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Einleitung

1 Einleitung

Plasmodien gehoren zu den Protozoa und sind den Apikomplexa zuzuordnen.

Alle Mitglieder dieses Stammes sind obligate Endoparasiten. Es gibt vier verschiedene Arten
von Plasmodien, die den Menschen befallen, P. malariae, P. ovale, P. vivax und P.
falciparum, von denen Plasmodium falciparum der medizinisch relevanteste ist. P. falciparum
ist im Menschen Erreger der Malaria tropica, die in den Gebieten der Tropen und der
Subtropen eine permanente Gefihrdung darstellt. Etwa 40 % der Weltbevilkerung sind von
der Malaria bedroht und es fallen ihr jdhrlich ca. 2,7 Millionen Menschen zum Opfer,
vornehmlich Kinder unter fiinf Jahren (Breman, 2001).

Neben den Plasmodien gehoren auch andere den Menschen befallende Parasiten wie die
Mitglieder der Gattungen Toxoplasma und Cryptosporidium zu den Apikomplexa. In diesem
Stamm finden sich auch Parasiten von Rindern, wie Theileria und Babesia, oder Parasiten

von Gefliigel wie Eimeria.
1.1 Lebenszyklus von P. falciparum

P. falciparum durchlduft einen komplexen Lebenszyklus und wird durch die weiblichen
Miicken der Gattung Anopheles auf den Menschen iibertragen. Aus der Speicheldriise der
infizierten Miicke gelangen Sporozoiten in die Blutbahn, iiber die sie sehr schnell die Leber
erreichen. Dort werden schlieBlich Hepatocyten befallen, in denen durch asexuelle
Vermehrung Tausende von Merozoiten entstehen, ohne Krankheitsymptome zu verursachen.
Im Gegensatz zu der Situation bei P. falciparum konnen bei P. vivax und P. ovale auch
sogenannte Hypnozoiten entstehen, die als Dauerformen in der Leber bleiben und sich erst bis
zu 2 Jahre spiter zu Schizonten entwickeln, die dann erst die Merozoiten freisetzen (Krotoski,
1989; Cogswell, 1992). SchlieBlich gelangen die Merozoiten durch die Zerstérung der
Wirtszellen in die Blutbahn. Jeder Merozoit kann einen Erythrocyten (RBC) befallen. In der
Blutbahn beginnt dann der intraerythrocytire Zyklus. Wahrend dessen differenziert sich der
eingedrungene Merozoit innerhalb von ca. 48 Stunden. Wihrend dieser Zeit konnen
verschiedene Stadien mikroskopisch unterschieden werden: In den ersten 26 Stunden nach der

Invasion entwickelt sich der Merozoit zu einem jungen Trophozoiten, der Ringform. Diese
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reift in den nachfolgenden 12 Stunden zu einem reifen Trophozoiten, der durch Schizogonie
zunichst zu einem mehrkernigen Schizonten wird (ca. 38 Stunden nach der Invasion) und sich
danach zu einem sogenanntem Segmenter weiterentwickelt. Im Segmenter befinden sich die
neugebildeten invasiven Merozoiten, die nach ca. 48 Stunden in die Blutbahn freigesetzt
werden. Bei P. falciparum enstehen pro invasivem Merozoit ca. 20 neue Merozoiten. Dieses
zyklische Wachstum der Parasiten im Blut (erythrocytédrer Zyklus) ist verantwortlich fiir das
klinische Bild der Malaria, zu dem Fieber, Schiittelfrost, Animien und Hypoglykdmie
gehoren. Die Adhision des Parasiten an die Endothelzellen und die Rosettenbildung mit
nicht-infizierten Erythrocyten in den Blutbahnen des Gehirns konnen zur meist todlich
verlaufenden cerebralen Malaria fithren (Newbold et al., 1997).

Einige Merozoiten entwickeln sich zu Gametocyten, die durch eine saugende Miicke
aufgenommen werden konnen und sich im Miickendarm zu ménnlichen und weiblichen
Gameten (Mikrogameten und Makrogameten) differenzieren. Nach der Fusion der Gameten
bildet sich die entstandene Zygote zu einem Ookineten um, der die Darmwand der Miicke
durchdringt und sich dann zu einer Oocyste umbildet, in der die Reduktionsteilung stattfindet.
Nach weiteren mitotischen Kernteilungen entstehen Sporozoiten, die iiber die Himolymphe
zur Speicheldriise gelangen, von wo aus sie auf einen anderen Menschen beim Stich der
Miicke iibertragen werden. Der Entwicklungszyklus des Erregers ist in Abb. 1.1 schematisch

dargestellt.
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Sporozoiten

Gametozyten

Abb. 1.1:  Schematische Darstellung des Lebenszyklus von P. falciparum (verédndert nach Sinnis
und Sim, 1997).

1.2 Die Invasion von Erythrocyten durch Merozoiten

Ein wichtiges morphologisches Charakteristikum der Apikomplexa ist der Apikal-Komplex.
Er spielt eine wichtige Rolle bei der Invasion in die Wirtszellen (Sam-Yellowe, 1996) und
besteht aus einer einzigartigen Organellen-Ansammlung am apikalen Ende des invasiven
Parasiten, mit dem er stets zuerst in seine Witrszelle eindringt. Die Proteine des Apikal-
Komplexes sollen an der Wirtszell-Erkennung, -Bindung, -Invasion und an der Bildung der
parasitophoren Vakuolen-Membran (PVM) beteiligt sein, die den intraerythrocytiren
Parasiten umgibt. Doch ist der genaue molekulare Mechanismus der Invasion immer noch
nicht aufgeklart.

Der Apikal-Komplex besteht aus verschiedenen sekretorischen Organellen, wie den
Rhoptrien, Micronemen und den Dense Granules. Obwohl letztere mehr im Cytoplasma
verteilt sind, werden sie mit zum Apikal-Komplex gezidhlt. Abb 1.2 zeigt schematisch die

morphologische Organisation von Organellen in einem Merozoiten von Plasmodium.
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Apikaler Pol

Merozoiten-Oberflache

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der subzelluldren Organisation eines Merozoiten von P.
falciparum (veréndert nach Preiser et al., 2000).

