem PBS aufgenommen
wurden. Mittels Elektroporation wurden Schizonten-Stadien des P. berghei-Stammes NK 65
transfiziert und das linearisierte Zielkonstrukt durch homologe Rekombination in das Genom
integriert. Nach Injektion in Mé&use, wurden die rekombinanten Parasiten mit dem
gewtunschten Konstrukt vom ersten Tag nach der Elektroporation an durch Pyrimethamin im
Trinkwasser selektioniert. Die erste resistente Parasiten-Population wurde zumeist zwischen
Tag 7 und Tag 10 sichtbar. Nach dem Auftreten der ersten resistenten Parasiten wurde
diese Population in naive Mause Ubertragen und unter Selektionsdruck durch Pyrimethamin

vermehrt. Um zu verifizieren, dass es sich bei den selektierten Parasiten um rekombinante
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Parasiten mit dem integrierten replacement- bzw. Integrations-Konstrukt handelt, wurde die
genomische DNA der resistenten Parasiten gewonnen und mithilfe von PCR untersucht.
Dabei wurden die Oligonukleotide mdglichst so gewahlt, dass nur bei dem integrierten
Konstrukt eine Sequenz amplifiziert werden konnte, nicht jedoch bei Wildtyp Parasiten
(Daten nicht gezeigt). Nach der Bestatigung, dass beide Parasiten-Populationen die
gewilnschte Gen-Inaktivierung besitzen, wurde nur mit der Population, die aus der
replacement-Strategie stammte, weitergearbeitet.

Um sicherzustellen, dass eine Population wirklich nur aus rekombinanten Parasiten besteht,
wurde die parentale Blutstadien-Population von der erfolgreichen Transfektion zur Selektion
klonaler Parasiten-Stamme genutzt, welche ausschlie3lich die Gen-Deletion enthielten. Um
klonale Parasiten-Populationen zu erhalten, wurde eine Verdinnungsreihe angesetzt, bei der
statistisch gesehen nur ein Parasit pro Verdinnung vorliegt. Die parentale Blutstadien-
Population aus der Transfektion wurde intraperitoneal in eine naive Maus injiziert und sobald
diese eine Parasitdmie zwischen 0,1 und 1% erreichte, wurde das Blut entnommen und so
verdinnt, dass sich pro 100 pl Ansatz statistisch nur ein Parasit befindet, und in 15 NMRI-
Mause intravends injiziert. Nach 7 und 10 Tagen konnten die ersten Parasiten in den Tieren

detektiert werden.

3.1.1 Genotypische Untersuchung der Plrx(-) Parasiten

Um nachzuweisen, dass es sich bei den klonierten Parasiten ausschlief3lich um Plrx-
defiziente Parasiten handelt, wurde genomische DNA prapariert und mittels PCR und
spezifischer Testprimer untersucht. Die Lage der Oligonukleotide ist aus Abb. 3.2 A
ersichtlich. Zur replacement-spezifischen Amplifikation wurden folgende Oligonukleotid-
Kombinationen eingesetzt: Primerkombination 3'test und Primerkombination 5'test, welche
nur bei erfolgreich integriertem Konstrukt eine Sequenz amplifizieren kdnnen, nicht jedoch
bei Wildtyp Parasiten. Als weitere Oligonukleotid-Kombination diente WT, mit der der Wildtyp
Plrx-Locus amplifiziert werden konnte (Abb. 3.2 A). Dass mit dieser Kombination kein
Amplifikat in den PIrx(-) Parasiten detektiert werden konnte, zeigte, dass diese klonalen
Populationen keine WT Parasiten mehr enthielten. Es entstanden vier klonale PIrx(-)
Parasiten-Populationen, die genotypisch identisch waren. In Abb. 3.2 B ist die replacement-
spezifische PCR Analyse von jeweils einer klonalen Population der Plrx(-) Parasiten
dargestellt. Die nachfolgenden phanotypischen Untersuchungen im Moskito wurden mit Klon
#1, #2, #5 und #7 durchgefiihrt; die Bestimmung der ICso-Werte und die RT-PCR Versuche

wurden hingegen mit einem reprasentativen Klon durchgeftihrt.
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Weiterhin wurde das Fehlen von Plrx-Transkript untersucht. Hierzu wurden aus PIrx(-)
Blutstadien mRNA isoliert und davon ausgehend cDNA synthetisiert. Mit dieser hergestellten
cDNA konnte das Vorhandensein von Plrx-Transkript mit PCR und Plrx-spezifischen
Oligonukleotiden untersucht werden. Im Gegensatz zu Wildtyp (WT) Parasiten mit
vollstandigem PlIrx-Locus konnte in den Plrx-defizienten Parasiten kein Transkript detektiert
werden (Abb. 3.2 C), zur Uberprifung der mRNA-Praparation diente eine
Kontrollamplifikation eines Teils des Glutathionreduktase-Gens. In guter Ubereinstimmung
mit dem Transkriptionsprofil von P. falciparum Plrx [15] konnte PbPIrx-Transkript in
asexuellen Blutsstadien von WT Parasiten detektiert werden. Weiterhin wurde eine Western
Blot Analyse mit Proteinextrakten von WT und PIrx(-) Parasiten durchgefihrt, um
nachzuweisen, dass in den Plrx(-) Parasiten kein Plrx-Protein exprimiert wird (Abb. 3.2 D),
hierbei diente Aktin als Ladungskontrolle. Rekombinantes PbPIrx wurde Uberexprimiert,
nachfolgend aufgereinigt und diente als Positivkontrolle fir das kommerziell hergestellte
Antiserum (Details siehe Kapitel 2.2.2.2.9).
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Abb. 3.2: Schematische Ubersicht {iber die Depletion des P. berghei Plasmoredoxin-Gens
(A) Generierung des PIrx(-) Gen-Locus nach erfolgreicher Integration des pPIrxREP in das endogene P. berghei
Plrx-Gen. Replacement- und WT-spezifische Testprimer-Kombinationen sowie die erwarteten Fragmente sind als

1
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Linien dargestellt, die Pfeile geben die Positionen der primer an. (B) Replacement-spezifische PCR Analyse. Die
Bestatigung der erwarteten Gen-Inaktivierung erfolgte durch Oligonukleotid-Kombinationen, welche nur im
rekombinanten Locus zu einer Amplifikation fihren (test). Das Nichterscheinen des WT-spezifischen Amplifikates
in der klonalen PIrx(-) Population bestétigte die Reinheit der Parasitenlinie. (C) Depletion der Plrx-Transkripte in
Plrx-defizienten Parasiten. cDNA von WT und PIrx(-) Parasiten wurde in der Plrx-spezifischen PCR Analyse
eingesetzt (oberes Feld). Amplifikation von Glutathionreduktase-Transkript diente als Positivkontrolle (unteres
Feld). (D) Western Blot Analyse von WT und PIrx(-) Blutsstadien. Proteinextrakte von WT und PIrx(-) Parasiten
(jeweils 16 pg Protein) wurden auf 15%igen SDS-Gelen aufgetrennt und mit dem polyklonalem anti-Plrx
Antiserum (oberes Feld) oder polyklonalem anti-Aktin Serum (unteres Feld) detektiert. Als Positivkontrolle diente
160 ng rekombinantes P. berghei PIrx (protein).

Die erfolgreiche Generierung der Plrx-defizienten Parasiten zeigt, dass dieses Gen nicht

essentiell fur die Proliferation von Plasmodium Blutstadien ist.

3.1.2 Phéanotypische Charakterisierung der Plrx(-) Blutstadien in vitro und in vivo

Um zu dberprufen, ob Plrx eine unterstitzende Rolle in der Proliferation der Blutstadien
einnimmt, wurde ein in vivo Wachstumsvergleich durchgefuhrt. Dies erfolgte durch
intravenose Injektion von jeweils 1000 WT und Plrx(-) Parasiten und Uberpriifung des
Parasitamie-Verlaufs alle 12 Stunden. Wie in Abb. 3.3 A gezeigt, war die Proliferation von
Pirx(-) Parasiten von der Proliferation der WT Parasiten nicht zu unterscheiden; dieses
Ergebnis zeigt, dass PlIrx fUr die Etablierung und Proliferation einer Blutstadien-Infektion
entbehrlich ist.

Um zu klaren, ob der Verlust des Plrx-Gens die Proliferation der Blutstadien Parasiten unter
erhohtem Redox-Stress beeintrachtigt, wurde ein in vitro-Zellkulturassay eingesetzt. Hierbei
wurden die Parasiten Uber 24 Stunden Medikamenten-Verdiinnungen ausgesetzt; der Effekt
dieser Medikamente auf die Proliferation der Plasmodien wird durch Hemmung des Einbaus
von Hypoxanthin dargestellt. Mit diesem Test konnten ICs-Werte fur WT und Plrx(-)
Parasiten bestimmt werden. Einige der eingesetzten Antimalariamittel wirken als Ausloser fur
oxidativen Stress [69]. Die getesteten Arzneimittel beinhalteten 4-Aminochinoline wie
Chloroquin und Amodiaquin, sowie das erste synthetische Antimalariamittel Methylenblau,
des weiteren Mefloquin und die zentrale Verbindung der Artemisin-Kombinations-Therapien
(ACT), Artemisinin. Um Stadien-spezifische Effekte zu minimieren, wurden nicht-
synchronisierte asexuelle Blutstadien eingesetzt [89]. Wie in der Tabelle der Abb. 3.3 B
ersichtlich, unterscheiden sich die ICs-Werte der Plrx(-) Parasiten nur unwesentlich von den
WT Werten; damit kann zumindest ex vivo eine zentrale Rolle von PIrx in den antioxidativen

Abwehrmechanismen von Plasmodium ausgeschlossen werden.
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A B Drug WT Pl'l.r)f{')
WY ——wildtype Chloroquine 357 (+12.5) 334 (46.3)
=== Flrx(-) A
- Methylene blue 0.6 (£9.6) 55 (£10.5)
£ 4
E Artemisinin 871 (t46) 792 (+235)
E 0.1 Mefloquine 50.1(£21.1) 415 (+104)
0.011 Amodiaquine 205(+104) 19.2 (£9.6)
=
0 12 3 4 5 6 7 8 9 10
days p.i.

Abb. 3.3.: Charakterisierung der Plasmoredoxin-defizienten Blutstadien Parasiten in vivo und in vitro

(A) Wachstumsvergleich in vivo zwischen WT und PIrx(-) Parasiten. Finf bzw. sechs naive Tiere wurden
intravends mit 1000 Blutstadien Parasiten infiziert, wobei die Parasitamie nachfolgend alle 12 Stunden durch
Giemsa-gefarbte Blutausstriche tberprift wurde. Hierbei zeigt sich, dass die Plrx-Depletion keine Auswirkungen
auf die Replikation der asexuellen Blutstadien-Parasiten ausibt. (B) Charakterisierung der Plrx(-) Parasiten durch
einen in vitro Zellkulturassay. Hierbei wurden die Parasiten Uber 24 Stunden Medikamenten-Verdiinnungen
ausgesetzt, anhand des unterschiedlichen Wachstumsverhaltens konnten 1Cso-Werte fir WT und Plrx(-) Parasiten
bestimmt werden. Die Angaben sind nanomolare [nM] Konzentrationen (+-Standartabweichung). Die I1Cso-Werte
der PIrx(-) Parasiten unterscheiden sich nur geringfligig von den fir WT Parasiten ermittelten Werten.

Um zu Uberprifen, ob diese Entbehrlichkeit auch unter in vivo Bedingungen auftritt, wurde
der oben geschilderte = Wachstumsvergleichs-Test unter erhéhten  oxidativen
Stressbedingungen angewendet. Als Antimalariamittel wurde Methylenblau gewahlt, da
gezeigt wurde, dass es pro-oxidative Eigenschaften durch Generierung von H,O, besitzt [30].
Die WT- und PIrx(-)-infizierten Mause wurden oral mit 50 mg/kg Kérpergewicht behandelt.
Diese Dosis wurde gewahlt, da Dosisfindungs-Studien eine rapide und vollstandige
Eliminierung von WT Parasiten bei 100 mg/kg Kérpergewicht zeigten (Daten nicht gezeigt).
Selbst mit erhéhtem oxidativen Stress in vivo war die Proliferation der Plrx-defizienten
Parasiten von der Proliferation der WT Parasiten nicht zu unterscheiden (Abb. 3.4 A), womit

eine zentrale Rolle von P. berghei Plrx im Redoxstoffwechsel ausgeschlossen werden kann.

Da die in vitro und in vivo Daten eine essentielle Rolle von PIrx in der Erhaltung der Redox-
Homeostase in Plasmodium Blutstadien ausschlie3en, wurden die phéanotypischen Analysen
der PIrx-defizienten Parasiten auf eine Untersuchung der Transkriptionslevels ausgewahlter
Redox-Gene ausgedehnt. Mit dieser Analyse sollten mogliche intrazelluléare Veranderungen
anderer zytosolischer Redox-Gene aufgezeigt werden. Die Effekte der Plrx-Deletion auf die
MRNA-Level verschiedener, mit dem zellularen Redoxmetabolismus in Beziehung stehender
Gene wurden analysiert. Hierbei lag der Fokus auf zytosolischen Genen, da Plrx ein

zytosolisches Mitglied der antioxidativen Abwehr ist [15]. Die Level der Gen-Transkripte
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wurden mit Hilfe quantitativer RT-PCR ermittelt, auf ein Kontrollgen (P. berghei Seryl-tRNA
Synthetase) normalisiert. Die Effekte auf ein Ziel-Gen wurden nachfolgend als Unterschiede
zu einer WT-Kontroll-Population dargestellt (Abb. 3.4 B). Die Transkript-Level der mRNA der
beiden zentralen Stitzen der Redox-Homeostase, Thioredoxinreduktase (TrxR) und
Glutathionreduktase (GR), waren leicht erhdéht. Es wurde gezeigt, dass Plrx mit beiden
Systemen interagieren kann [15] und somit eine potentielle zusatzliche Abwehrlinie gegen
oxidativen Stress darstellt. Die Annahme war, dass die Depletion von Plrx mit einer
kompensatorischen Hochregulation von funktionell verwandten Genen, welche die
reduzierende Kapazitat von Plrx ausbalancieren, begleitet sein konnte. Solch eine Funktion
kénnte am wahrscheinlichsten von Thioredoxin (Trx) und/oder Glutathion (GSH) ausgeubt
werden. Diese Annahme wird durch eine leichte Erh6hung des Trx-mRNA Levels unterstitzt.
Ein weiteres Mitglied der Thioredoxin-Superfamilie, Glutaredoxin (Grx) zeigte keine
signifikante Veranderung des Transkript-Levels zwischen WT und Plrx-defizienten Parasiten.
Daruber hinaus zeigten PIrx(-) Parasiten eine geringfugige Verminderung der Transkript-
Level von Thioredoxinperoxidase 1 (Tpx1), der hauptsachlichen zytosolischen Peroxidase
der Parasiten, und von Ribonukleotidreduktase (RiboR). Insgesamt zeigen diese Daten, dass
die Inaktivierung von Plrx nur geringgradige Veradnderungen der Transkript-Level

ausgesuchter redox-aktiver Gene zur Folge hat.
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Abb. 3.4: Weiterfihrende in vivo und in vitro Charakterisierung der PIrx(-) Parasiten-Population

(A) In vivo Wachstumskurve fur WT und PIrx(-) Parasiten unter konstanter Einwirkung von Methylenblau
(eingesetzte Konzentration: 50 mg/kg Korpergewicht), verabreicht Giber das Trinkwasser. Die Behandlung wurde
umgehend nach der intravendsen Injektion von 1000 WT bzw. PIrx(-) Parasiten gestartet. Hierbei zeigt sich, dass
die PIrx-Depletion auch unter erhdhten Redox-Stress Bedingungen keine Auswirkungen auf die Replikation der
asexuellen Blutstadien Parasiten ausiibt. (B) Messung der Transkript-Level durch quantitative Real Time-PCR.
Amplifikationseffizienz und der Fluoreszenzsignal-Schwellenwert der exponentiellen Amplifikation (Ct-Wert) von
jeweils Ziel- und Referenz-Gen (Seryl-tRNA Synthetase) wurden berucksichtigt. Die Regulation eines Ziel-Gens
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ist dargestellt als relativer Expressionsunterschied im Vergleich zu einer WT-Kontroll-Population. Die
dargestellten Werte sind Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten. Die verwendeten Abkirzungen sind:
TPx-1: 2-Cys Peroxiredoxin, Trx1l: Thioredoxin, TrxR: Thioredoxinreduktase, GR: Glutathionreduktase, Grx1:
Glutaredoxin, RR: Ribonukleotidreduktase. Die Depletion des PbPIrx-Gens hat nur geringfligige Veranderungen
der Gen-Transkription ausgewahlter Redox-Gene zur Folge.