Bei der Invasion der Merozoiten in die Erythrocyten kommt es zundchst zur Bindung des
Parasiten an den Erythrocyten. Dies kann an jeder Stelle der Oberfliche des Merozoiten
stattfinden und wird durch verschiedene Oberflichen-Molekiile vermittelt, obwohl auch hier
die genauen Mechanismen noch nicht aufgekldart worden sind. So sind eine Reihe von
Merozoite Surface Proteins (MSP) beschrieben worden, die zum Teil EGF-dhnliche Dominen
besitzen und so eine Protein-Protein-Interaktion vermitteln konnten (Cowman und Crabb,
2002). Auch Proteine aus apikalen Organellen werden als Kandidaten fiir eine Zielzell-
Bindung diskutiert (Chitnis und Blackman, 2000). Als Liganden auf der Erythrocyten-
Oberflache sind Glycophorine und ein oder mehrere unbekannte Bindungspartner im
Gespriach (Howard et al., 1982; Pasvol et al., 1982). Lediglich fiir EBA-175, ein Protein des
Apikal-Komplexes, konnte eine Bindung an Sialinsdure nachgewiesen werden (Orlandi et al.,
1990).

Nach der Anheftung des Parasiten an die Zielzelle orientiert sich der Merozoit auf der
Erythrocyten-Oberfldache so, dass das apikale Ende zur Plasmamembran der Wirtszelle weist.
Dann kommt es zur Sekretion des Micronemen- und Rhoptrien-Inhalts, und es wird eine

Verbindung der Plasmamembranen von Wirt und Parasit hergestellt (junction). Die
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Erythrocyten-Membran beginnt sich einzustiilpen, und Micronemen und Rhoptrien werden
vollstandig entleert wihrend der Parasit aktiv eindringt. Die Verbindung der
Plasmamembranen bleibt erhalten, liegt nun ringféormig um den Merozoiten herum und
wandert durch das weitere Eindringen zu seinem posterioren Ende bis sich schlielich die
Plasmamembran des Wirts hinter dem Merozoiten schlie3t. Der Parasit liegt nun umschlossen
von der parasitophoren Vakuolen-Membran in der invadierten Zelle und verbleibt in ihr bis

zum Ende seiner Entwicklung (Ward et al., 1993).
1.2.1 Die Rhoptrien von P. falciparum

Rhoptrien sind von einer einzigen Membran umgebene, paarige und flaschenformige
Organellen, die aus zwei morphologisch unterscheidbaren Bereichen bestehen, dem kugeligen
bis gestreckten Rhoptrien-Korper und dem Ausfiihrkanal, der bis zur Spitze des Merozoiten
fiihrt und {iber den die Rhoptrien und auch die Micronemen Material sezernieren. Thre Linge
betrigt in P. falciparum 300 bis 550 nm. Beide Bereiche der Rhoptrien unterscheiden sich
auch in ihrem Proteinrepertoire: Wihrend sich das sogenannte Apical Membrane Antigen 1
(AMA-1) und der sogenannte RHOP-H-Komplex im Ausfiithrkanal befinden, wurden
Mitglieder der RAP-Familie (Rhopty Associated Proteins) im basalen Korper der Rhoptrien
lokalisiert (Crewther et al., 1990; Sam-Yellowe et al., 1995). Der basale Korper erscheint im
Elektronenmikroskop sehr elektronendicht (Bannister und Mitchell, 1989). Aulerdem wurde
fiir die Rhoptrien eine recht hohe physikalische Dichte von ca. 1,16 g/ml bestimmt (Etzion et
al.,, 1991). Beides deutet darauf hin, dass die Rhoptrien einen hohen Proteingehalt besitzen.
Obwohl die genaue Funktion der bisher identifizierten Rhoptrien-Proteine immer noch nicht
geklart ist, deuten folgende Hinweise auf eine wichtige Rolle der Rhoptrien bei der Invasion
hin:

1. Die Umorientierung, d. h. nach dem Binden des Merozoiten an die Oberfliche des
Erythrocyten kommt es zu einer Orientierung des Parasiten, so dass der apikale Komplex
direkt in die unmittelbare Nihe der Wirtszellmembran kommt (Trager et al., 1992)

2. Es kommt zur Sekretion des Rhoptrien-Inhaltes wihrend des Eindringens des Parasiten
(Bannister et al., 1986; Bannister und Mitchell, 1989)

3. Rhoptrien werden wihrend eines jeden intraerythrocytiren Zyklus de novo im sich

entwickelnden Merozoiten gebildet (Jaikaria et al., 1993; Bannister et al., 2000).
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Diese Hinweise lassen vermuten, dass die Proteine der Rhoptrien mechanistisch an der
Invasion beteiligt und daher von groer Bedeutung fiir den Parasiten sind.

So konnte eine Inhibition der Invasion durch Antikorper gegen das Rhoptrien-Protein RAP-1
festgestellt werden (Howard et al., 1998b; Ridley et al., 1990; Schofield et al., 1986). Dies
wies auf eine essentielle Funktion von RAP-1 bei der Invasion hin. Durch
Transfektionsversuche gelang die teilweise Zerstorung des rapl-Gens, und ein Protein-
Komplex aus den Rhoptrien-Proteinen RAP-1/RAP-2/RAP-3 konnte nicht mehr gebildet
werden. Allerdings war dies nicht letal fiir den Parasiten. Dies deutet darauf hin, dass die
Antikorper-Bindung an RAP-1 die Invasion aus sterischen Griinden verhinderte. RAP-1
scheint also selbst nicht essentiell fiir die Invasion zu sein (Baldi et al., 2000; Cowman et al.,
2000).

Im Gegensatz dazu scheint ama-1 essentiell zu sein, dessen Genprodukt das Apical Membrane
Antigen-1 (AMA-1) ist. Der Ersatz durch das strukturell homologe ama-I1-Gen von P.
chabaudi - einer Art, die Miuse befillt - zeigte aber, dass die Parasiten iiberlebten und eine
erhohte Wirtszell-Spezifitit fiir Erythrocyten aus der Maus aufwiesen (Triglia et al., 2000).
Somit scheint zumindest ein Teil der Proteine des Apikal-Komplexes an der Wirtszell-
Erkennung und -Bindung beteiligt zu sein. Neben den RAP-Proteinen und AMA-1 wurden
noch weitere Proteine den Rhoptrien zugeschrieben, deren Funktion allerdings unklar ist.
Dazu gehoren Proteine eines bereits erwidhnten hochmolekularen Komplexes, dem RHOP-H-
Komplex. Er besteht aus den Proteinen RHOP-H1, -H2 und -H3 und besitzt die Fahigkeit, an
die innere Schicht der Erythrocyten-Membran zu binden (Sam-Yellowe und Perkins, 1991;
Sam-Yellowe et al., 1995). Vor kurzem wurde RHOP-H3 auflerdem in den Strukturen der
Maurer’s Clefts lokalisiert (Sam-Yellowe et al, 2001). Maurer’s Clefts sind
elektronenmikroskopisch sichtbare Spalten im Cytosol infizierter Erythrocyten, die mit
Membranen ausgekleidet sind. Sie sollen am Transport von Makromolekiilen des Parasiten im
infizierten RBC beteiligt sein (Behari und Haldar, 1994; Etzion und Perkins, 1989). Weitere
Proteine der Rhoptrien sind die Mitglieder einer Multigen-Familie (Pf60) (Grellier et al.,
1994), ein 225 kDa Protein (Roger et al., 1988) und eine Serin-Protease (Braun-Breton et al.,
1988), die vermutlich das humane Bande-3 Protein verindert, um so die Invasion zu
unterstiitzen (Roggwiller et al., 1996). Vor kurzem wurde MAEBL entdeckt, dass zu der
Familie der Erythrocyten-bindenden Proteine gehort, zu denen eine Reihe anderer Proteine
des Apikal-Komplexes in verschiedenen Plasmodien-Arten und auch weitere Proteine in P.