3.1.3 Phéanotypische Untersuchungen der Plrx(-) Parasiten im Moskito-Vektor

Da keine erkennbare Funktion von PIrx in der Entwicklung der Blutstadien aufgezeigt werden
konnte, wurden die phanotypischen Analysen auf den gesamten P. berghei-Lebenszyklus
erweitert.

Plrx(-) Parasiten unterscheiden sich in ihrer sexuellen Entwicklungsphase, welche eine
Vorraussetzung fur die Transmission zu Moskitos ist, nicht von WT Parasiten (Daten nicht
gezeigt). Im nachsten Schritt wurde die Entwicklung von Mitteldarm-Sporozoiten und die
Fahigkeit dieser gereiften Sporozoiten, in die Speicheldriisen einzudringen, untersucht. Die
Ausbildung der Mitteldarm-Sporozoiten konnte ab Tag 10 und Tag 14 nach Infektion
bestimmt werden. Die Mitteldarme wurden hierzu aus den infizierten Moskitos
herausprépariert und sowohl die Anzahl infizierter Moskitos als auch die Sporozoiten-Anzahl
pro infiziertem weiblichen Moskito errechnet. Durch Préparation der Speicheldriisen ab Tag
17 nach Infektion konnte ebenso die Anzahl an infektiésen Speicheldriisen-Sporozoiten
bestimmt werden.

Die Analysen infizierter Moskitos ergaben vergleichbare Zahlen von Oozysten, Mitteldarm-
und Speicheldriisen-assoziierten Sporozoiten in WT und PlIrx-defizienten Parasiten (Tab.

3.1). Folglich ist PIrx ebenfalls fiir die Sporogonie und Sporozoiten-Reifung entbehrlich.

sporozoites prepatency(days|®
Parasite | Infectivity® midgut® salivary gland® liver stages® | after i.v. injection | by bite
Plrx(-" | 74.1% (£9.7%) | 17,100 (£27,200) | 6,700 (+3,100) 34 (114)  [1212(d. 3.7) 10010 (d. 5.7)
WT 88.8% (£1.8%) | 13,900 (£10,300) | 16,300 (£3,600) |N/D 8/8(d. 3.8) 8/8(d.55)

Tab. 3.1: Depletion von Plasmoredoxin beeintrachtigt nicht den Verlauf des Plasmodium Lebenszyklus

2 Prozentsatz der Moskitos, welche an Tag 11-13 nach Infektion Oozysten enthielten. ® Anzahl von Mitteldarm-
assoziierten Sporozoiten pro infiziertem weiblichen Moskito an Tag 12-14 nach Fitterung. ¢ Anzahl von
Speicheldriisen-assoziierten Sporozoiten pro infiziertem weiblichen Moskito an Tag 17-19 nach Fitterung. d
Leberstadien sind reife Exo-erythrozytare Formen, sichtbar gemacht 48 Stunden nach Inkubation von 10.000
Speicheldriilsen Sporozoiten mit kultivierten Hepatozyten. ® Die Prapatenzzeit ist definiert als die Zeitspanne
zwischen Injektion von 10.000 Speicheldriisen Sporozoiten (i.v.) oder by bite Infektion unter Verwendung von 5-
10 infizierten Moskitos bis zum Auftauchen der ersten Blutstadien Parasiten in Giemsa-gefarbten Blutausstrichen.
Die n/n- Angaben bei der Prapatenz bedeuten Méause, die eine Blutstadien-Infektion entwickeln/im Versuch
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infizierten Mausen. " Vier unabhangige PIrx(-) klonale Populationen (# 1, 2, 5 und 7) wurden im Moskito-Vektor
verfolgt. Gezeigt sind die Durchschnittswerte dieser phanotypisch nicht voneinander zu unterscheidenden Klone.
N/D bedeutet nicht durchgefihrt.

Plasmodium Sporozoiten aus der Speicheldriise besitzen eine einzigartige Form der
Fortbewegung, die sogenannte gliding motility [197]. Dabei bildet der Sporozoit Liganden-
Rezeptor-Komplexe mit dem Substrat, auf dem er sich fortbewegt, aus. Es wird beschrieben,
dass diese charakteristische Bewegungsform mechanisch mit dem Eintritt in die Wirtszelle
verwandt ist und auf den gleichen molekularen Mechanismen beruht [166]. Um die
Funktionalitat der PIrx(-) Sporozoiten zu bestatigen, wurde die gliding motility dieser
Parasiten untersucht. Hierzu wurden die Sporozoiten auf eine BSA-beschichtete Oberflache
gegeben und die zurlickgelassene Spur von Oberflachenproteinen mit Hilfe wvon
Immunofluoreszenz sichtbar gemacht. Die PIrx(-) Sporozoiten zeigten gliding motiliy, welche
sich weder qualitativ noch quantitativ von der gliding motility von WT Sporozoiten
unterscheidet (Abb. 3.5).

Abb. 3.5: Typisches Bewegungsmuster (gliding motility) von Wildtyp (links) und Plrx(-) Sporozoiten
(rechts)

Die Sporozoiten wurden aus Anopheles-Speicheldriisen isoliert, mit 3% BSA aktiviert und 15 min auf BSA-
beschichteten Objekttragern inkubiert. Mit dem monoklonalen anti-PbCSP Antikérper wurden die Sporozoiten und
die beim Gleiten hinterlassene Spur angefarbt. Durch Auszahlen der sich nicht bewegenden Sporozoiten (ohne
sichtbar gemachte Spur) im Vergleich zu sich bewegenden Sporozoiten (mit sichtbar gemachter Spur)
verschiedener Ansatze kann man ebenfalls quantitative Aussagen treffen. Bei WT Sporozoiten zeigten 62-75%
der Sporozoiten typisches gliding, dies ist vergleichbar mit dem fir Plrx(-) Sporozoiten ermittelten Wert von 77%
gliding.

Ob die PIrx-Depletion eine Auswirkung auf die Invasion der Speicheldriisen-Sporozoiten in
Hepatozyten und die intrazellulare Leberstadienentwicklung austibt, sollte in einem nachsten
Schritt untersucht werden. In den Hepatozyten liegt der Parasit am Ende der

Leberschizogonie als Exo-erythrozytare Form (EEF) vor. Um zu klaren, inwieweit Plrx an
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dieser Stelle des Plasmodium-Lebenszyklus eine Rolle spielt, wurden kultivierte Hepatoma-
Zellen (HepG2) mit Speicheldriisen-Sporozoiten infiziert und die Entwicklung der EEFs nach
48 Stunden untersucht; dies geschah parallel mit WT und Plrx-defizienten Parasiten.
Leberzellen, die mit Plrx(-) Sporozoiten infiziert wurden, waren morphologisch nicht von mit
WT infizierten Zellen zu unterscheiden (Abb. 3.6) und produzierten Leberzellstadien in
grol3er Anzahl (Tab. 3.1).

A

Abb. 3.6: Die Leberstadienentwicklung von Plrx(-) Parasiten (A) ist von der Entwicklung der Wildtyp
Parasiten (B) nicht zu unterscheiden

Speicheldrusen-Sporozoiten wurden zu sub-konfluenten Hepatoma-Zellen gegeben. Die sich intrazellular
entwickelnden Leberstadien (EEFs) wurden nach 48 Stunden mit anti-PbHSP70 gefarbt.

Als nachstes wurde die in vivo-Infektivitat der PlIrx(-) Parasiten untersucht, d.h. ob diese
Parasiten in der Lage sind, in vivo ihre Entwicklung vom Sporozoiten Uber die
exoerythrozytare Schizogonie bis hin zum Blutstadium zu vollziehen. Dazu wurde eine
bestimmte Anzahl (10%) WT- bzw. PIrx(-) Speicheldriisen-Sporozoiten in Sprague-Dawley-
Ratten (SD-Ratten) intravends injiziert. Sowohl die WT- als auch die Plrx(-)-infizierten Tiere
entwickelten eine Blutstadien-Infektion in einer Prépatenzzeit von ungefahr 4 Tagen (Tab.
3.1). Weiterhin wurde untersucht, ob die PIrx(-) Parasiten ebenfalls bei natirlicher
Transmission durch den Stich infizierter Moskitos (by bite) infektids sind; dies geschah mit

Hilfe von C57/bl6-M&usen, die eine hohe Empfanglichkeit fur eine Infektion mit Plasmodium
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Sporozoiten aufweisen [174]. Mit WT- bzw. PIrx(-)-infizierte Moskitos nahmen ihre
Blutmahlzeit von C57/bl6-Mausen, welche sowohl nach WT als auch nach PIrx(-) Infektion in

einem Zeitraum von 5-6 Tagen eine Blutstadien-Infektion entwickelten (Tab. 3.1).

Zusammenfassend kann man sagen, dass eine unter den gewdahlten experimentellen
Bedingungen zentrale Rolle von Plrx im Plasmodium-Lebenszyklus ausgeschlossen werden

kann.

3.2 Herstellung und Charakterisierung von P. berghei TrxR(-) Parasiten

Es sollte untersucht werden, ob das Thioredoxinreduktase (TrxR)-Gen in den Blutstadien von
Plasmodium eine essentielle Rolle einnimmt. Mit Hilfe des P. berghei Transfektionssystems
konnte das endogene TrxR-Gen in den Blutstadien ausgeschaltet werden. Durch die
Ausschaltung des TrxR-Gens im Genom von Plasmodium berghei konnte die Bedeutung
dieses Enzyms als mogliches drug target in der Therapie gegen Malaria untersucht werden.
Zur stabilen Inaktivierung des endogenen TrxR-Gens (PlasmoDB-Datenbanknummer:
PB001157.00.0) wurde die replacement-Strategie gewahlt. Hierbei wurden zwei DNA-
Fragmente in den Transfektionsvektor b3D.DT*H.”D kloniert. Deren Sequenzen kodieren fir
die beiden flankierenden Regionen des TrxR-Gens. Die zwei Zielfragmente wurden an die
5- und 3"-Enden des im b3D.DT”H."D-Transfektionsvektor enthaltenen Selektionsmarkers
TgDHFR kloniert; somit entstand der Transfektionsvektor pTrxR(-)REP (Abb. 3.7 A). Fur die
Transfektion wurden 5-10 pg DNA des Konstruktes pTrxR(-)REP eingesetzt, welches mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen linearisiert, nachfolgend prazipitiert und in sterilem
PBS aufgenommen wurde. Bei der Transfektion wurden die Schizonten-Stadien des P.
berghei Stammes GFP-507cl durch Elektroporation transfiziert und das linearisierte
Zielkonstrukt durch homologe Rekombination in das Genom integriert. In Mause injiziert,
wurden die rekombinanten Parasiten mit dem gewiinschten Konstrukt vom ersten Tag nach
der Elektroporation an durch Pyrimethamin im Trinkwasser selektioniert. Um zu verifizieren,
dass es sich bei den selektierten Parasiten um rekombinante Parasiten mit dem integrierten
replacement-Konstrukt handelt, wurde die genomische DNA der resistenten Parasiten
gewonnen und mithilfe von PCR untersucht. Dabei wurden die Oligonukleotide so eingesetzt,
dass nur bei dem integrierten Konstrukt eine Sequenz amplifiziert werden konnte, nicht
jedoch bei Wildtyp Parasiten (Daten nicht gezeigt).

Um sicherzustellen, dass eine Population nur aus rekombinanten Parasiten besteht, wurde

die parentale Blutstadien-Population von der erfolgreichen Transfektion zur Selektion
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klonaler Parasiten-Stamme, welche ausschlieBlich die TrxR-Deletion enthalten, genutzt.
Hierzu wurde eine Verdinnungsreihe angesetzt, bei der statistisch gesehen nur ein Parasit
pro Verdinnung vorliegt. Jeweils 100 pl einer solchen Verdinnung wurden in 15 NMRI-
Mause intravends injiziert. Nach 7 und 10 Tagen konnten die ersten Parasiten in den Tieren

detektiert werden.

3.21 Genotypische Untersuchung der TrxR(-) Parasiten

Um zu Uberprifen, ob es sich bei den klonierten Parasiten um TrxR-defiziente Parasiten
handelt, wurde die genomische DNA dieser verschiedenen klonalen Populationen prapariert
und mit PCR und spezifischen Testprimern untersucht (Lage der verwendeten primer Abb.
3.7 A ersichtlich). Zur replacement-spezifischen Amplifikation wurden folgende
Oligonukleotid-Kombinationen eingesetzt: Primerkombination 3'test und Primerkombination
5’test, welche nur bei erfolgreich integriertem Konstrukt eine Sequenz amplifizieren kénnen,
nicht jedoch bei Wildtyp Parasiten. Als weitere Oligonukleotid-Kombination diente WT, mit
der der Wildtyp TrxR-Locus amplifiziert werden konnte. Dass mit dieser Kombination kein
Amplifikat in den TrxR(-) Parasiten detektiert werden konnte, zeigte, dass diese klonalen
Populationen keine WT Parasiten mehr enthielten. In Abb. 3.7 B ist die replacement-
spezifische PCR Analyse von einer klonalen Population der TrxR(-) Parasiten dargestellt. Es
entstanden drei klonale TrxR(-) Parasiten-Populationen, die genotypisch identisch waren.
Die nachfolgenden phanotypischen Untersuchungen wurden mit Klon #2 und #3
durchgefinhrt.