falciparum geziahlt werden. MAEBL wurde in der Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit
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bereits bekannten Rhoptrien-Proteinen kolokalisiert. AuSerdem sind zwei Proteine (PfRBP2-
Ha, PfRBP2-Hb) im Apikal-Komplex der Merozoiten von P. falciparum identifiziert worden,
die homolog zu den 235 kDa Rhoptrien-Proteinen aus P. vivax und P. yoelii sind und fiir die
Wirtszell-Spezifitidt wichtig sein sollen. Auch bei diesen beiden Proteinen konnte es sich um

Rhoptrien-Proteine handeln (Rayner et al., 2000).

1.2.2 Die Proteine der Micronemen

Aus den Micronemen von P. falciparum sind weit weniger Proteine bekannt als aus den
Rhoptrien. EBA-175, ein 175 kDa Erythrocyten-bindendes Protein (Sim et al., 1992) ist
Mitglied der Erythrocyte-binding proteins-Familie (EBP). Zur Familie gehoéren auch die
Duffy binding proteins (DBP) aus P. vivax und P. knowlesi. Mitglieder dieser Familie sind
Transmembran-Proteine und sind durch zwei Cystein-reiche Doménen ausgezeichnet (Kappe
et al., 1997). EBA-175 bindet an Sialinsdure des Glycophorin A auf Erythrocyten (Adams et
al., 1992; Sim et al., 1994). Erst kiirzlich konnte gezeigt werden, dass Antikdrper gegen eine
dieser Regionen die Invasion von P. falciparum in vitro blockieren (Pandey et al., 2002).
EBA-140 ist ein jiingst identifiziertes Protein der EBP-Familie und konnte auch in den
Micronemen lokalisiert werden. Es wurde gezeigt, dass es wie EBA-175 Sialinsdure auf
Erythrocyten binden kann, doch bindet es weder an Glycophorin A, B noch C (Thompson et
al., 2001). Seit kurzem muss man vermutlich auch das oben erwidhnte AMA-1 als
Micronemen-Protein bezeichnen (Healer et al., 2002), obwohl es zuvor als Protein der
Rhoptrien klassifiziert worden ist (Crewther et al., 1990; Narum und Thomas, 1994). AMA-1
ist ein Transmembran-Protein und wird umfangreich proteolytisch prozessiert (Howell et al.,
2001). Die Proform mit 83 kDa wird zunéchst in die Micronemen transportiert, dort zu einem
62 kDa Protein prozessiert und anschlieend gelangt es in den Ausfiihrkanal der Rhoptrien.
Von dort wird es an die Oberflache des Merozoiten gebracht, wo es noch weiter prozessiert
wird und mit seiner Transmembran-Doméne iiber die gesamte Zelloberfldche verbreitet wird.

Seine Funktion dort ist nicht geklirt (s.o.)(Howell et al., 2001).
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1.2.3 Die Dense Granules

Die Dense Granules besitzen wie die Rhoptrien eine hohe Dichte (1,16-1,18 g/ml), sind aber
mit 80 nm deutlich kleiner (Blackman und Bannister, 2001; Trager et al., 1992). Sie
sezernieren ihren Inhalt nach der Invasion eines Merozoiten, weshalb sie in Zusammenhang
mit dem Aufbau und mit der Erweiterung der parasitophoren Vakuolen-Membran gebracht
wurden (Torii et al.,, 1989; Aikawa et al., 1990; Culvenor et al., 1991). Das Ring infected
Erythrocyte Surface Antigen (RESA) ist ein Dense Granule-Protein, das von Ringstadien
intraerythrocytérer Parasiten {iber die parasitophore Vakuolen-Membran in das Wirts-Cytosol
transportiert wird und vermutlich mit dem Cytoskelett der Wirtszelle interagiert (Culvenor et
al., 1991). RIMA (Ring Membrane Antigen), ein 14 kDa Protein, ist nach der Invasion auf der
Membran junger Ringstadien lokalisiert worden (Trager et al., 1992). Funktionell ist nichts
iber dieses Protein bekannt. Zwei weitere Proteine der Dense Granules sind die Subtilisin-
dhnlichen Serin-Proteasen, PfSUB-1 und PfSUB-2. PfSUB-1 wird als 82 kDa Proform
gebildet und dann in zwei Schritten autokatalytisch prozessiert, so dass schliesslich ein 47
kDa Protein entsteht, das in einer gespaltenen Form vom Merozoiten ausgeschieden wird,
obwohl es nicht in frisch invadierten RBC gefunden wurde (Sajid et al., 2000). Es schien,
dass PfSUB-1 fiir die Prozessierung von MSP-1 verantwortlich ist, einem Oberflachenprotein
der Merozoiten (Blackman et al., 1998), doch ist diese Hypothese strittig (Sajid et al., 2000).
Bei der maturen Form von PfSUB-1 wurde weder eine Transmembran-Doméine, noch ein
GPI-Anker identifiziert, obwohl die Prozessierungsprodukte in Abwesenheit von ionischen
Detergenzien unloslich sind (Blackman et al., 1998). Daher wird vermutet, dass PfSUB-1 an
Membranen oder Komponenten des Cytoskeletts bindet. Im Gegensatz dazu besitzt PfSUB-2
eine Transmembran-Doméne. Auch PfSUB-2 wird proteolytisch prozessiert (Hackett et al.,
1999), und auch hier wurde vorgeschlagen, dass das Prozessierungsprodukt MSP-1 spalten
kann (Barale et al., 1999). Wie oben erwihnt, sezernieren die Dense Granules ihren Inhalt in
einer spidten Phase der Invasion und scheinen demnach an der Bildung der parasitophoren
Vakuolen-Membran beteiligt zu sein. MSP-1 ist wichtig fiir die frithen Schritte der Invasion
(Holder und Freeman, 1984; Holder et al., 1985a) und muss daher vor der Freisetzung der
Merozoiten und der néchsten Invasion prozessiert werden. Daher scheint es einen
Widerspruch zu geben zwischen dem Zeitpunkt der Sekretion des Inhaltes der Dense

Granules und der Prozessierung von MSP-1. Es gibt Hinweise durch Untersuchungen bei
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Cryptosporidium, dass die Dense Granules in mehrere Subpopulationen mit unterschiedlicher
Protein-Ausstattung unterteilt sind, so dass auch die Sekretion deren Inhalte zeitlich
unterschiedlich sein konnte (Bonnin et al., 1995). Fiir diese interessante Hypothese fehlen bei

Plasmodium allerdings experimentelle Beweise.
1.3 Die parasitophore Vakuolen-Membran

Wihrend der Invasion in humane Erythrocyten initiiert P. falciparum die Bildung der
parasitophoren Vakuolen-Membran (PVM), die wihrend der gesamten Runde eines
Infektionszyklus ein einzigartiges Kompartiment umschlie3t, die parasitophore Vakuole (PV).
In ihr differenziert sich der eingedrungene Parasit bis zur ndchsten Freisetzung von
Merozoiten. Proteine von apikalen Organellen wie Rhoptrien sollen an der Biogenese, der
Erhaltung und der Ausbreitung der PVM beteiligt sein (Lingelbach und Joiner, 1998). Die
molekularen Grundlagen dafiir und fiir die Ruptur der PVM beim Freisetzen neugebildeter
Merozoiten (Evasion) sind weitestgehend unklar.

Fiir die Bildung der PVM werden Proteine der Wirtsmembran ausgeschlossen (Atkinson et
al., 1988), doch scheint der groBte Teil der Lipide zum Aufbau der PVM von der Wirtszelle
zu stammen. Weder die Lipid- noch die Protein-Zusammensetzung der PVM konnten bis
dato genau analysiert werden. In den Rhoptrien wurden neben den oben aufgefiihrten
Proteinen auch Lipid-Komponenten nachgewiesen, wie in einer elektronenmikroskopischen
Arbeit iiber P. knowlesi beschrieben wurde (Bannister et al., 1986). Es wurde postuliert, dass
diese Lipide die parasitophore Vakuolen-Membran beim Eindringen des Parasiten bilden,
doch scheint es eher so zu sein, dass der grofite Anteil der Lipide der PVM aus der
Erythrocyten-Membran stammt und lediglich ein kleinerer Teil (ca. 20 %) vom Parasiten
geliefert wird (Lingelbach und Joiner, 1998). Die Micronemen sezernieren ihren Inhalt schon
in einer sehr frithen Phase der Invasion und scheinen nicht fiir die PVM-Bildung zustédndig zu
sein, da die sezernierten Proteine wohl eher der Wirtszell-Spezifitit des Parasiten dienen
(Adams et al., 2001; Kappe et al., 1997; Peterson et al., 1995). In der spiten Phase der
Invasion sezernieren die Dense Granules ihre Proteine in den Spalt zwischen der sich
bildenden PVM und der Parasiten-Plasmamembran, doch ist ihr Anteil bei der PVM-Bildung
nicht bekannt (Preiser et al., 2000). Wihrend der Entwicklung des Parasiten innerhalb des
Erythrocyten dehnt sich die PVM im Wirtscytosol aus und bildet ein Netzwerk, das als
Tubovesikulares Netzwerk bezeichnet wird (TVN; Elmendorf und Haldar, 1994). Die Quelle




Einleitung

der Lipide, die zur Bildung des TVN notwendig sind, sowie die Kontrolle und der Ausloser
des TVN-Aufbaus sind im Detail unbekannt. Weder konnen Erythrocyten aktiv externes
Medium aufnehmen, noch besitzen sie die molekulare Ausstattung zur Lipid-Synthese. Daher
muss der Parasit selbst dafiir verantwortlich sein, die nétigen Komponenten zur TVN-Bildung
beizusteuern. Allerdings wurden bisher keine experimentellen Belege dafiir geliefert
(Lingelbach und Joiner, 1998). Es wurde unldngst berichtet, dass der intrazelluldre Parasit
sogenannte Rafts in die PVM aufnimmt (Lauer et al., 2000; Haldar et al., 2002). Rafts
zeichnen sich durch einen hohen Cholesterol- und Sphingomyelin-Gehalt aus und stellen
Microdominen aus Lipid und Protein in der Doppellipid-Schicht der Plasmamembran dar
(Simons und Ikonen, 1997; Brown und London, 1998). RBC-Rafts sollen als Lipidquelle fiir
die PVM dienen und damit eine wichtige Rolle fiir die Aufrechterhaltung der PVM spielen.
Es wurde sogar im Gegensatz zu dlteren Untersuchungen (s. 0.) von der Aufnahme einiger
erythrocytirer Membranproteine berichtet, die Rafts-assoziiert sind und in die PVM/TVN
integriert werden, wo sie zuvor noch nicht lokalisiert worden waren (Lauer et al., 2000). Der
Hauptanteil der Proteine der Erythrocyten-Plasmamembran konnte allerdings weder im TVN
noch in der PVM nachgewiesen werden. Es ist derzeit nicht bewiesen, wie Lipide zum
Parasiten gelangen (Haldar et al., 2002). Auch sollen Rafts eine wichtige Rolle bei der
Invagination der Erythrocyten-Membran wéihrend der Invasion der Merozoiten spielen

(Haldar et al., 2002).