Nachdem die Integration des replacement-Konstruktes in das P. berghei-Genom
nachgewiesen werden konnte, wurde weiterhin das Fehlen von TrxR-Transkript untersucht.
Hierzu wurde aus TrxR(-) Blutstadien mRNA isoliert und davon ausgehend cDNA
synthetisiert. Mit dieser hergestellten cDNA konnte das Vorhandensein von TrxR-Transkript
mit PCR und den TrxR- spezifischen Oligonukleotiden untersucht werden. Im Gegensatz zu
Wildtyp (WT) Parasiten mit intaktem TrxR-Gen konnte in den TrxR-defizienten Parasiten kein
Transkript detektiert werden (Abb. 3.7 C). Zur Uberpriifung der mRNA-Praparation diente
eine Kontrollamplifikation eines Teils des Glutathionreduktase-Gens. Weiterhin wurde eine
Western Blot Analyse mit Proteinextrakten von WT und TrxR(-) Blutstadien-Parasiten
durchgefiihrt, um nachzuweisen, dass in den TrxR(-) Parasiten kein TrxR-Protein hergestellt
wird (Abb. 3.7 D), hierbei diente Aktin als Ladungskontrolle.
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Abb. 3.7: Schematische Ubersicht iiber die Depletion des P. berghei Thioredoxinreduktase-Gens

(A) Generierung des TrxR(-) Gen-Locus nach erfolgreicher Integration des pPTrxR_REP in das endogene P.
berghei TrxR-Gen. Replacement- und WT-spezifische Testprimer Kombinationen sowie die erwarteten
Fragmente sind als Linien dargestellt, die Pfeile geben die Positionen der primer an. (B) Replacement-spezifische
PCR Analyse. Die Bestéatigung der erwarteten Gen-Inaktivierung erfolgte durch Oligonukleotid-Kombinationen,
welche nur im rekombinanten Locus zu einer Amplifikation fihren (test). Das Nichterscheinen des WT-
spezifischen Amplifikates in der klonalen TrxR(-) Population bestétigt die Reinheit der Parasitenlinie. (C)
Depletion der TrxR-Transkripte in TrxR- defizienten Parasiten. cDNA von WT und TrxR(-) Parasiten wurde in der
TrxR-spezifischen PCR Analyse eingesetzt (oberes Feld). Amplifikation von Glutathionreduktase-Transkript
diente als Positivkontrolle (unteres Feld). (D) Western Blot Analyse von WT und TrxR(-) Blutstadien.
Proteinextrakte von WT und TrxR(-) Parasiten (jeweils 16 pg Protein) wurden auf 10%igen SDS-Gelen
aufgetrennt und mit polyklonalem P. falciparum anti-TrxR Antiserum (oberes Feld) oder polyklonalem anti-Aktin
Serum (unteres Feld) detektiert. Als Positivkontrolle diente 160 ng rekombinantes P. falciparum TrxR (protein).

Die erfolgreiche Generierung der TrxR-defizienten Parasiten zeigt, dass dieses Gen nicht
essentiell an der Proliferation von Plasmodium Blutstadien beteiligt ist.

3.2.2 Phéanotypische Charakterisierung der TrxR(-) Parasiten

Um zu uberprifen, ob TrxR eine unterstitzende Rolle in der Proliferation der Blutstadien
einnimmt, wurde ein in vivo Wachstumsvergleich durchgefiihrt. Dies erfolgte durch
intravenose Injektion von jeweils 1000 WT und TrxR(-) Parasiten und Uberpriifung des
Parasitamie-Verlaufs alle 12 Stunden. Nach einer anfanglichen Verzégerung im Wachstum
der TrxR(-) Population, erreicht die Parasitamie von WT und TrxR(-) Parasiten vergleichbare
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Hochstwerte an Tag 7 nach der Infektion (Abb. 3.8 A). Dies bedeutet, dass eine Inaktivierung
von TrxR die Anfangsphase der Proliferation von Plasmodium zu beeintréchtigen scheint,
gleichzeitig kann aber eine essentielle Funktion fur die Etablierung einer Blutstadien-Infektion
ausgeschlossen werden.

Um zu klaren, ob der Verlust des TrxR-Gens die Proliferation der Blutstadien unter erhéhtem
Redox-Stress beeintrachtigt, wurde der oben geschilderte Wachstumsvergleichs-Test unter
erhohtem oxidativen Stress angewendet. Als Antimalariamittel wurde Methylenblau gewahlt,
da gezeigt wurde, dass es pro-oxidative Eigenschaften durch Generierung von H,O, besitzt
[30]. Die WT- und TrxR(-)-infizierten Mause wurden oral mit 50 mg/kg Kérpergewicht
behandelt. Selbst mit erh6htem oxidativen Stress in vivo war die Proliferation der TrxR-
defizienten Parasiten von der Proliferation der WT Parasiten nicht zu unterscheiden (Abb.
3.8 B), womit eine zentrale Rolle von P. berghei TrxR im Redoxstoffwechsel ausgeschlossen
werden kann.

>
w

104 104

—— WT
. — === TrxR(-)
S IS
— 1_ — 1-
3 L.}
£ £
2 2
= =
0.1 @ 0.1
m 1]
o (=%
0.01 0.01+4
F P
0 8 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
days p.i. days p.i.

Abb. 3.8: In vivo Wachstumsvergleichs-Kurven von WT und TrxR(-) Parasiten ohne (A) und mit (B)
Behandlung der Mause mit Methylenblau

(A) Der Wachstumsvergleich in vivo zeigt, dass nach einer anfanglichen Verzégerung im Wachstum der TrxR(-)
Population die Parasitamie von WT und TrxR(-) Parasiten vergleichbare Hochstwerte an Tag 7 nach der Infektion
erreichen. (B) Unter erhdhtem oxidativen Stress durch Methylenblau Behandlung ist das Wachstum der TrxR-
defizienter Blutstadien dem der WT Parasiten vergleichbar.

Die weitere Analyse der TrxR(-) Parasiten in Blutstadien ergab, dass Wachstum, Ausbildung
von Gametozyten und Exflagellation der Mikrogamonten sich nicht von WT Parasiten
unterscheiden liel3en (Daten nicht gezeigt). Die Entwicklung dieser rekombinanten Parasiten
wurde deshalb im Moskito-Vektor weiterverfolgt. Die Analyse der Entwicklung innerhalb der
Anopheles Micken erfolgt mit den bereits in Kapitel 3.1.3 genannten Assays. Die Etablierung

einer Infektion in dem Mitteldarm der Anopheles-Micken war bei den TrxR-defizienten
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Parasiten erschwert; dies zeigte sich daran, dass am Tag 10 nach Infektion der Moskitos nur
38% der mit TrxR(-)-infizierten Micken Mitteldarme mit reifen Oozysten aufwiesen, im
Vergleich zu 77% der mit WT-infizierten Micken (Tab. 3.2). Obwohl die mit TrxR(-) Parasiten
infizierten Moskitos eine signifikant geringere Infektivitdt und Anzahl an Mitteldarm-
Sporozoiten auswiesen, scheinen die TrxR-defizienten Parasiten offensichtlich diese
insgesamt geringere Mitteldarm-Infektion kompensieren zu kénnen, da die Speicheldriisen-
assoziierten Sporozoitenzahlen mit WT vergleichbare Werte erreichten (Tab. 3.2). Folglich ist

TrxR ebenfalls fir die Sporogonie und Sporozoiten-Reifung entbehrlich.

sporozoites prepatent period®

a

Parasite  Infectivity?  midgut® salivary gland® liver stages®™—i.v. by bite

TrxR(-)" 38% (+10%) 9,500 (+2,900) 8,250 (+1,600) 79 (¥20)  7/7(d.4) 5/5 (d4.6)

WT 77% (£18%) 27,800 (+5,400) 12,100 (¥2,200) 329 (+62)  4/4(d.5) 6/6 (d3.5)

Tab. 3.2: Depletion von TrxR beeintrachtigt nicht den Verlauf des Plasmodium Lebenszyklus

% Prozentsatz der Moskitos, welche an Tag 11-13 nach Infektion Oozysten enthielten. ® Anzahl von Mitteldarm-
assoziierten Sporozoiten pro infiziertem weiblichen Moskito an Tag 12-14 nach Fiitterung. © Anzahl von
Speicheldriisen-assoziierten Sporozoiten pro infiziertem weiblichen Moskito an Tag 17-19 nach Fitterung. d
Leberstadien sind reife Exo-erythrozytdre Formen sichtbar gemacht 48 Stunden nach Inkubation von 10.000
Speicheldriisen-Sporozoiten mit kultivierten Hepatozyten. ® Die Prapatenzzeit ist definiert als die Zeitspanne
zwischen Injektion von 10.000 Speicheldriisen Sporozoiten (i.v.) oder by bite Infektion unter Verwendung von 5-
10 infizierten Moskitos bis zum Auftauchen der ersten Blutstadien Parasiten in Giemsa-gefarbten Blutausstrichen
(Angabe in Klammern, d entspricht days). Die n/n-Angaben bei der Prapatenz bedeuten Mause, die eine
Blutstadien-Infektion entwickeln/im Versuch infizierten Mausen. " Zwei unabhangige TrxR(-) klonale Populationen
(# 2 und 3) wurden im Moskito-Vektor verfolgt. Gezeigt sind die Durchschnittswerte dieser phéanotypisch nicht
voneinander zu unterscheidenden Klone.

Wurden die reifen Sporozoiten auf ihre in vitro-Infektivitat fir den S&ugetier-Wirt untersucht,
konnte festgestellt werden, dass interessanterweise die TrxR(-) Sporozoiten im Vergleich zu
WT Sporozoiten in vitro eine geringere Anzahl Leberstadien (Tab. 3.2) produzieren, die sich
aber morphologisch nicht von WT Leberstadien unterscheiden (nicht gezeigt).

Als nachstes wurden die reifen Sporozoiten auf ihre in vivo-Infektivitat untersucht. Die
verwendeten  Nagerwirte  zeigen  nach  vergleichbaren  Prapatenzzeiten eine
Blutstadieninfektion nach in vivo-Infektion mit WT und Plrx(-) Parasiten (Tab. 3.2). Dies
geschah entweder durch intraventse Injektion der jeweiligen Sporozoiten oder Uber den

natirlichen Transmissionsweg durch Biss infizierter Moskitos.
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Alle Daten zusammengenommen zeigen unter den gewahlten experimentellen Bedingungen
an keiner Stelle des Plasmodium-Lebenszyklus einen entscheidenden phanotypischen

Defekt der TrxR-defizienten Parasiten.

3.3 Glutathionreduktase ist essentiell fr erythrozytare Plasmodien Stadien

Da der TrxR-abhangige Stoffwechselweg keine essentielle Rolle in der antioxidativen
Abwehr der Plasmodien Parasiten einzunehmen scheint, wurde weiterhin das zweite
zentrale antioxidative System mit dem Enzym Glutathionreduktase (GR) untersucht.

Es wurde zunéchst versucht, die endogenen GR-Gene von P. yoeli (PlasmoDB-
Datenbanknummer:  PY01204) und P. berghei (PlasmoDB-Datenbanknummer:
PB001317.02.0) mit der Integrations-Strategie zu inaktivieren. Dazu wurden 5°- und 3'-
verkirzte DNA-Fragmenet des jeweiligen Gens in den b3D.DT"H.AD-Transfektionsvektor
kloniert, resultierend in pPyGR_INT und pPbGR_INT. Die Integration dieser Vektoren in das
Plasmodium-Genom fuhrt Gber homologe Rekombination durch single crossover zu zwei
trunkierten, und damit inaktivierten GR-Kopien (Abb. 3.9).

S
Pl

Pac |

. _GR |
ppyGr INT — A —
PPbGR_INT &
L1l GR | dhfr/ts Ij
GR(-)

Abb. 3.9: Schematische Darstellung der Integrations-Strategie zur Gen-Inaktivierung des Plasmodium
Glutathionreduktase-Gens

Der Wildtyp-Locus des endogenen GR-Gens ist schematisch im oberen Teil sichtbar (WT), hierbei reprasentiert
der Pfeil das Startkodon und die Fahne den Transkriptions-Stopp. Die Integrationskonstrukte pPyGR_INT und
pPbGR_INT sind als Plasmid schematisch darunter dargestellt mit endogener Pacl-Schnittstelle zur Linerisierung.
Der rekombinante Integrationslocus, wie er nach der Transfektion erscheint, ist ganz unten dargestellt. Dabei
entstehen zwei verkirzte Versionen des GR-Gens, wobei einmal das 3'-Ende und einmal das 5-Ende deletiert
ist; das integrierte Plasmid mit dem DHFR/TS-Marker ist nur teilweise dargestellt. Der entstandene rekombinante
Locus beinhaltet am 5’-Ende eine 3'-deletierte GR-Kopie, die keine RNA-Prozessierungs-Sequenz mehr enthalt,
gefolgt von dem Selektionsmarker und einer 5’-deletierten nicht transkribierten GR-Kopie.
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Fir die Plasmodium Transfektion nach der Biorad-Methode wurden 30 bis 80 pg der durch
Maxi-Praparation gewonnenen Plasmid-DNA eingesetzt. Die Transfektionsvektoren wurden
mit den entsprechenden Restriktionsenzymen (ber Nacht linearisiert, nachfolgend
prazipitiert, in sterilem PBS aufgenommen und zur Transfektion eingesetzt. In Ratten (im
Falle der P. berghei Transfektion) oder Mause (im Falle der P. yoelii Transfektion) injiziert,
wurden die transfizierten Parasiten vom ersten Tag nach der Elektroporation durch
Pyrimethamin, welches intraperitoneal injiziert wurde, selektioniert. Es gab zwei
verschiedene Ergebnisse der Transfektionen: entweder wurden resistente Parasiten-
Populationen zumeist zwischen Tag 7 und Tag 10 nach Transfektion sichtbar; dies war in
etwa 50% der Transfektionen der Fall oder es konnten keine resistenten Parasiten
selektioniert werden.