1.3.1 Die PVM und der Stofftransport

Die genauen Abldufe des Transports von Makromolekiilen und anderen Stoffen iiber die PVM
sind wenig charakterisiert. So ist nicht bekannt, wie z. B. das TVN den Stofftransport in den
Erythrocyten und in den Parasiten organisiert. Zunéchst favorisierte eine Hypothese, die
inzwischen widerlegt ist, einen sog. ,,Parasitophoren Ductus* (Pouvelle et al., 1991; Ginsburg,
1994). Bei diesem Modell sollte das TVN an die RBC-Membran reichen mit ihr fusionieren
und einen direkten Kontakt iiber einen nichtselektiven Kanal zum extrazelluliren Medium
ausbilden. Lauer et al. (1997) schlugen dagegen vor, dass das TVN bis zu der
Plasmamembran des infizierten Erythrocyten reichen konnte. Eine Verbindung von TVN und
RBC-Plasmamembran konnte zur Bildung eines molekularen Siebes fiihren, das Néhrstoffe
durchlifBt, die der Versorgung des Parasiten dienen. Desai und Kollegen fanden durch Patch-

Clamp-Versuche und durch Experimente mit planaren Lipid-Doppelschichten eine Pore in der
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PVM, die Molekiile bis zu einer molekularen Masse von 1300 Da zum Parasiten passieren
146t (Desai et al., 1993). Diese Pore soll von einem abundanten Protein der PVM gebildet
werden, ist aber auf molekularer Ebene weder charakterisiert noch identifiziert. Ebenso wurde
von Desai et al. ein Kanal in der Plasmamembran von infizierten Erythrocyten gefunden, der
zusammen mit der Pore in der PVM fiir die Versorgung des Parasiten mit einer Vielzahl von
extrazelluldiren Néahrstoffen (z. B. Aminosduren, Zuckerverbindungen, Purine, Cholin etc.)
verantwortlich sein soll (Desai et al., 2000). Es ist nicht bekannt, ob dieser Kanal durch
exportierte Parasiten-Proteine gebildet wird oder durch modifizierte Proteine der Wirtszelle.
Auf der anderen Seite werden auch Parasiten-Proteine iiber die Parasiten-Plasmamembran
und die PVM in das Wirtszell-Cytosol und an die bzw. in die RBC-Plasmamembran
tranportiert (Bianco et al., 1987; Aikawa et al., 1990; Culvenor et al., 1991; Gormley et al.,
1992; Pasloske et al., 1993; Benting et al., 1994a/b; Pouvelle et al.,, 1994; Albano et al.,
1999). Einige von diesen exportierten Proteinen modifizieren die biochemischen und
morphologischen Eigenschaften der RBC-Membran (Deitsch und Wellems, 1996). Die
Transport-Mechanismen fiir diese Proteine sind noch nicht aufgeklirt. Ein Model favorisiert
einen Vesikel-vermittelten Protein-Transport in das Wirts-Cytoplasma und an die RBC-
Plasmamembran (Taraschi et al., 2001).

Zwei Proteine sollen vom Parasiten in die PVM transportiert werden, fiir die ein vesikularer
Transport vorgeschlagen worden ist: EXP-1 wird als Transmembran-Protein synthetisiert
(Giinther et al., 1991) und EXP-2 wurde als PVM-assoziiertes Protein beschrieben (Johnson
et al.,, 1994). Thre biologische Rolle und der wirkliche Transport-Mechanismus zur PVM ist
unbekannt. Bisher wurden noch keine Transport-Vesikel in der PV beobachtet (Lingelbach
und Joiner, 1998).

Die Proplasmepsine sollen iiber das ER in die PV und an die Parasiten-Plasmamembran
exportiert werden. Von dort sollen sie im Bereich des Cytostoms akkumulieren und in
Nahrungsvesikeln zusammen mit dem Hidmoglobin des Wirts zur Nahrungsvakuole
transportiert werden (Francis et al.,, 1997). Des weiteren wurde auch der Transport von
Proteinen des Apicoplasten iiber die PV beschrieben (Waller et al., 2000). Somit stellt die PV
und damit auch die PVM wahrscheinlich eine wichtige ,,Schaltstelle® zur Sortierung, zum

Export und zur Aufnahme von Proteinen fiir den Parasiten dar.
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1.3.2 Die PVM und die Evasion von Merozoiten

Die unzureichende Charakterisierung der molekularen Zusammensetzung der PVM liegt
sicherlich an technischen Problemen, die bei der Isolierung dieser Membran auftreten. Salmon
et al. (2001) haben in jiingster Zeit einen Ansatz aufgezeigt, der diese Problem 16sen konnte.
Nach der Reifung des Parasiten innerhalb der Wirtszelle werden die Merozoiten freigesetzt,
um eine neue Wirtszelle zu befallen. Dabei miissen sie sich von der Plasmamembran der
Wirtszelle und der PVM befreien. Vor der Merozoiten-Freisetzung wurden infizierte RBC mit
dem Cystein-Protease-Inhibitor E64 inkubiert (Salmon et al., 2001). Als Folge wurden die
Merozoiten nicht als einzelne Zellen freigesetzt, sondern sie blieben auch nach dem Verlassen
der Wirtszelle zusammen. Diese Assoziation von Merozoiten blieb erhalten, da diese
Merozoiten von der PVM umgeben waren. Derartige Strukturen wurden daher als
Parasitophorous Vacuolar Membrane-Enclosed Merozoite Structure (PEMS) bezeichnet. Es
wurde vorgeschlagen, dass eine oder mehrere Cystein-Proteasen an der Freisetzung von
Merozoiten durch Destabilisierung der PVM beteiligt sind. Dies gab Anlal zur Diskussion
iber verschiedene Theorien zur Evasion der Merozoiten (Lew, 2001). Aus ihren Ergebnissen
schlossen Salmon et al. (2001), dass die Bildung der PEMS ein natiirlich vorkommendes
Ereignis ist und durch Inhibition von Cystein-Proteasen mit E64 die Freisetzung der
Merozoiten aus den PEMS verhindert wird. Sie wird nur verzogert, wenn nach der PEMS-
Bildung das E64 wieder entfernt wird. Eine alternative Theorie zur Evasion von Merozoiten
beschreibt die nicht-explosionsartige Ruptur der Erythrocyten-Membran in Folge der
Verschmelzung von PVM und der RBC-Plasmamembran (Clavijo et al., 1998; Winograd et
al., 1999). In diesem Fall kann es kein Freisetzen von PVM-umschlossenen Merozoiten
geben.

In Abb. 1.3 sind die beiden Modelle zusammenfassend dargestellt. Salmon et al. (2001)
beschrieben, dass die PEMS lebensfihige, invasive Merozoiten enthalten. Uber die Natur des
Zielproteins des E64 ist bislang nichts bekannt. Allerdings wurde angenommen, dass SERA
(Serine Rich Antigen) und seine Homologen dafiir in Frage kommen und am Prozess der
Evasion und vielleicht auch an der Invasion der Merozoiten beteiligt sind (Delplace et al.,

1987; Knapp et al., 1991; Gor et al., 1998; Blackman, 2000).
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Abb. 1.3:  Schematische Darstellung, die zwei Modelle zur Freisetzung von Merozoiten aus einem
infizierten RBC beschreibt. Unter naturlichen Bedingungen (1) werden die Merozoiten nach dem
Modell von Winograd et al. (1999) freigesetzt, nachdem RBC-Membran und PVM fusioniert sind. In
(2) ist das Evasions-Modell gemaB Salmon et al. (2001) dargestellt. In Gegenwart von E64
und/oder unter natirlichen Bedingungen erfolgt die Evasion nach der Bildung von PEMS.

AbschlieBend 146t sich sagen, dass nur wenig iiber die makromolekulare Struktur der PVM
bekannt ist (Salmon et al., 2001). Ebenso sind die Rolle der apikalen Organellen fiir die
Bildung der PVM sowie der Mechanismus ihrer Expansion und die daran beteiligten Proteine
nicht bekannt. In Zukunft wird es von Interesse sein, das Wissen iiber die PV zu
vervollstindigen und das gesamte Repertoire an Proteinen dieses einzigartigen

Kompartimentes zu analysieren (Lingelbach und Joiner, 1998).
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1.4 Proteomics

Aufgrund der Bedeutung von P. falciparum als Erreger der Malaria tropica wurde 1996 ein
Genom-Projekt fiir den Parasiten initiiert. Im Oktober 2002 wurde die Genom-Sequenz fiir
den 3D7-Klon veroffentlicht. Es wurde berichtet, dass das Genom aus 23 Megabasen, verteilt
auf 14 Chromosomen, besteht und es soll fiir ca. 5300 Gene codieren (Gardner et al., 2002).
Es konnen auch die bisher annotierten und vorhergesagten Genprodukte fiir Datenbank-
Suchen verwandt werden. Bei ca. 60 % der vorhergesagten Genprodukte konnte keine
signifikante Ahnlichkeit zu Proteinen anderer Organismen gefunden werden. Diese
Genprodukte wurden daher zunichst als ,,hypothetische Proteine* bezeichnet. Insgesamt 31 %
der vorhergesagten Genprodukte haben eine oder mehrere Transmembran-Doménen und bei
ca. 17 % kann ein Signalpeptid angenommen werden (Gardner et al., 2002).

Umfangreiche Genom-Daten sind nun verfiigbar und konnen fiir die Untersuchung des
Parasiten-Proteoms genutzt werden.

Der Begriff ,,Proteom umfalt alle Proteine einer Zelle, die nach den Vorgaben deren
Genoms produziert werden (Wilkins et al., 1996). Techniken, die zur Darstellung und
Analyse des Proteomes dienen, werden unter dem Sammelbegriff ,,Proteomics* vereint.
Proteomics kann in zwei Bereiche unterteilt werden:

1) ,.Expression Proteomics* bezieht sich auf die gesamte Protein-Ausstattung einer Zelle
oder eines Gewebes. So konnen mit Hilfe von Expression Proteomics Stoffwechselwege
untersucht werden, der EinfluB von Medikamenten-Applikationen analysiert oder
Unterschiede zwischen kranken und gesunden Geweben verglichen werden.

2) ,,Cell Map Proteomics* befasst sich mit der Protein-Zusammensetzung von rdumlich
abgetrennten Bereichen einer Zelle oder funktionellen Einheiten wie z. B. eines Organells
oder eines Protein-Komplexes in einer Zelle (Blackstock und Weir, 1999).

Um die zelluldren Funktionen von Proteinen von P. falciparum besser verstehen zu konnen,
wurde die Proteom-Analyse schon seit langerem als geeignete Methode angesehen (Ashton et
al., 2001; Bhasin, 2000; Cowman, 2001). Zeitgleich mit der Veroffentlichung der Genom-
Daten wurden auch zwei Arbeiten publiziert, in denen das Proteom von P. falciparum
untersucht wurde (Florens et al., 2002; Lasonder et al., 2002). In den umfassenden Analysen
wurden sexuelle und asexuelle Stadien beziiglich ihrer Genprodukte verglichen. Lasonder und

Kollegen integrierten eine Vorfraktionierung der Proteine aus den Parasitenstadien. Sie

14



Einleitung

extrahierten die Proteine differentiell und analysierten die einzelnen Fraktionen. Zusitzlich
trennten sie die Proteine der Fraktionen vor der Analyse nach ihren molekularen Massen auf.
Florens et al. (2002) beschrinkten sich auf die Fraktionierung entsprechend der Loslichkeit
der Proteine. In dieser Arbeit wurden 2415 Parasiten-Proteine durch die Multidimensional
Protein ldentification Technology (MudPIT; Washburn et al., 2001) unter Verwendung
massenspektrometrischer Techniken identifiziert. Von diesen waren 1875 in den
erythrocytidren Stadien gefunden worden (ca. 78 %). Davon wurden 839 in den Merozoiten
gefunden, den invasiven Blutstadien (34 %). Geht man von moglichen 5300 Genprodukten in
P. falciparum aus, so entspricht dies 15 bis 16 % der maximalen Anzahl an Proteinen des
Parasiten.

Lasonder et al. (2002) fanden mit Hilfe von NanoLC/LC-MS-MS-Technologie (Rappsilber et
al., 2002) insgesamt 1289 Proteine, von denen 714 (55 %) in den Blutstadien gefunden
wurden. Dies entspricht ca. 13 % aller Genprodukte (bezogen auf 5300).

In diesen beiden Arbeiten lag das Hauptziel in der Erfassung der Protein-Ausstattung der
einzelnen Stadien. Gemdll Blackstock und Weir (1999) entspricht dies dem Expression
Proteomics.

Barrett et al. (2000) schlugen vor, mittels Proteomics eine raumliche Karte iiber die
Proteinverteilung innerhalb einer Zelle zu zeichnen. Die effiziente Zellfraktionierung und die
Verbindung von Zwei-dimensionaler Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2-D PAGE) und
Massenspektrometrie sollte es erlauben, das molekulare Repertoire von Proteinen zu
untersuchen, die einem bestimmten Organell zugeordnet werden konnen (Blackman und
Bannister, 2001), z. B. den Organellen des Apikal-Komplexes oder der PVM aus P.
falciparum. Dies kann dem Cell Map Proteomics zugeordnet werden. Die 2-D PAGE in
Verbindung mit Matrix Assisted  Laser  lonization/Desorption  Time-Of-Flight
Masspectrometry (MALDI-TOF MS) ist eine Schliisseltechnologie auf dem Gebiet der
Proteomics geworden. In den letzten Jahren wurde die 2-D PAGE-Technologie stark
verbessert. So konnte eine bessere Reproduzierbarkeit der Ergebnisse durch die Einfiihrung
kommerziell verfiigbarer Gele mit immobilisierten pH-Gradienten fiir die Isolelektrische
Fokussierung erreicht werden (Bjellqvist et al., 1982). Durch weiterentwickelte Geritschaften
und Reagenzien sowie durch die Verbesserung der Messgenauigkeit von
Massenspektrometern und ihre preisgiinstigere Handhabung wurde die 2-D PAGE immer
attraktiver (Ashton et al., 2001). Obwohl die 2-D PAGE ihre Nachteile hat, wie z. B. bei der

Analyse hochmolekularer oder sehr hydrophober Proteine, konnen zusitzliche Informationen
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tiber den isoelektrischen Punkt und die Molekularmasse eines Proteins erhalten werden, was
die Tandem-Massenspektrometrie nicht ohne Weiteres erbringt (Carucci et al., 2002). Solche
Informationen lassen zusammen mit einem Peptide Mass Fingerprint (Ashton et al., 2001)
Aussagen iiber posttranslationale Modifikationen oder Prozessierungen eines Proteins zu.