Nach dem Sichtbarwerden resistenter Parasiten in Blutausstrichen wurden diese
Populationen in naive Mause Ubertragen und unter Selektionsdruck durch Pyrimethamin
vermehrt. Um zu verifizieren, dass es sich bei den selektierten Parasiten um rekombinante
Parasiten mit den integrierten Integrations-Konstrukten handelt, wurde die genomische DNA
der resistenten Parasiten gewonnen und mithilfe von PCR untersucht. Dabei wurden die
Oligonukleotide maoglichst so eingesetzt, dass nur bei dem integrierten Konstrukt eine
Sequenz amplifiziert werden konnte, nicht jedoch bei Wildtyp Parasiten. Die
unterschiedlichsten genotypischen Analysen zeigten jedoch immer ein WT-spezifisches
Muster; bei keiner der resistenten Populationen konnte eine erfolgreiche Integration der
pPYGR_INT- und pPbGR_INT-Vektoren und damit verbunden eine GR-Inaktivierung gezeigt
werden (Daten nicht gezeigt).

Um den Parasiten Resistenz gegenlber Pyrimethamin zu verleihen, muss das
Integrationskonstrukt nicht integriert sein, sondern kénnte auch episomal vorliegen. Um
diese Madoglichkeit zu Uberprifen, wurden Oligonukleotide so kombiniert, dass nur bei
Vorliegen eines episomalen Konstruktes eine Sequenz amplifiziert werden konnte. Ein Teil
der resistenten WT Parasiten wurden nach dieser genotypischen Analyse als Parasiten, die

das Resistenz-verleihende Konstrukt als Episom vorliegen haben, identifiziert.

Fuhren Transfektionen nicht zu resistenten Parasiten, konnte dies ein Hinweis auf
technische Probleme in verschiedenen Bereichen der Transfektion (Vektoren, Regionen der
Homologie, Protokoll) sein oder aber auf eine potentielle Essentialitit des GR-Gens

hindeuten.
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Da mehrere Versuche mit den P. berghei und P. yoelii Transfektionssystemen unter Nutzung
der oben genannten Integrations-Vektoren zu keiner detektierbaren GR-Inaktivierung
fuhrten, wurden in einem systematischen Ansatz verschiedene Vektoren zur Gen-
Inaktivierung hergestellt (Abb. 3.10). Diese Plasmide unterschieden sich in der Art der
zugrundeliegenden Transfektionsvektoren, der GroRe bzw. Lage der Homologie-Regionen
und in den angewendeten Strategien zur Gen-Inaktivierung, neben der replacement- (Abb.
3.10 A) wurde ebenfalls die Integrations-Strategie (Abb. 3.10 B) eingesetzt.
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Abb. 3.10: Ubersicht der fiir die Gen-Inaktivierung des Glutathionreduktase-Gens eingesetzten
Transfektionsvektoren

Der WT GR-Locus (WT) soll entweder mit (A) replacement-Konstrukten (im Falle der Plasmide pPbGR_REP,
pPbGR_REP+ und pPbGR::PfGR) oder mit (B) Integrations-Konstrukten (im Falle der Plasmide pPyGR_INT,
pPbGR_INT und pPbGR_CONTROL) inaktiviert werden.

Diese Plasmide wurden in einer systematischen Vorgehensweise eingesetzt. Die
aufgeflhrten Strategien beinhalteten: (i) die Nutzung zweier Transfektionsprotokolle (Ref. 12,
13 GR Paper), (i) mehrere Transfektionsvektoren mit wechselnden Regionen der
Homologie, (iii) verschiedene Parasitenspezies und (iv) innerhalb der Spezies
unterschiedliche Parasitenstamme (Tab. 3.3).
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Successful targetings/

species strain strategy?® technology® regions of homology‘transfections?
P. yoelii 17XNL INT gp 1.54 kb 0/8 (0%)
P. berghei NK65 INT gp, nf 1.08 kb 0/5 (0%)
P. berghei NK65 REP gp, nf 0.74 + 0.76 kb 0/6 (0%)
P. berghei ANKA REP+ nf 0.78 + 0.56 kb 0/2 (0%)
P.berghei  NK65, ANKA CONTROL gp, nf 2.1kb 3/3 (100%)
P. berghei NK65, ANKA COMP nf 0.78 + 0.56 kb 2/2 (100%)

Tab. 3.3: Ubersicht der Strategien zur Erreichung des Plasmodium Glutathionreduktase Gen-Locus

& Nomenklatur entspricht Abb. 3.10: COMP, Komplementations-Vektor; INT, Integrations- und REP, replacement-
Vektor. ° Transfektions-Protokolle mit Biorad gene pulser (gp) und/oder nucleofector device (nf) wurden geman
[90, 188] durchgefiihrt. ¢ Die GroRe der Regionen, die als homologe Rekombinationsstellen dienen sollen, sind in
Kilobasen (kb) angegeben. d Erfolgreiche Integration der Vektoren in das Plasmodium-Genom wurde durch
Genotypisierung bestatigt, wohingegen nicht-erfolgreiche Transfektionen entweder keine lebensfahige Parasiten
oder Pyrimethamin-resistente WT Populationen zur Folge hatten.

Die Anwendung der verschiedenen Strategien in zahlreichen Kombinationen fuhrte in keinem
Fall zu einer detektierbaren Gen-Inaktivierung des P. berghei oder P. yoelii GR-Gens (Tab.
3.3). Die Transfektionen der Konstrukte, welche eine GR-Inaktivierung als Folge der
Integration des Konstruktes besitzen, fihrten entweder zur Herstellung resistenter Parasiten-
Populationen oder es konnten keine resistenten Plasmodien selektioniert werden. Die
erhaltenen, resistenten Parasiten-Populationen wurden durch genotypische Analysen als WT

und/oder Episom-enthaltende Parasiten charakterisiert.

Zur Bestétigung, dass der endogene GR-Locus prinzipiell fir eine Insertion zugénglich ist,
wurde der Kontrollvektor pPbGR_CONTROL (Abb. 3.11 A, mittlerer Bildabschnitt)
hergestellt.

Dabei unterscheidet sich das verwendete Konstrukt von den oben beschriebenen
Deletionskonstrukten ausschlieBlich im 3"-Bereich des GR-Gens, der hier vollstandig
vorliegt. Die Transfektion dieses Vektors fuhrt durch ein einfaches Rekombinationsereignis
zu einem duplizierten Gen-Locus, welcher eine funktionelle Kopie des GR-Gens unter den
endogenen Promotorelementen und eine nichtfunktionelle, 5 -verkirzte Version des Gens
enthalt (Abb. 3.11 A, unterer Bildabschnitt).
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Durch einmalige Transfektion dieses Konstruktes in drei parallelen Anséatzen (siehe Tabelle
3.3) konnten parenterale P. berghei Populationen mit der erwarteten und durch genotypische
Analysen bestatigten Locus-Modifikation erhalten werden. In Abb. 3.11 B ist die PCR
Analyse einer parentalen bGRCONTROL-Population dargestellt.

Daraus kann gefolgert werde, dass die Schwierigkeiten — sogar unter Anwendung einer
Vielfalt an Strategien — einen GR(-)-Locus zu generieren, nicht auf einer generellen

Unzuganglichkeit dieses Genomabschnitts fir Modifikations-Ereignisse basieren.
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Abb. 3.11: Der endogene GR-Locus ist prinzipiell fur eine Insertion zuganglich

(A) Der Wildtyp-Locus des endogenen PbGR-Gens ist schematisch im oberen Teil sichtbar (WT), hierbei
reprasentiert der Pfeil das Startkodon und die Fahne den Transkriptions-Stopp. Das Kontroll-Konstrukt
pPbGR_CONTROL ist als Plasmid schematisch darunter dargestellt mit endogener Pacl-Schnittstelle zur
Linearisierung. Der rekombinante Integrationslocus bGRCONTROL, wie er nach der Transfektion erscheint, ist
ganz unten dargestellt. Dabei entstehen zwei Versionen des GR-Gens, eine funktionelle Kopie in gesamter L&nge
und eine trunkierte, nicht-funktionelle Kopie, beide sind getrennt durch den Selektionsmarker DHFR/TS. Die
Integrations-spezifischen Primerkombinationen und die erwarteten Fragmente sind als Pfeile bzw. Linien
dargestellt. (B) Genotypisierung einer parentalen bGRCONTROL Parasiten-Population durch Integrations-
spezifische PCR Analyse. Die Bestdtigung der erwarteten Gen-Inaktivierung erfolgte durch Oligonukleotid-
Kombinationen, welche nur im rekombinanten Locus zu einer Amplifikation fiihren (test).
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Da durch die Anwendung einer Vielfalt an Strategien zur GR-Inaktivierung Spezies-, Stamm-,
Protokoll- oder Vektor-bedingte technische Probleme nahezu ausgeschlossen werden
kénnen, scheint die Gen-Inaktivierung von GR einen letalen Effekt auf Plasmodien
auszuuben. Somit scheint GR eine zentrale Rolle fir das in vivo Wachstum von Plasmodien

Blutstadien einzunehmen.

331 Trans-Spezies-Komplementation der P. berghei Glutathionreduktase

Um diese potentiell lebensnotwendige Funktion von GR zur Etablierung einer Plasmodium
Blutstadien-Infektion funktionell bestatigen zu kénnen, wurde als nachster Schritt eine GR-
Mutante mit zuriick gewonnener Funktion hergestellt. Hierbei sollte untersucht werden, ob
das GR-Gen einer anderen Plasmodium Spezies — in diesem Fall das Ortholog von P.
falciparum (PlasmoDB-Datenbanknummer: PF14 0192) - das P. berghei Gen
komplementieren kann. In dieser Strategie wurde das endogene PbGR-Gen mit einem
replacement-Vektor, welcher die P. berghei GR 5’-flankierende Region, die P. falciparum GR
kodierende Sequenz und die P. berghei DHFR/TS 3'UTR zur stabilen mRNA Expression
enthielt, komplementiert. Klonierung dieser genannten Regionen in den b3D.DT"H."D-
Transfektionsvektor resultierte in dem Konstrukt pPbGR::PfGR.

Durch ein doppeltes homologes Rekombinationsereignis sollte das PfGR-Gen in den
endogenen P. berghei Expressions-Locus integrieren (Abb. 3.12 A). Die Integration eines
orthologen Gens unter Kontrolle der endogenen Promotorelemente ist eine unerlassliche
Voraussetzung, um eine zeitlich falsch abgestimmte Expression des Genproduktes zu
vermeiden [97]. Parentale Parasiten-Populationen konnten nach Transfektion dieses
Konstruktes mit P. berghei Schizonten des Stammes ANKA GFP-507cl unter Nutzung des
Amaxa-Transfektionsprotokolls erhalten werden. Diese parentalen Populationen wurden
genotypisiert, um die korrekte Herstellung des mutierten GR-Locus zu verifizieren. Dabei
wurden die verwendeten Oligonukleotide so eingesetzt, dass nur bei dem integrierten
Komplementations-Konstrukt eine Sequenz amplifiziert werden konnte, nicht jedoch bei
Wildtyp oder bei Vorlage des Konstrukts als Episom. In zwei parallelen Anséatzen (siehe Tab.
3.3) konnten parenterale Populationen mit detektierbarer Gen-Komplementation erhalten

werden (Daten nicht gezeigt).

Diese parentalen Parasiten wurden nachfolgend zur Isolierung einer entsprechenden
klonalen Parasitenlinie eingesetzt, so dass die rekombinanten Parasiten dann ausschlief3lich

den komplementierten GR-Genabschnitt enthalten. Es konnten zwei klonale Parasiten-
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Populationen, genannt AGR::PfGR, erhalten werden, die genotypisch und phanotypisch
identisch waren.

Das korrekte replacement-Ereignis wurde durch PCR analysiert. Hierbei wurden die
eingesetzten Oligonukleotide so gewahlt, dass im Vergleich zu WT Parasiten die Integration
des Transfektionsvektors dargestellt und das Fehlen von WT (= P. berghei GR-enthaltenden)
Parasiten in der klonalen Parasitenlinie dargestellt werden konnte (Abb. 3.12 B).

Nachdem die Integration des Komplementations-Konstruktes in das P. berghei-Genom
nachgewiesen werden konnte, wurde weiterhin das Fehlen von P. berghei-spezifischem GR-
Transkript untersucht. Hierzu wurden aus AGR::PfGR Blutsstadien mRNA isoliert und davon
ausgehend cDNA synthetisiert. Mit dieser hergestellten cDNA konnte das Vorhandensein
von PbGR-Transkript mit PCR und P. berghei-spezifischen Oligonukleotiden untersucht
werden. Im Gegensatz zu Wildtyp (WT) Parasiten mit endogenem GR-Gen konnte in den mit
dem P. falciparum Ortholog komplementierten Parasiten kein PbGR-Transkript detektiert
werden (Abb. 3.12 C), wohl aber ein P. falciparum-spezifisches Transkript, welches nicht bei
WT Parasiten erscheint. Zur Uberprifung der mRNA-Praparation diente eine
Kontrollamplifikation eines Teils des Plasmoredoxin-Gens.

Das Vorhandensein des PfGR-Proteins konnte im Western Blot nicht eindeutig bestimmt
werden, da der verwendete P. falciparum GR-Antikorper eine Kreuzreaktion mit dem P.

berghei GR-Protein aufwies (nicht gezeigt).

5UTR fGR 3J'UTR
A — — e e
i—LE” PfGR }—I:]L = AN -
AGR::PfGR 5test 3'test
B C ; wT AGR::PfGR
5'UTR Stest 3UTR 3test bWT  fWT Lol ] .
[bp]
marker Q‘ Q‘ ?'\ 750
kb] & o"‘g\ o"‘@ eﬂé F¢& Fe & o
3.5 1,500
1.5
0.7 500

Abb. 3.12: Schematische Darstellung der Komplementation des P. berghei GR-Gens mit dem P.
falciparum Ortholog

(A) Der erwartete AGR::PfGR Locus nach erfolgreicher Integration des Komplementations-Vektors; hierbei
erfolgte der Austausch des P. berghei GR-Gens mit dem Ortholog von P. falciparum unter Kontrolle der
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endogenen Promotorelemente. Integrations-spezifische Testprimer Kombinationen sowie die erwarteten
Fragmente sind als Linien dargestellt, die Pfeile geben die Positionen der primer an. (B) Genotypische
Bestatigung des GR-Austauschs durch replacement-spezifische PCR Analysen mit Oligonukleotid-
Kombinationen, welche nur im rekombinanten Locus zu einer Amplifikation fiihren (test). Das Fehlen eines bGR-
spezifischen Amplifikates (bWT) bestéatigt die Reinheit der klonalen Parasitenlinie AGR::PfGR. Das
Vorhandensein eines fGR-spezifischen Amplifikates (fWT) bestétigt die Integration des P. falciparum GR-Gens in
das P. berghei-Genom. (C) Depletion von P. berghei GR-Transkripten in AGR::PfGR Parasiten. WT und
AGR::PfGR cDNAs von Blutstadien dienten als template fiir PbGR- (oberes Bildelement) und PfGR- (mittleres
Bildelement) spezifische PCR Reaktionen. Amplifikation des Plasmoredoxin-Transkriptes (unteres Bildelement)
diente als Positivkontrolle.

Um zu bestatigen, dass das P. falciparum GR-Ortholog das Fehlen des Pb Gens
komplementieren kann, wurde ein in vivo Wachstumsvergleich durchgefihrt. Hierzu wurden
jeweils 1000 WT bzw. AGR::PfGR Parasiten intravends in Mause injiziert und der Verlauf der
Parasitamie alle 12 Stunden verfolgt. Die komplementierte Parasiten-Population AGR::PfGR
zeigte keinen Wachstumsnachteil verglichen mit WT Parasiten (Abb. 3.13). Dies bedeutet,

dass das P. falciparum GR-Gen funktionell das P. berghei Gen komplementieren kann.
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Abb. 3.13: Replikation der AGR::PfGR Parasiten unterscheidet sich nicht von der Replikation der WT
Parasiten

Gezeigt sind in vivo Wachstumsvergleichs-Kurven von WT und AGR::PfGR Blutstadien. Jeweils sechs naive
Tiere wurden intravends mit 1000 Blutstadien Parasiten infiziert, wobei die Parasitimie nachfolgend alle 12
Stunden durch Giemsa-gefarbte Blutausstriche tberprift wurde.

Zusammenfassend konnte gezeigt werde, das der GR-abhangige Stoffwechselweg eine

essentielle Funktion fur Plasmodien Blutstadien einnimmt.
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3.4 Charakterisierung des Inhibitors Methylenblau

Neben der auf genetischer Ebene erfolgten Validierung verschiedener redox-aktiver Gene
als drug targets wurde im Rahmen dieser Arbeit der Hemmstoff Methylenblau (MB)
enzymkinetisch einerseits an Plasmodien, andererseits an humanen Disulfidreduktasen GR

und TrxR charakterisiert.

341 Methylenblau ist ein potenter Inhibitor der P. falciparum Disulfidreduktasen

Der hemmende Effekt von MB auf die physiologischen Reaktionen der untersuchten Enzyme
ist in Tab. 3.4 zusammengefasst. Die Ermittlung der Hemmwirkung von MB folgte dem in
Kapitel 2.2.7.4.8 geschilderten Ablauf.

MB ist ein potenter Inhibitor der rekombinanten P. falciparum Glutathionreduktase mit einer
halbmaximalen Konzentration (ICso-Wert) im unteren mikromolaren Bereich (5,4 puM). Damit
konnte der bereits beschriebene ICso-Wert bestatigt werden [57]. Zwar wurde die humane
GR ebenfalls gehemmt (ICso-Wert von 16,4 uM), im direkten Vergleich mit der Plasmodium
GR erfahrt sie jedoch eine um den Faktor 3 geringere Hemmung. Der Hemmtyp konnte nicht
eindeutig bestimmt werden, es handelt sich aber nicht um eine kompetitive Hemmung. In der
Annahme, dass es sich eher um einen nicht-kompetitiven Hemmtyp [57] als um einen
unkompetitiven [23] Hemmtyp handelt, entsprechen die ICso-Werte der Tabelle den K;-
Werten. MB als Inhibitor der humanen GR bindet vermutlich in der zentralen Hohle zwischen
den zwei Untereinheiten der GR [171, 216].

Die ermittelte Hemmwirkung im Falle der Thioredoxinreduktase zeigt eine um den Faktor

zwei starkere Hemmung der humanen TrxR verglichen mit der Plasmodium TrxR.

3.4.2 Methylenblau als Substrat fur Disulfidreduktasen

Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob Methylenblau in der Lage ist, als
artifizielles Substrat der verschiedenen Plasmodium und humanen Disulfidreduktasen zu
dienen. Anhand kinetischer Parameter aus steady-state Kinetiken lassen sich allgemeine
Aussagen zur Substratspezifitit und Substrataffinitat ableiten, die fur spezielle
Inhibitorkinetiken von Bedeutung sind. Die Wechselzahl Ky [s‘l], definiert als die Anzahl
Substratmolekile (in Mol), die pro Zeiteinheit (sec) katalytischem Zentrum des Enzyms (in
Mol) unter optimalen Bedingungen umgesetzt wird, kann dartber hinaus bestimmt werden.
Im kinetischen Optimum k./Ky [M™min™] wird die Katalysegeschwindigkeit des Enzyms nur

durch die Geschwindigkeit beschrankt, mit der es in der Lésung seinem Substrat begegnet
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(Diffusionsgeschwindigkeit). Die Ky- und Vna.-Werte der physiologischen Substrate GSSG
und Trx sowie des artifiziellen Substrates MB der unterschiedlichen Disulfidreduktasen
wurden anhand nicht-linearer Regression ermittelt sowie die dazugehdrigen Kea- und Kea/ K-

Werte der Enzymkatalyse bestimmt.

Das Potential von MB als Substrat der untersuchten Enzyme ist in Tab. 3.4
zusammengefasst. Hierfir wurden, wie in den Kapiteln 2.2.7.4.6 und 2.2.7.4.7 beschrieben,
die Enzymaktivitaten mit dem physiologischen Disulfid-Substrat und mit dem artifiziellen
Substrat MB in parallelen Ansatzen bestimmt. Assays mit MB als Substrat wurden mit 1 U
Enzym pro ml durchgefuhrt, wahrend 10 mU/ml Enzym bei Untersuchungen mit dem
physiologischen Substrat eingesetzt wurden. Hierbei ist es wichtig zu wissen, dass in situ die
Enzymkonzentrationen (>1 U/ml, [101, 137]) in der Tat uber 100fach hoher als

normalerweise in enzymkinetischen Untersuchungen verwendet vorliegen.

Subugit Ky of MB k., for MB ko K ICyp forMp  Twforoogn. kg forecmn o peg o

Eazyme M, (M) (5 (M1 57 (M) aubstrate sbState owidass (5~1)
(pM) =)

| Human GR. 524 6.3 0.03 4,760 16.4 [ 200 0,003 |
Human GR (584 524 17 013 7,650 NA NA NA 0.005
Human GR CH34A 524 56 0.62 11,100 NA NA NA 0,070
Human GR. C58A/CEIA 524 &7 0.50 2,000 NA NA NA 0.065
[Human TxR1 55.2 05 10.00 105,000 ] 10 25 0.001 |
Porcine LipDH 550 28 3,40 121,000 = 1,000 = 1,000 200 0.220
P. falciparum GR 572 S0 2.50 50,000 5.4 =3 150 0.030
P. falciparin ToR 0.3 &8 6.30 88,200 59 2-10 50 0.006
P. falcipanem mtLipDH 572 49 7.40 151,000 = 1,000 = 1,000 320 ND

Tab. 3.4: Aktivitaten der als Methylenblau Reduktasen untersuchten Disulfidreduktasen

Die in dieser Arbeit untersuchten Disulfidreduktasen sind rot umrandet. GR wurde im GR-Assaypuffer bei pH 6,9
untersucht, TrxR bei pH 7,4. cogn. cognate = verwandtes Substrat. NA steht fur not applicable (nicht
verwendbar), da die humanen GR- Mutanten keine messbare Aktivitat mit GSSG zeigten. ND bedeutet nicht
durchgefihrt.

Die Reduktion von den Disulfiden wurde unter Nutzung des optischen Tests bei 340 nm als
NAD(P)H-Oxidation gemessen. Bei dieser Wellenlange liegen die e-Werte fir MB bei 3,9
mM*cm™ [154] und fur LeukoMB bei 3,3 mM™'cm™ [30]. Der gegenlaufige Beitrag des
Produktes LeukoMB an der gesamten Absorptionsabnahme wurde vernachlassigt, da unter
aeroben Bedingungen mit hoher Geschwindigkeit autooxidiert wird, so dass die MB-
Konzentration als konstant und die Konzentration von LeukoMB als sehr gering angesehen

werden kann. Die Reaktion lief bis zum vollstandigen Verbrauch von NADPH ab; der steilste
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Teil der Absorptionsabnahme wurde zur Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit
herangezogen.

Die Korrektur der spontanen Reaktion von MB und NADPH sowie die NADPH-
Autooxidations-Aktivitat wurden wie in den Kapiteln 2.2.7.4.4 und 2.2.7.4.5 beschrieben fir

die entsprechenden Enzyme berticksichtigt.

Die Ky-Werte als MalR der Substrataffinitit zu dem jeweiligen Enzym sowie die
dazugehorigen Wechselzahlen k. und katalytischen Effizienzen k../Ky der untersuchten
Disulfidreduktasen mit MB sind in Tabelle 3.4 aufgelistet.

Der direkte Vergleich zwischen humaner und Plasmodium GR zeigt, dass MB eine hdhere
Affinitdt zum humanen Enzym zeigt, da bereits bei einer Substratkonzentration von 6,3 uM
das Enzym mit halbmaximaler Geschwindigkeit arbeitet, im Gegensatz zu der
Substratkonzentration von 50 pM, welche die Plasmodium GR bendétigt. Ausschlaggebend
fur die Bewertung, welche Affinitat ein Substrat zu einem bestimmten Enzym besitzt und wie
gut es durch dieses Enzym umgesetzt werden kann, ist nicht allein der Ky-Wert; wichtige
zusatzliche Aussagen liefern in diesem Zusammenhang die Wechselzahl k. der
betrachteten Reaktion und die katalytische Effizienz k../Ky. Bei Betrachtung dieser Werte
fallt auf, dass der Substratumsatz pro Sekunde bei der Plasmodium GR mit 2,50 s™ deutlich
hoher als bei der humanen GR mit 0,03 s™ liegt. Dies wird noch deutlicher bei Einbeziehung
der katalytischen Effizienz: demnach setzt die Plasmodium GR mit einer katalytischen
Effizienz von 50.000 M™'s™ MB als Substrat etwa 10mal effektiver um als die humane GR mit

einer katalytischen Effizienz von 4.760 M™s™.

Betrachtet man die Werte von Plasmodium und humaner TrxR, lasst sich eine geringfligig
effizientere Umsetzung von MB durch die humane Disulfidreduktase feststellen. Zwar liegt
der Ky-Wert fur MB bei dem Plasmodium Enzym mit 68 UM niedriger als der entsprechende
Wert bei der humanen TrxR mit 95 yuM, aber die Wechselzahl von 10 s ist bei dem
humanen Enzym hoher als die der Parasiten Disulfidreduktase (6,3 s™). Diese erhohte
Wechselzahl hat zur Folge, dass die katalytische Effizienz der Umsetzung von MB als
artifiziellem Substrat der TrxR mit 105.000 M*s™ bei dem humanen Enzym geringfiigig héher
liegt als die der Plasmodium TrxR mit 88,2000 M™'s™,

Zusammenfassend kann man sagen, dass unter dem Gesichtspunkt der selektiven

Hemmung MB ein effektiver Inhibitor der Glutathionreduktase ist, da hier — anders als im Fall
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der TrxR — das Plasmodium Enzym in seiner physiologischen Funktion starker als das
humane Enzym gehemmt wird.

Zur Charakterisierung der Substrat-Eigenschaften von MB an den untersuchten
Disulfidreduktasen werden die jeweiligen zusammengehdrigen Paare betrachtet (humane
und Pf GR bzw. humane und Pf TrxR). Dies zeigt, dass die Plasmodium Glutathionreduktase
effizienter als das humane Enzym MB umsetzen kann, wahrend im Gegensatz dazu die
humane TrxR einen im Vergleich zum Plasmodien Enzym nur geringflgig erhéhten Umsatz

von MB aufweist.

Somit zahlt MB zu den pharmakologisch interessanten Substanzen, welche mit
antioxidativen Disulfidreduktasen in Wechselwirkung treten. Weitere Vertreter dieser
Wirkstoffklasse umfassen Nitrofurantoin und Naphtochinonderivate [7, 101]. Der in der
Einleitung erwéhnte und durch die Abb. 1.7 verdeutlichte redox-aktive Zyklus von MB bei der
Behandlung von Methamoglobindmien kann somit auch Enzym-katalysiert — wie in dieser

Arbeit gezeigt besonders effizient durch die GR — ablaufen (siehe Abb. 3.14).

Enzym-katalysierte ‘\ Spontane

Reaktion / Autooxidation
CHe

Methylenblau I
(MB, blau)

CHs

/
SN N
Hs C/N / | \CH3
X

Abb. 3.14: Methylenblau als H,O,-produzierender Redoxpendler in P. falciparum

Die Glutathionreduktase und andere Disulfidreduktasen des Malariaparasiten katalysieren die Reduktion von
Methylenblau (MB) durch NADPH. Das resultierende LeukoMB, ein hochst effizienter Autooxidator, wird
nachfolgend durch O, oxidiert. Jeder dieser Reaktionszyklen fuhrt zu einem Verbrauch von NADPH und
zellularem Sauerstoff, und zur gleichzeitigen Produktion von (Parasiten-)toxischen reaktiven Sauerstoffspezies,
vorwiegend H,0x.
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In diesem zyklischen Prozess katalysiert die Glutathionreduktase die Reduktion von MB
durch NADPH. Dies fuhrt zur Bildung des farblosen LeukoMB, welches ein hochst effizienter
Autooxidator ist. Somit wird LeukoMB spontan durch zellularen Sauerstoff oxidiert, wobei
reaktive Sauerstoffspezies in der Form von H,0O, entstehen. In jedem Enzym-katalysierten

Redox-Zyklus entstehen somit pro-oxidative Verbindungen.

Aus zellpharmakologischer Perspektive wird Methylenblau daher als subversives Substrat
oder Sabotage-Inhibitor bezeichnet, da in Gegenwart von MB normalerweise antioxidative,
das intrazellulare reduzierende Milieu der Parasiten schitzende Disulfidreduktasen als pro-
oxidative ROS-generierende Enzyme dienen. In jedem Reaktionszyklus kommt es
bilanzmaRig zu einem Verbrauch wichtiger, zellularer Ressourcen wie Sauerstoff und

NADPH und zur Bildung von (parasito)toxischem H,O,.
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4 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Eignung bestimmter redox-aktiver Gene von
Plasmodium als drug target untersucht. Dies geschah mit Hilfe von Methoden der reversen
Genetik in Nagetier-Malariamodellen. Die erhaltenen Daten zeigen eine entbehrliche
Funktion der Gene fir Plasmoredoxin und Thioredoxinreduktase, wohingegen die
Glutathionreduktase auch auf genetischer Ebene als eines der meist versprechenden drug

targets bei Plasmodium validiert werden konnte.

Zusatzlich wurde im Rahmen der Arbeit ein spezifischer Inhibitor, Methylenblau, auf seine
Wechselwirkungen mit Plasmodien und humanen Disulfidreduktasen untersucht; diese
Ergebnisse liefern zusatzliche Erklarungen und Mechanismen fir die antiplasmodiale

Wirkung von Methylenblau auf molekularer Ebene.