2-D PAGE und MALDI-TOF MS wurden bisher nicht in groerem Malstab auf P.
falciparum angewandt, werden anscheinend aber immer attraktiver, die Protein-Ausstattung
bestimmter subzelluldrer Fraktionen des Parasiten oder seiner Wirtszelle zu studieren

(Nyalwidhe et al., 2002; Rabilloud et al., 1999).

P. falciparum-Kultur

{

— Schizonten

{

Homogenisierung

Extraktion;
Fraktionierung * *

Homogenat .
Isolierung von
Rhoptrien/PVM
4 |
2-D PAGE 2-D PAGE
(Mastergel)
I Vergleich |

\J

Fragmentierung von Proteinspots

!

Peptide mass fingerprint

Protein-Identifizierung;
Datenbank-Suche

Abb. 1.4: Schematische Darstellung der Vorgehensweise zur ldentifizierung von Proteinen der
Rhoptrien und der PVM. Auf der linken Seite sind methodische Wege aufgezeigt, die zur
Herstellung préparativer zwei-dimensionaler Gele fihren. Auf der rechten Seite ist die Herstellung
der Mastergele gezeigt. Praparative Gele sollen mit den Mastergelen verglichen werden und

ausgesuchte Proteine in praparativen Gelen massenspektrometrisch identifiziert werden.
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1.5 Zielsetzung

Trotz der zentralen Bedeutung der Organellen des Apikal-Komplexes und der parasitophoren
Vakuole fiir das Leben des intraerythrocytiaren Parasiten Plasmodium falciparum sind viele
Komponenten dieser Kompartimente weder molekular noch funktionell ausreichend
charakterisiert. Das Hauptziel dieser Arbeit war die Analyse des molekularen Repertoires von
Organellen des Apikal-Komplexes und spiter der parasitophoren Vakuolen-Membran durch
einen experimentellen Ansatz, der sich der als Cell Map Proteomics bezeichneten Methodik
bedient. Dazu sollte die Zwei-dimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2-D PAGE)
fiir P. falciparum etabliert werden. Die Isolierung von Rhoptrien des Apikal-Komplexes von
intraerythrocytdren Stadien des Erregers wurde zuvor schon beschrieben, was hier ausgenutzt
werden sollte. Fiir die Pridparation der parasitophoren Vakuolen-Membran sollte eine
Methodik erst erarbeitet werden. Die Proteine dieser beiden subzelluldren Fraktionen sollten
mittels 2-D PAGE getrennt werden. Die resultierenden zwei-dimensionalen Protein-
Verteilungsmuster sollten als Schablone dafiir dienen, Proteine der entsprechenden Fraktionen
aus préaparativen Gelen zu isolieren. Fiir jedes dieser Proteine sollte mit Hilfe der
Massenspektrometrie ein spezifisches Fragmentierungsmuster, ein sogenannter Peptide Mass
Fingerprint (PMF), erstellt werden. Die PMF sollten mit den Genom-Daten des P. falciparum
Genom-Projektes verkniipft werden, um die jeweiligen Proteine zu identifizieren, wie
schematisch in Abb. 1.4 dargestellt. Die Analysen der Protein-Ausstattungen der Rhoptrien
und der parasitophoren Vakuolen-Membran sollen als Grundlage dafiir dienen, in Zukunft die
Mechanismen des Parasiten zum Eindringen in eine Wirtzelle, zum Uberleben in der

Wirtszelle und zum Verlassen der Wirtszelle auf molekularer Ebene zu verstehen.
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1)
2)
3)
4)
5)

6)

7)

8)

9)

10)
11)
12)
13)
14)
15)
16)
17)
18)
19)
20)
21)
22)

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien
ABC

Aceton

ACHC
Acrylamid-Losungen

Agarose NA

AlbuMAX 11
Albumin Fraktion V
Ammoniumacetat
AMS

APS

ASB-14

ASB-16

bADS

BPB

BCIP

Bleinitrat

BPB; Bromphenolblau
BSA

CHAPS

Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets

Coomassie-Brillant-Blue G250
D(+)-Sorbitol

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Sigma

Applichem, Darmstadt

Amersham Bioscience (ehemals
Amersham Pharmacia Biotech), Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe

Applichem

Sigma

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Calbiochem, Schwalbach

Calbiochem

Prof. Dr. T. Schirmeister, Univ. Wiirzburg
Sigma

Promega, Mannheim

Sigma

Merck

Sigma

Calbiochem

Roche Applied Science, Mannheim
Serva, Heidelberg

Sigma
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23)
24)
25)
26)
27)
28)
29)

30)
31)
32)
33)
34)
35)
36)
37)

38)

39)
40)
41)
42)
43)

44)

45)
46)
47)
48)

Dikaliumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat

DTT

E64

EDTA, Dinatriumsalz

Epon 812
Erythrocyten-Konzentrat, Human,

Blutgruppe A; Rhesus (D)-positiv

Essigsidure
Ethanol
Fromaldehyd

GA

Gelatine
Gentamycinsulfat
Giemsa-Losung

Glycerin

Harnstoff

HCl, 37 %(w/v)
Hepes
Hoechst33258
IAA

IPG Cover Fluid

IPG Puffer (versch. pH-Bereiche)

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
L-Alanin

LR-White

Fluka, iiber Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Merck

Serva

Blutspendedienst des Bayer. Roten

Kreuzes / Blutspendedienst des

Hamburger Roten Kreuzes

Applichem

Applichem

Applichem

Merck

Sigma

Invitrogen

Merck, VWR

Amersham Bioscience (ehemals

Amersham Pharmacia Biotech)