4.1 Reverse Genetik bei Plasmodien

Mit Aufklarung der kompletten genetischen Sequenz von P. falciparum [66] wurde eine Fille
neuer Informationen verfugbar, die fir viele Bereiche der Malaria-Forschung von Nutzen sind
[204]. Das Plasmodien-Genom umfasst 14 Chromosomen, auf denen geschatzte 5000 Gene
kodiert sind. Die zentrale Herausforderung zur Nutzung der Sequenz-Informationen ist, die
jene Parasiten-Gene bzw. deren Genprodukte zu identifizieren, welche an einem bestimmten
biologischen Prozess, wie z.B. der in dieser Arbeit untersuchten antioxidativen Abwehr,
entscheidend beteiligt sind. Fur dieses Vorhaben sind molekulargenetische Methoden
unerlasslich, mit denen das Genom manipuliert und somit eine definierte Funktion einer
bestimmten Sequenz zugeordnet werden kann.

Plasmodium war die letzte Gattung der medizinisch relevanten Protozoen, welche den
Methoden der reversen Genetik zugénglich wurde [36]. Die Transfektion dieser Parasiten
wird dadurch erschwert, dass sie wahrend des grof3ten Teils ihres Lebenszyklus intrazellular
innerhalb einer Vakuole lokalisiert sind, wobei der parasitdre Nukleus von seiner Umgebung
durch vier Membranen getrennt ist. Erst 1993 gelangen transiente Transfektionen bei —
extrazellular liegenden — Gameten und Zygoten von P. gallinaceum [73]; der entscheidende
Durchbruch fand aber 1995 statt, als erythrozytare Stadien von P. falciparum [212] und P.
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berghei [196] transfiziert werden konnten. Die Transfektion war transient bei P. falciparum
und, mithilfe eines Pyrimethamin-Resistenzgens, stabil bei P. berghei.

Die zunachst bestehenden Probleme der ineffizienten Transfektions konnten zumindest fur
P. berghei mit der Etablierung eines neuen Transfektions-Protokolls unter Nutzung des
Amaxa-Elekroporators entscheidend verbessert werden [90, 91]. Bei P. falciparum hingegen
liegt die Effizienz bei der Transfektion von Plasmid-DNA weiterhin bei 10° bis 10° [149].
Limitiert wird die Transfektions-Technologie dadurch, dass Gene mit einer essentiellen
Funktion fur Blutstadien, auf denen die Selektion basiert, nicht genau untersucht werden
kénnen. Mutanten mit gestorter Funktion z.B. bei der Erythrozyten-Invasion oder Replikation
innerhalb der Erythrozyten sind entweder nicht lebensfahig und damit nicht detektierbar oder
sie werden von Parasiten verdrangt, die durch das Gen-targeting nicht erreicht werden
konnten. Welches ist dann — mit den zurzeit bei Malaria-Parasiten angwendbaren Methoden
der reversen Genetik — der bestmogliche Beweis dafiir, dass ein bestimmtes Gen
lebensnotwendig ist? Es ist der Einsatz eines integrierbaren, aber nicht-inaktivierenden
Vektors im direkten Vergleich mit einem Gen-inaktivierenden Plasmid [42]. Diese Strategie
wurde Dbeispielsweise fir MSP-1 und AMA-1 verfolgt. Durch Mutanten mit zurlck
gewonnener Funktion ergaben sich bei diesen Untersuchungen auch Hinweisen auf die
Rollen von MSP-1 und AMA-1 bei der Erythrozyten-Invasion durch Merozoiten; dies wurde
durch Austausch von homologen Genen zwischen human- und Nagetier-pathogenen
Plasmodien-Spezies erreicht [148, 194].

Fur Gene, welche sich mit der Transfektions-Technologie nur eingeschréankt untersucht
lassen, bieten sich molekulare Methoden an, mit denen Gene mutagenisiert oder herunter
reguliert werden koénnen; hier ist vor allem das Tetrazyklin-induzierbare Transaktivator-
System zur Gen-Expression zu nennen. Dieses ist das zuverldssigste System zur
Untersuchung essentieller Gene in T. gondii [124], welches aber erst kirzlich auf P.
falciparum (bertragen werden konnte [125]. Zwar hat sich das Tetrazyklin-induzierbare
System bei P. falciparum zur Expression von Transgenen, wie z.B GFP-markierten
Oberflachenproteinen, bewahren kénnen [170], jedoch ist unter induzierten Bedingungen
eine starke Expression nur bei 10-20% der Parasiten zu finden. Es scheint sehr
wahrscheinlich, dass diese stark exprimierenden Parasiten eine relativ grof3e Anzahl
Plasmid-Kopien enthalten. Infolgedessen ist dieses System gegenwartig fir konditionelle
knock outs nicht geeignet, da unter diesen Umstdnden eine integrierte Kopie des

induzierbaren Plasmids vorhanden sein kann, welche ausreichend hohe Spiegel des
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induzierten Transgens exprimiert und somit in der Lage ist, die Funktion des deletierten,
endogenen Gens zu komplementieren [126].

RNA-Interferenz (RNAI) ist in den letzten Jahren zu einer weiteren leistungsstarken Methode
der Targetvalidierung geworden, bei der ein zu untersuchendes Gen durch Abbau der
kodierenden mRNA ausgeschaltet wird. Bei Plasmodium ist diese Methode jedoch schwer
zuganglich und nicht zufrieden stellend, wie die Studie zu Falcipain-1 zeigte. Hier legten
RNAi-Untersuchungen den Schluss nahe, dass diesem Gen eine essentielle Funktion in den
Blutstadien zugeschrieben werden kann [116], wohingegen die Herstellung von Falcipain-1
knock out-Parasiten letztlich zeigte, dass dieses Protein weder essentiell fir Blutstadien ist,
noch morphologische Veranderungen dieser Parasiten bewirkt [180]. Diese Ergebnisse
zeigen, zusammen mit dem Fehlen einer erkennbaren RNAi-Maschinerie in Plasmodium-
Genomen [8, 24], dass genetische screens in P. falciparum auf der Basis dieser Technologie
Schwierigkeiten bergen.

Eine weitere Mdglichkeit ist die chemische Targetvalidierung unter Nutzung spezifischer
Inhibitoren mit mdglichst hoher Korrelation zwischen dem hemmenden Effekt in vitro auf
einzelne isolierte Stoffwechselkomponenten, wie z.B. Enzyme eines bestimmten
Stoffwechselweges, und Hemmuwirkung in vivo auf den Parasiten in seiner Wirtszelle. Dieser
Ansatz wurde z.B. kirzlich gewahlt, um die verschiedenen Endopeptidasen des Hamoglobin-
Abbaus in Plasmodien auf ihre Tauglichkeit als drug target zu untersuchen [44]. Jedoch
handelt es sich bei der chemischen Validierung in jedem Fall nur um eine Annaherung an
eine essentielle Funktion eines bestimmten Genproduktes, da zusatzliche Effekte auf die
untersuchten Enzyme und andere targets experimentell nicht ausgeschlossen werden
kénnen. Ein Beispiel fur diese Problematik sind auch die Wirkungen des Methylenblau auf

die Disulfidreduktasen von Plasmodium falciparum [30].

Um ein Gen demnach eindeutig einer bestimmten Funktion zuordnen zu kénnen, ist die viel
versprechendste, gegenwartig erhéltliche Methode der reversen Genetik die Transfektion zur
stabilen Gen-Inaktivierung bzw. Gen-Komplementierung. Der Vorteil eines verbesserten
Transfektionsprotokolls mit deutlich erhéhter Effizienz [90, 91] kommt besonders bei dem
Mausemalaria-Modell von P. berghei zum Tragen. Dieses System bietet weiterhin den
Vorteil, dass die Funktion eines Genes wahrend des kompletten Lebenszyklus untersucht
werden kann. Da die Plasmodien-Enzyme der antioxidativen Abwehr sehr attraktive drug

targets darstellen, wurde in der vorliegenden Arbeit schwerpunktsm&Rig die hierarchische
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Natur der beteiligten Komponenten auf genetischer Ebene unter Nutzung stabiler

Transfektion im Mausemalaria-Modellsystem untersucht.

4.2 Depletion von Plasmoredoxin offenbarte eine nicht-essentielle

Funktion im Lebenszyklus von Plasmodium

Bei Plasmoredoxin handelt es sich um ein im Redoxstoffwechsel von Plasmodium zentral
positioniertes, redox-aktives Protein mit vielseitigen Interaktionen innerhalb des
antioxidativen Netzwerkes [15]. Zusatzlich zu seinen biochemisch interessanten
Eigenschaften, besitzt Plasmoredoxin ein Merkmal, welches fir die rationale Entwicklung
spezifischer Antimalariamittel von besonderer Wichtigkeit ist, ndmlich das Fehlen eines
homologen Proteins in der menschlichen Wirtszelle. Plasmoredoxin scheint einzig bei
Plasmodium-Spezies vorzukommen; diese Einschatzung basiert auf den derzeit erhéaltlichen
Datenbank-Informationen. Innerhalb der Thioredoxin-Familie besitzt P. falciparum
Plasmoredoxin die hochste Identitéat von 31,4% mit P. falciparum Thioredoxin [15]. Au3erhalb
dieser Gruppe ist die maximale Identitat etwa 32%, hierbei handelt es sich zum einen um ein
Respiration-regulierendes Protein von Bacillus subtilis (ResA, Datenbanknummer: P35160)
und zum Anderen um HelX (Datenbanknummer: M96013), eine Disulfid-Oxidoreduktase des
Bakteriums Rhodobacter capsulatus [15]. Phylogenetische Analysen zeigen weiterhin, dass
Plasmodium Plasmoredoxine eine neue Familie redox-aktiver Proteine innerhalb der
Thioredoxin-Superfamilie reprasentieren.

Die vorliegende Arbeit befasste sich deshalb mit der zellularen Rolle von Plasmoredoxin in

dem Nagetiermalaria-Modell von Plasmodium berghei.

Mithilfe von klassischer, reverser Genetik konnte das Plasmoredoxin-Gen in P. berghei
inaktiviert werden. Die nachfolgende Charakterisierung der Plasmoredoxin-defizienten
Parasiten zeigte eine unbeeintrachtigte Entwicklung dieser Parasiten in erythrozytaren
Wirtszellen. Dieser Befund schlie3t die Nutzung spezifischer gegen Plasmoredoxin
gerichteter Wirkstoffe in der Entwicklung neuer Antimalariamittel. Die erfolgreiche
Generierung Plasmoredoxin-defizienter Parasiten erlaubte eine detaillierte Beurteilung der in
vivo Funktion dieses Proteins fir alle Stadien des kompletten Lebenszyklus von
Plasmodium. Auch hier konnte keine lebensnotwendige Rolle von Plrx bei einer der
unterschiedlichen Phasen des Lebenszyklus gezeigt werden. Folglich ist eine gezielte
Inhibition von Plasmoredoxin weder fir eine Transmissions-blockierende noch fur eine

kausal-prophylaktische Bekampfung der Malaria geeignet.
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Um eine Erklarung fur das Fehlen einer essentiellen Rolle von Plasmoredoxin in
Malariaparasiten zu finden, muss dieses redox-aktive Protein nicht isoliert, sondern im
Zusammenhang der Thioredoxin-Familie betrachtet werden. Plasmodien besitzen zusatzlich
zu Plasmoredoxin eine Anzahl kleiner Redox-Proteine mit Sequenzahnlichkeiten zu
Thioredoxin. Zu dieser Familie gehdren die Thioredoxine, Glutaredoxine, das Tryparedoxin
der Trypanosomen, Proteindisulfid-lsomerasen und einige bakterielle Disulfidbriicken-
bildende Proteine.

Diese Gruppe von Proteinen fihren mit Hilfe ihrer katalytisch aktiven Cystein-Reste
Oxidations- und Reduktions-Reaktionen aus. Die gemeinsamen Merkmale der Mitglieder
dieser Familie sind das typische Motiv des aktiven Zentrums C-X-X-C sowie eine Ahnlichkeit
der Tertiarstruktur der Proteine, die sogenannte Thioredoxin-Faltung, trotz geringer
Ahnlichkeit der jeweils zugrunde liegenden Aminosaure-Sequenz [119]. Homozygote
Deletion des zytoplasmatischen Trx1 oder der mitochondrialen Isoform Trx2 von Mausen
hatte Letalitat in einem frihen embryonalen Stadium zur Folge, was darauf hinweist, dass
das Thioredoxin-System eine Schlissel-Rolle in der Entwicklung multizellularer Organismen
einnimmt [121, 144].

Bisher wurden funf Thioredoxin-verwandte Proteine zusatzlich zu Plasmoredoxin in P.
falciparum identifiziert [142]. Das zytoplasmatische Trx1 ist das hauptsachliche Substrat fir
Thioredoxinreduktase und ist selbst in der Lage, Thioredoxin-abhangige Peroxidasen zu
reduzieren. Darlber hinaus ist Trx1 imstande, mit Peroxiden, Dehydroascorbat, Liponsaure,
GSSG und Lipoamid direkt zu reagieren. Fur Trx2 (und TPx2) wurde eine mitochondriale
Lokalisation nachgewiesen [26]. Trx2 zeigt au3erdem eine generelle Aktivitat der Disulfid-
Reduktion und dient als Elektronendonator fiir Thioredoxinperoxidase und Glutathiondisulfid.
Trx3 wurde als redox-aktives Protein charakterisiert, welches durch P. falciparum
Thioredoxinreduktase reduziert werden kann; zusatzlich besitzt es eine potentielle
Apikoplast-targeting Sequenz. Des Weiteren wurden zwei Thioredoxin-ahnliche Proteine in
P. falciparum identifiziert (TIp1 und Tlp2), von denen angenommen wird, dass sie partiell
Uberlappende Funktionen mit klassischen Thioredoxinen besitzen.

Eine Erklarung fur die in dieser Arbeit festgestellte Entbehrlichkeit des Plasmoredoxin kdnnte
folglich Redundanz in den Funktionen der Mitglieder der Thioredoxin-Familie sein. Ahnlich ist
die Situation bei bestimmten Bakterien. Das E. coli Zytosol enthalt typischerweise zwei
Thioredoxine (TrxA und TrxC) sowie drei Glutaredoxine (GrxA, GrxB, GrxC) [34, 157]. Von
diesen funf Proteinen sind drei (TrxA, TrxC und GrxA) in der Lage, die

Ribonukleotidreduktase zu reduzieren. Null-Mutanten, denen eines dieser drei Gene fehlt,
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sind lebensfahig [157, 165], wohingegen der entsprechende Dreifach-knock out nicht
lebensfahig ist [184]. Die essentielle Aufgabe dieser sich gegenseitig ergénzenden
bakteriellen Redox-Proteine kann am besten durch ihre Uberlappende Funktion erklart
werden [151]. Folglich ist in E. coli das Vorhandensein einer dieser Oxidoreduktasen
ausreichend fir das Uberleben [184].

Ein weiteres Beispiel findet sich bei Saccaromyces cerevisiae. Bei der Hefe gibt es zwei
zytoplasmatische Glutaredoxine (Grx1/2, [34, 40, 115] und zwei Thioredoxine (Trx1/2, [136].
Analog zu den Verhdltnissen bei Bakterien ist nur die vierfache Hefe-Mutante nicht
lebensfahig und jedes einzelne Glutaredoxin oder Thioredoxin ist imstande, die
Lebensfahigkeit wiederherzustellen [48]. Allerdings entwickeln Stdmme, deren Glutaredoxin-
Gene inaktiviert wurden, eine veranderte Sensitivitat gegenuber reaktiven Sauerstoffspezies
[40, 115]. Des Weiteren zeigt der Thioredoxin Doppel-knock out einen schwerwiegenden
Defekt im Zellzyklus, der in einer verlangerten S- und einer verkirzten G1-Phase resultiert
[136]. Dieser Effekt ist vermutlich begriindet in einer ineffizienten Thioredoxin-abhangigen
Ribonukleotid-Reduktion mit der Folge einer ungentigenden Deoxyribonukleotid-Produktion,
dem Geschwindigkeits-bestimmenden Schritt der DNA-Synthese.

Aufgrund der hochentwickelten revers-genetischen Methoden fir Hefe und E. coli konnten
somit vielfache Gen-Inaktivierungen innerhalb der Glutathion- und Glutaredoxin/Thioredoxin-
Stoffwechselwege generiert werden [40, 115, 136, 184]. Dies filhrte zum Nachweis der
Uberlappenden Eigenschaften dieser zwei Systeme und trug zum Verstandnis der zellularen

Antwort auf oxidativen und reduktiven Stress bei.

Gegenwartig sind solch ausgereifte Methoden der reversen Genetik fir Plasmodium nicht
verfligbar. In der Zukunft wird es jedoch interessant sein, zu untersuchen, welche redox-
aktiven Proteine des Malariaparasiten funktionell mit Plasmoredoxin Uberlappen. Dieses
Protein kénnte spezifische und wichtige zelluldre Funktionen im Zusammenwirken mit
anderen Mitgliedern der Thioredoxin-Familie erfiilllen, welche mit den in dieser Arbeit
angewendeten Untersuchungen nicht beobachtet werden konnten. Zu erwarten ist, dass
diese spezialisierten Funktionen besonders bei ausgepragtem oxidativen Stress in

bestimmten Parasitenstadien deutlich werden.

Im Anbetracht der entbehrlichen Rolle von Plasmoredoxin fir die Blutstadien von

Plasmodien und der Wahrscheinlichkeit weit reichender funktioneller Redundanz der Redox-
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Abwehrmechanismen und Ribonukleotid-Reduktion kann Plasmoredoxin weitestgehend als
drug target fur die rationale Medikamentenentwicklung ausgeschlossen werden.

Die Validierung potentiell viel versprechender drug targets unter Anwendung der Methoden
der reversen Genetik in Nagetiermalaria-Modellen ist ein unerlassliches Erfordernis im
Verlauf praklinischer Medikamentenentwicklung. Die Feststellung, dass der Verlust von
Plasmoredoxin die Entwicklung von Plasmodium Parasiten nicht beeintrachtigt, verdeutlicht

die Bedeutung der reversen Genetik in der Entwicklung neuer Medikamente gegen Malaria.

4.3 Die Glutathionreduktase nimmt eine zentrale Rolle im Redoxnetzwerk

des Malariaparasiten ein

Neben dem Plasmoredoxin als Mitglied der Thioredoxin-Familie wurden im Rahmen dieser
Arbeit die beiden zentralen Enzyme der antioxidativen Abwehr von Plasmodien untersucht,
die Thioredoxin- und die Glutathioreduktase. Diese Enzyme sind fiir die Verteilung der vom
NADPH stammenden Elektronen auf die zellularen Komponenten des Redoxstoffwechsels
verantwortlich, dienen somit der Verbindung des zellularen NADPH-Stoffwechsels mit dem
Thiolstoffwechsel.

Die Interferenz mit dem Redoxstoffwechsel von Parasiten reprasentiert einen der viel
versprechendsten Ansatze fir die rationale Entwicklung neuer antiparasitéarer Medikamente,
da dieses Stoffwechselnetzwerk eine grofRe Diversitat unter den verschiedensten
Pathogenen besitzt [101]. Zum Beispiel stiitzen Trypanosomatiden wie Trypanosoma und
Leishmania ihre antioxidative Abwehr auf Trypanothion, ein Konjugat aus Glutathion mit
Spermidin [55, 56]. Da der Trypanothion-abhangige Stoffwechsel einzigartig fir diese
Parasiten ist, reprasentiert er ein viel versprechendes drug target. Unterstitzung dieses
Ansatzpunktes kam von knock out- und knock down-Untersuchungen an der
Trypanothionreduktase, welche zusammen eine essentielle Rolle des Enzyms und seines
Produkts Dihydrotrypanothion fiir das Uberleben und die Virulenz von L. donovani und T. b.
brucei zeigen konnten [103, 191]. Im Gegensatz dazu konnte — abgesehen von
Plasmoredoxin als Einzelkomponente - kein einzigartiger metabolischer
Redoxstoffwechselweg bei Plasmodium identifiziert werden. Stattdessen verbinden die
Malariaparasiten die zwei Arme der Glutathion- und Thioredoxin-abhéngigen Reaktionen zu
einem vielseitigen, funktionellen Redoxnetzwerk. In Ermangelung eines zusétzlichen
Netzwerkes und des Fehlens von Katalase und einer klassischen Selen-haltigen

Glutathionperoxidase sind die Malariaparasiten im verstarkten MafRe von der Thioredoxin-
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und Glutathionreduktase abhangig. Diese Besonderheit von Plasmodien macht man sich fir
die Entwicklung neuer Wirkstoffe gegen Malaria zunutze. Hierbei ist es von grof3ter
Bedeutung, die hierarchische und eventuell essentielle Beschaffenheit der individuellen

antioxidativen Abwehrlinien in Plasmodium zu definieren.

Die experimentelle Genetik unter Nutzung von in vivo-Modellen bietet exzellente
Madoglichkeiten der Verifizierung von drug targets unter physiologischen Bedingungen.

Durch gezielte Gen-Inaktivierungen bei zwei Nagetiermalaria-Modellen, P. berghei und P.
yoelii, wurden im Rahmen meiner Arbeit die in vivo-Bedeutungen der Thioredoxinreduktase
und der Glutathionreduktase untersucht. Somit wurde auf die in der Redox-Kaskade
Ubergeordneten NADPH-abhéngigen Oxidoreduktasen fokussiert. Beide Enzyme agieren als
Elektronen-Donatoren fur ihre jeweiligen redox-aktiven Peptidsubstrate. In der Redox-
Kaskade nachgeschaltete Komponenten sind es mehrere Mitglieder der Thioredoxin-
Superfamilie, wie das oben ausfiihrlich dargestellte Plasmoredoxin, die zusammen ein

komplexes Netzwerk bilden.

Da initiale Ansatze zur Inaktivierung des Glutathionreduktase-Gens scheiterten, wurde fir
die Untersuchung dieses Gens eine systematische Strategie verfolgt. Die Sammlung von in
dieser Arbeit vorgestellten Transfektionsvektoren zur Inaktivierung des Glutathionreduktase-
Gens in zwei Malariamodell-Systemen ist wohl der vollstandigste Ansatz fur ein bei
Plasmodien untersuchtes Gen. Diese Herangehensweise ist wesentlich, um technische
Schwierigkeiten auszuschlie3en, welche die falschliche Klassifizierung eines Gens und
seiner Produkte als drug target zur Folge hatte.

Da Transfektion und Positivselektion zurzeit ausschlie3lich bei asexuellen Blutstadien-
Parasiten moglich sind, kdnnen essentielle Gene nicht prazise untersucht werden, da
Plasmodien-Mutanten mit Funktionsverlust des entsprechenden Gens nicht lebensfahig sind
[36].

Mit gegenwartigen Methoden der reversen Genetik bei Malaria-Parasiten ist der
bestmdgliche Beweis flr Essentialitat eines Genes der Einsatz eines integrierenden aber
nicht Gen-inaktivierenden Vektors, und das im parallelen Vergleich mit einem Gen-
inaktivierenden Plasmid. Klassische Beispiele dafir sind Gene, welche fur die Merozoiten-
Invasion der Erythrozyten bendtigt werden (siehe [42] als Ubersichtsartikel).

Hier wurde diese generelle Strategie durch Anwendung eines systematischen Ansatzes

wesentlich erweitert; dies geschah unter Nutzung (i) von verschiedenen Parasiten-Spezies
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und -Stammen, (i) von zwei Transfektionsprotokollen, (iii) einer Serie von
Transfektionsvektoren mit (iv) Regionen unterschiedlicher Sequenzidentitat als
Determinanten fiir die Positionen der homologen Rekombination.

Unter allen getesteten Bedingungen wurde keine Glutathion-defiziente Parasiten-Population
detektiert. Um zu beweisen, dass der Glutathionreduktase Gen-Locus prinzipiell flir gene
targeting erreichbar ist, wurde ein Transfektionsvektor eingesetzt, der Uber ein einzelnes
homologes Rekombinationereignis zu einer funktionellen Glutathionreduktase-Kopie fuhrt.
Um den direkten Beweis fir die Rolle der Glutathionreduktase bei der Etablierung einer
Blutstadien-Infektion zu liefern, konnte erfolgreich eine Mutante mit zurtick gewonnener
Funktion generiert werden; dies erfolgte durch Spezies-tbergreifende Komplementation des

P. berghei Glutathionreduktase-Gens mit dem entsprechenden P. falciparum Ortholog.

Diese verschiedenen Linien der Beweisfiihrung zeigen eine essentielle und zentrale Rolle
der Glutathionreduktase im Redoxstoffwechsel von Plasmodium auf.

Dieses grundlegende Ergebnis fuhrte zu der Frage nach funktioneller Redundanz mit dem
zweiten Arm der antioxidativen Abwehr, welcher durch die Thioredoxinreduktase

reprasentiert ist.

In einer Studie von Silke Miller und Mitarbeitern lieRen sich keine Thioredoxinreduktase-
defizienten Parasiten erzeugen; dieser Ansatz verwendetet kultivierte Erythrozyten, die mit
einem P. falciparum Laborstamm infiziert wurden [104]. Um die in vivo-Funktion der
Thioredoxinreduktase in der physiologischen Umgebung der Plasmodien untersuchen zu
kénnen, wurde versucht, das P. berghei Ortholog mit einer vergleichbaren Strategie zu
inaktivieren.

Im Gegensatz zu der vorherigen Studie konnten Thioredoxinreduktase-defiziente Parasiten
erfolgreich generiert werden. Eine systematische phanotypische Analyse zeigte an keiner
Stelle des Plasmodium-Lebenszyklus eine essentiell lebenswichtige Funktion der
Thioredoxinreduktase. Mdogliche Erklarungen fir die Diskrepanz der hier berichteten
Ergebnisse und der friherer Studien sind (i) technische Limitierungen des P. falciparum
Transfektionssytems, (ii) eine besondere Bedeutung von P. falciparum Thioredoxinreduktase
unter in vitro-Kulturbedingungen, welche nur partiell das physiologische Umfeld
widerspiegeln, gekoppelt mit dem vollstandigen Fehlen von Rickkopplungsmechanismen
des Wirts oder (i) qualitativ. oder quantitativ verschiedene Funktionen der

Thioredoxinreduktase bei Nagetier- und Menschenmalaria-Parasiten. Die letztgenannte

116



Diskussion

Mdglichkeit erscheint mir zwar unwahrscheinlich, aber gerade aus der Perspektive der
antioxidativen Netzwerke vorstellbar. Die Modifikation im Substratspektrum bei einem oder
mehreren Glutaredoxinen kénnte gentgen, um die Thioredoxinreduktase bei P. berghei
entbehrlich zu machen, da ihre Funktion auch von der Achse Glutathionreduktase — GSH —
Glutaredoxin — Thioredoxin erflillt wirde. Interessant wéare es, experimentell zu prifen,
welche Mutationen in den Netzwerk-Komponenten notwendig waren, um auch bei P.
falciparum die Thioredoxinreduktase-Aktivitat entbehrlich zu machen

Insgesamt verdeutlicht das Fehlen eines praktikablen in vivo-Modells fur die
humanrelevanten Parasiten die wichtige Bedeutung funktioneller Studien in Nagetiermalaria-
Modellen. Dies ist von besonderer Dringlichkeit in der préklinischen Entwicklung neuer

Medikamente gegen Malaria.

Die Plasmodium Glutathionreduktase ist der fihrende Kandidat als drug target der rationalen
Wirkstoffentwicklung, da (i) vollstandige, strukturelle Informationen fir die Modellierung von
Inhibitoren erhaltlich sind [171], (ii) detaillierte biochemische und enzym-kinetische Daten
den Rahmen fur Hochdurchsatz-screening-Verfahren von Hemmstoffen liefern [98] und (iii)
verschiedene Inhibitoren mit Wirkung gegen Malaria synthetisiert werden konnten, welche
vermutlich durch Ausiibung eines hemmenden Effekts auf die Glutathionreduktase wirken
[45, 57, 63].

Im Rahmen dieser Arbeit konnte der genetische Beweis erbracht werden, dass das Fehlen
der Glutathionreduktase-Aktivitat in vivo nichtlebensfahige Parasiten zur Folge hat. Dieses
Ergebnis zeigt, dass es mdoglich ist, eine revers-genetische Strategie zur in vivo Validierung
potentiell viel versprechender drug targets zu entwickeln. Ahnliche Strategien kénnen fiir
eine systematische Untersuchung aller zurzeit bekannten und viel versprechenden

potentiellen drug targets [109] eingesetzt werden.

4.4 Molekulare Interaktionen von Methylenblau mit humanen und

Plasmodium Disulfidreduktasen

Die in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen zum Einfluss von Methylenblau auf
Plasmodium und humane Disulfidreduktasen zeigen, dass Methylenblau neben seinen
inhibierenden Eigenschaften interessante Charakteristika als subversives Substrat besitzt.
Der Ausdruck subversives Substrat oder Sabotage-Inhibitor ist aus einer pharmakologischen
Perspektive definiert und besagt, dass eine solche Verbindung die physiologische Funktion
eines Enzyms in das genaue Gegenteil verkehrt [25, 101].
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Die untersuchten antioxidativen Disulfidreduktasen sind Thiol-produzierende Enzyme,
welche das intrazellulare reduzierende Milieu erhalten. Bei Anwesenheit von Methylenblau
werden diese Enzyme zu pro-oxidativen, H,O,-produzierenden Verbindungen, welche die
reduzierenden zellularen Bedingungen herausfordern, statt sie zu bewahren [19, 101, 173].

Wie in Abb. 3.14 gezeigt, entsprechen die pharmakologischen Mechanismen von
Methylenblau denen eines Redoxpendlers. In jedem der ablaufenden Zyklen wird
Methylenblau unter Nutzung von NADPH reduziert. Das resultierende LeukoMB wird rasch
durch spontan ablaufende Autooxidation umgewandelt; dabei entstehen die Produkte
Methylenblau und H,O,. Bilanzmafig fuhrt jeder katalytische Zyklus zum Verlust von NADPH
und zellularem O,, wobeli die reaktive Sauerstoffspezies H,O, generiert wird. Es werden also
NADPH und Sauerstoff in diesem pathologischen Reaktionszyklus verbraucht, wichtige
Komponenten, welche fir den Metabolismus der Parasiten benétigt werden. Des Weiteren
ist mit hoher Wahrscheinlichkeit das Verhaltnis von NADPH zu NADP® betroffen.
Glutathiondisulfid, das physiologische Substrat der Glutathionreduktase, wird weniger schnell
reduziert, was toxische Effekte des akkumulierenden Glutathiondisufids zur Folge haben
kann. Aul3erdem steht weniger reduziertes Glutathion fur die Glutathion S-Transferase zur

Detoxifizierung von Ham und anderen lipophilen Verbindungen zur Verfligung [16].

Diese Befunde kdnnen auf in vivo Verhaltnisse extrapoliert werden. Hierbei wird flr das
Zytosol von P. falciparum eine Glutathionreduktase-Aktivitat von 3-10 U/ml unter V-
Bedingungen angenommen [2, 99], der V,ax-Wert flr Methylenblau ist etwa 50fach niedriger
als fur Glutathiondisulfid. Mit einer Methylenblau-Konzentration von 30 uM und einem Ky-
Wert von 50 uM fir Methylenblau (siehe Tab. 3.4), betragt die Umsatzrate geschatzte 40
mU/ml oder 40 uM/min bei 25°C bzw. 100 uM/min bei 40°C, der Temperatur einer Malaria-
Attacke. Dartber hinaus muss bertcksichtigt werden, dass die Konzentration des
physiologischen Substrates Glutathion in der Disulfid-Form wahrscheinlich sehr gering ist, da
ein  hohes Dithiol- zu Disulfid-Verhaltnis durch die zellularen Disulfidreduktasen
aufrechterhalten wird. Nimmt man eine in situ Konzentration von 0,5 uM fir die P. falciparum
Thioredoxinreduktase an, wére dieses Enzym flr die Umsetzung von Methylenblau genauso
wichtig wie die P. falciparum Glutathionreduktase.

Im Gegensatz dazu besitzt die humane Glutathionreduktase einen key-Wert von 0,03 s™, was
bedeutet, dass unter Methylenblau-Behandlung weniger als 0,5% des Glukose-Verbrauchs
von nichtinfizierten und parasitierten Erythrozyten fir den Methylenblau-betriebenen Redox-
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Zyklus verwendet werden kann. Fur die humane Thioredoxinreduktase ist festzuhalten, dass

diese nicht in Erythrozyten vorkommt [76, 113].

Ein weiterer Effekt unterstitzt die Nutzung von Methylenblau als selektivem Hemmstoff
gegen Malaria-Parasiten. Werden parasitierte und normale Erythrozyten in Methylenblau-
haltigen Losungen inkubiert, wird diese Verbindung selektiv in den parasitierten Erythrozyten
angereichert [2]. Der zugrunde liegende Mechanismus ist nicht geklart, kdnnte jedoch auf
einer Bindung von Methylenblau an Strukturen des Parasiten begriindet sein. Eine weitere
Hypothese ist, dass Methylenblau zu ungeladenem LeukoMB reduziert wird, welches leicht
durch die Membran der parasitaren Verdauungs-Vakuole gelangt, dort zum Kation
Methylenblau autooxidiert und somit in der Nahrungs-Vakuole eingeschlossen bleibt. Hierbei
sollte betont werden, dass es sich bei Methylenblau um einen Redox-Mechanismus, nicht
um einen schwache Basen-Effekt handelt, der zur Anreicherung im Parasiten fuhrt.

Bemerkenswert ist, dass Methylenblau bereits 1891 von Paul Ehrlich und Paul Guttmann
gegen Malaria eingesetzt wurde [77]; somit war Methylenblau das erste therapeutisch
verwendete synthetische Praparat Gberhaupt. Wieder entdeckt wurde diese Verbindung mit
Feststellung ihrer Wirkung auf die Glutathionreduktase der Malaria-Parasiten [57]. Die in
dieser Arbeit vorgestellten molekularen Effekte von Methylenblau liefern einen Beitrag zur
Erklarung der Wirk-Mechanismen dieses Medikaments auf zellularer Ebene. Weitere
Wirkungen von Methylenblau sind bereits bekannt und umfassen die nichtkompetitive
Inhibition der P. falciparum, nicht aber der humanen Glutathionreduktase bei therapeutisch
genutzten Konzentrationen [57, 171] und die Interferenz mit Methamoglobin und 3-Hamatin,

zwei nicht Genom-kontrollierten Angriffspunkten [11, 175, 198].

Diese pleiotropen Wirkungen von Methylenblau sind einer der Griinde, die diese Verbindung
fur eine Therapie der Malaria interessant machen, da eine Resistenzentwicklung der
Parasiten unter diesen Vorraussetzungen unwahrscheinlich ist. Ein weiterer Grund ist, dass
Methylenblau alle ,BONARIA“-Kriterien erfillt (siehe Kapitel 1.3), eine wichtige Bedingung
bei der Entwicklung von Medikamenten gegen Krankheiten der Armut. Vor allem der
Umstand, dass Methylenblau ein zugelassenes Arzneimittel mit langjahrigem klinischen
Einsatz (vor allem als Antidot gegen Methamoglobin-induzierende toxische Verbindungen,
[28, 175]) ist, kann helfen, die extremen Kosten einer Arzneimittelentwicklung zu senken.

Dies ist wichtig, da diese Kosten haufig das gréte Hindernis darstellen, wenn neue
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Medikamenten-Programme gegen Infektionskrankheiten der Armen in Erwagung gezogen
werden. Da Resistenzentwicklungen bei den Parasiten schneller voranschreiten als die
Erforschung neuer Medikamente, sind neue Ansatze zur Behandlung parasitarer
Erkrankungen zwingend notwendig. Um der Entwicklung von Arzneimittel-Resistenzen
entgegenzuwirken, ist die generelle Empfehlung, eher nach Medikamenten-Kombinationen
als Einzelsubstanzen zu suchen. In diesem Sinne wurden synergistische Effekte von
Methylenblau in Kombination mit Artemisinin-Derivaten bei Tests an P. falciparum Kulturen
aufgezeigt [2]. Zusétzlich wurde eine Kombination aus Methylenblau und Chloroquin
(BlueCQ) in vitro und in klinischen Studien in Burkina Faso getestet [125, 128]. Wegen der
fortgeschrittenen Ausbreitung von Chloroquin-resistenten Stammen in Westafrika ist
Chloroquin kein geeigneter Partner mehr fiir eine Kombinations-Therapie.

Als Konsequenz werden andere Methylenblau-enthaltende Antimalaria-Kombinationen in
klinischen Studien getestet; Methylenblau-Amodiaquin (BlueAQ) liel3 sich bereits als sichere
und effektive Therapie der Malaria etablieren [217].
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) Zusammenfassung

Die Malaria-assozierte Pathologie wird durch die Entwicklung von Plasmodien in den
Erythrozyten ihres Wirtes verursacht. Um ein reduzierendes intrazellulares Milieu in diesem
Sauerstoff-reichen Umfeld zu erhalten, haben Malaria-Parasiten ein komplexes
antioxidatives Netzwerk entwickelt, welches auf zwei zentralen Elektronen-Donatoren beruht,
dem Glutathion und dem Thioredoxin. Die intrazellularen Spiegel dieser beiden redox-aktiven
Peptide in reduzierter — und damit reduzierender Form — werden durch die entsprechenden
NADPH-abhangigen Flavoenzyme Thioredoxinreduktase (TrxR) und Glutathionreduktase
(GR) aufrechterhalten. Da Katalase und eine klassische Selen-abhéngige
Glutathionperoxidase in Plasmodium fehlen, spielen die auf den Enzymen Thioredoxin- und
Glutathionreduktase basierenden Systeme eine besondere Rolle. Weitere Bestandteile der
antioxidativen Abwehr sind verschiedene Mitglieder der Thioredoxin-Familie, vor allem das
Plasmodien-spezifische Plasmoredoxin (PlIrx), welches als zusatzliche Verteidigungslinie der
Parasiten gegen oxidativen Stress diskutiert wird.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden antioxidative Proteine der Parasiten untersucht,
die als Zielmolekdle fiir die rationale Medikamentenentwicklung von Bedeutung sind. Um zu
klaren, welche der beteiligten Proteine sich aufgrund einer essentiellen Funktion in den
Blutstadien-Parasiten insbesondere daflir eignen, wurden die zugrunde liegenden Gene
dreier Redox-Proteine mit Methoden der reversen Genetik untersucht. Dies geschah durch
stabile Gen-Inaktivierung unter Nutzung von Integrations- und replacement-Strategien, im
Falle der Glutathionreduktase erganzt durch Gen-Komplementation mit dem entsprechenden
Ortholog. Die Targetvalidierung individueller redox-aktiver Proteine ist eine unerlassliche
Voraussetzung fur die rationale Entwicklung neuer effektiver Antimalaria-Medikamente.

Die erfolgreiche Herstellung von Plasmoredoxin knock out-Mutanten in Nagetiermalaria-
Modellparasiten und die phanotypischen Analysen im Verlauf des Lebenszyklus offenbarten
in vitro und in vivo keine essentiellen Funktionen dieses Proteins. Dieses Ergebnis kann mit
funktioneller Redundanz innerhalb der Mitglieder der Thioredoxin-Familie erklart werden,
somit bietet sich eine weitere Arzneimittelentwicklung allein auf der Basis Plasmoredoxin-
spezifischer Inhibitoren nicht an.

Weiterhin konnten Thioredoxinreduktase-defiziente P. berghei-Mutanten erzeugt werden.
Eine systematische Analyse dieser Parasiten im Verlauf des Plasmodium-Lebenszyklus

zeigte an keiner Stelle eine lebensnotwendige Funktion der Thioredoxinreduktase. Dies steht
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im Gegensatz zu friheren in vitro-Studien bei P. falciparum, welche diesem Enzym eine
essentielle Funktion zuschrieben. Da ein praktikables in vivo-Modell fur humanpathogene
Malaria-Parasiten nicht verfligbar ist, verdeutlicht das hier vorgestellte Ergebnis der
Targetvalidierung fir Thioredoxinreduktase die Bedeutung funktioneller Studien in
Nagetiermalaria-Modellen fur die préklinische Entwicklung neuer Medikamente gegen
Malaria.

Fir eines der viel versprechendsten drug targets von Malaria-Parasiten, der
Glutathionreduktase, konnte auf genetischer Ebene der Beweis erbracht werden, dass durch
den Verlust der Funktion dieses Enzyms die Parasiten nicht lebensfahig sind. Somit nimmt
die Glutathionreduktase in dem komplexen antioxidativen Netzwerk von Plasmodium eine
zentrale und essentielle Rolle ein.

Zuséatzlich wurde in dieser Arbeit die molekulare Wirkungsweise des seit mehr als 100
Jahren klinisch genutzten Medikaments Methylenblau auf Malaria-Parasiten untersucht.
Hierbei zeigte sich, dass diese Verbindung neben ihren inhibierenden Eigenschaften
interessante Charakteristika als subversives Substrat verschiedener Disulfidreduktasen
besitzt. Bei Anwesenheit von Methylenblau werden diese Enzyme zu pro-oxidativen, H,O,-
produzierenden Verbindungen, welche die reduzierenden zellularen Bedingungen

herausfordern, statt sie zu bewahren.

122



Summary

6 Summary

Malaria-associated pathology is caused by the continuous expansion of Plasmodium
parasites inside host erythrocytes. To maintain a reducing intracellular milieu in this oxygen-
rich environment, malaria parasites have evolved a complex antioxidative network based on
two central electron donors, glutathione and thioredoxin. The intracellular levels of these
redox-active peptides in reduced and thus reducing forms are maintained by the respective
NADPH-dependent flavoenzymes thioredoxin reductase (TrxR) and glutathione reductase
(GR). As catalase and classical selenium-dependant glutathione peroxidase are absent in
Plasmodium, the systems based on thioredoxin reductase and glutathione reductase play a
prominent role. Further components of the antioxidative defense comprise different members
of the thioredoxin family, especially Plasmodium-specific plasmoredoxin which has been
discussed as an additional defense line against oxidative stress.

In the framework of this thesis, antioxidative parasite proteins that are of interest as targets
for rational drug development were investigated. To clarify which proteins are particularly
suitable as drug target due to an essential function for blood stage parasites, the respective
genes of three redox proteins were studied employing reverse genetics. This was achieved
by stable gene inactivation with integration and replacement strategies, in the case of
glutathione reductase supplemented by gene complementation of the respective ortholog.
Target validation of individual redox-active proteins is an indispensable prerequisite for the
rational development of new and effective antimalarial drugs.

The successful generation of plasmoredoxin knockout mutants in the rodent model malaria
parasite and phenotypic analysis during life cycle progression revealed both in vitro and in
vivo a non-vital function of this protein. This finding can be explained by functional
redundancy among the members of the thioredoxin family and discourages future drug
discovery efforts that aim at specifically targeting plasmoredoxin.

Furthermore P. berghei thioredoxin reductase-deficient parasites could be generated in this
thesis. A systematic phenotypic analysis of this mutant throughout the Plasmodium life cycle
demonstrated no essential function for thioredoxin reductase at any phase of the parasite life
cycle. This is in contrast to previous in vitro studies which attributed an essential role to
thioredoxin reductase in P. falciparum. As a feasible in vivo model for human pathogen

malaria parasites is not available, the presented target validation result of thioredoxin
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reductase highlights the importance of functional studies in rodent malaria models to guide
preclinical development of novel antimalaria intervention strategies.

For one of the most promising drug targets of malaria parasites, glutathione reductase, this
work provides the genetic proof that in the case of this enzyme loss of function results in non-
viable malaria parasites in vivo. Hence, glutathione reductase occupies an essential position
in the complex antioxidant network of Plasmodium parasites.

Furthermore, the molecular mode of action of methylene blue, which has been clinically used
as an antimalarial drug for over 100 years, against malaria parasites has been investigated.
It could be shown that this compound — besides its inhibitory potential — has interesting
characteristics as a subversive substrate of different disulfide reductases. In the presence of
methylene blue, they turn into pro-oxidant, H,O,-producing enzymes which challenge the

reducing cellular milieu that they are meant to protect in the absence of this perturbing drug.
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