Amersham Bioscience (ehemals

Amersham Pharmacia Biotech)
Merck

Biomol, Hamburg

Sigma

Calbiochem

Amersham Bioscience (ehemals

Amersham Pharmacia Biotech)

Amersham Bioscience (ehemals

Amersham Pharmacia Biotech)

Merck

Merck

Merck

London Resin Company, UK
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49)
50)
51)
52)
53)
54)
55)
56)
57)
58)
59)
60)
61)
62)
63)
64)
65)

66)

67)
68)
69)
70)
71)

72)
73)
74)
75)

MeCN

Methanol

Milchpulver

Molecular Weight Marker
Mowiol 4-88
NaOH-Plitzchen
Natrium-Cacodylat-Trihydrat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat (Bicarbonat)
Natriumthiosulfat

NBT

Osmiumtetroxid
Phosphorsaure, 87 %(w/v)

Plasma, human

Protein-GroBenstandards:

Multimark Multi-Colored Standard
Prestained Molecular Weight Marker
Molecular Weight Protein Ladder

PVDF-Membran Immun-Blot ™

RPMI 1640, mit 25 mM Hepes

Saccharose

Saponin (aus Gypsophila)

SDS

Silbernitrat
Silbernitrat
TEMED
TFA

Merck/Roth

Merck

Gliicksklee, Hamburg

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Calbiochem

Merck

Sigma

Merck

Merck

Sigma

Merck

Sigma

Merck

Promega

Serva

Roth

Univ.-Klinikum Eppendorf, Blutbank,
Hamburg

Invitrogen Life Technologies
MBI Fermentas

MBI Fermentas

Bio-Rad, Miinchen

Gibco BRL, Invitrogen Life Technologies
Merck

Sigma

Amersham Bioscience (ehemals
Amersham Pharmacia Biotech)

Merck

Sigma

Sigma

Sigma
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76) Thioharnstoff Fluka
77) Tricin Serva
78) Tris Amersham Bioscience (ehemals

Amersham Pharmacia Biotech)

79)  Triton X-100 Sigma
80) Triton X-114 Serva
81)  Trizma Sigma
82)  Trypsin (bovin, sequential grade) Roche
83)  Tween20 Sigma
84) B-MSH Serva

2.1.2 Allgemeine Pufferlosungen

1)PBS:  NaCl 137 mM
KCl 2,7 mM
Na,HPO, 124 mM
KH,PO4 0,14 mM
pH 7,2

2) TBS: TrissHCl 20 mM
NaCl 150 mM
pH 7.4
3) TTBS  TBS mit 0,05 %(w/v) Tween 20

2.1.3 Immunoreagenzien und Konjugate

1. mAb61.3 monoklonaler Maus-Antikorper gegen RHOP-H1 (140 kDa) (A. Holder,
London, UK; Holder et al., 1985b)

2. Anti-Bande 3 Monoklonaler Maus-Antikorper (IgG2a; Klon BIII-136) gegen humanes,
erythrocytidres Bande 3-Protein (Sigma)

3. Anti-Glycophorin A+B Monoklonaler Maus-Antikorper (IgGl) gegen humanes,
erythrocytires Glycophorin A und B, Klon E3 (Sigma)
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Kaninchen-anti-EXP-1 Kaninchenserum gegen EXP-1, einem Protein der
Parasitophoren Vakuolen Membran aus P. falciparum (Prof. Dr. K. Lingelbach,
Universitdt Marburg)

Kaninchen-anti-SERP Kaninchenserum gegen SERP (SERine-Rich Protein),
einem Protein der Parasitophoren Vakuolen aus P. falciparum (Prof. Dr. K. Lingelbach,
Universitdat Marburg (Ansorge et al., 1996; Knapp et al., 1991)
Schwein-anti-Kaninchen-IgG-FITC FITC-konjugierter anti-Kaninchen- Antikdrper aus
Schwein (DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg)

Ziege-anti-Kaninchen-IgG-FITC  FITC-konjugierter anti-Kaninchen- Antikdrper aus
Ziege (DAKO)

Ziege-anti-Maus-Alexa488 Alexa488-konjugierter anti-Maus-Antikorper (IgG) aus
Ziege (Jackson Immunoresearch Laboratories Inc.; vertrieben iiber Dianova, Hamburg)
Ziege-anti-Kaninchen-Alexa488  Alexa488-konjugierter anti-Kaninchen- Antikérper
(IgG) aus Ziege (Jackson Immunoresearch Laboratories Inc.; vertrieben iiber Dianova,
Hamburg)

Ziege-anti-Kaninchen-Cy3 Cy3- konjugierter anti-Kaninchen-Antikorper (IgG) aus
Ziege (DAKO)

Ziege-anti-Kaninchen-AP  Alkalische Phosphatase-gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen
Antikorper (IgG) (Sigma)

Ziege-anti-Maus-AP Ziege- Anti-Maus-Antikorper (IgG), konjugiert an Alkalische
Phosphatase (Sigma)

Ziege-anti-Maus IgG aus der Ziege an 12 nm kolloidales Gold konjugiert (Jackson
Immunoresearch Laboratories Inc.; vertrieben iiber Dianova, Hamburg)
Esel-anti-Kaninchen IgG an 12 nm kolloidales Gold konjugiert (Jackson Immunoresearch
Laboratories Inc.; vertrieben iiber Dianova, Hamburg)

Streptavidin-Cy3 Streptavidin, konjugiert an Cy3 (Jackson Immunoresearch
Laboratories Inc.; vertrieben iiber Dianova, Hamburg)

SA12 Kaninchen-Serum nach Immunisierung mit zwei KLH-gekoppelten
Peptiden, die aus der AMA-1-Sequenz (GenBank Accession Nr. AAB36701) abgeleitet
wurden (F42-H356 und D580-E594) (DOUBLE-X Programm; Eurogentec, Belgien).
SA13 Kaninchen-Serum nach Immunisierung mit zwei KLH-gekoppelten
Peptiden, die aus der AMA-1-Sequenz (GenBank Accession Nr. AAB36701) abgeleitet
wurden (F42-H356 und D580-E594)(DOUBLE-X Programm; Eurogentec, Belgien).
SA743 Kaninchen-Serum nach Immunisierung mit zwei KLH-gekoppelten
Peptiden (N2-K16C und C372-K387), die aus der HAP-Sequenz (GenBank Accession
Nr. CAB40630) abgeleitet wurden (DOUBLE-X Programm; Eurogentec, Belgien).
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19.

20.

21.

SA744 Kaninchen-Serum nach Immunisierung mit zwei KLH-gekoppelten
Peptiden (N2-K16C und C372-K387), die aus der HAP-Sequenz (GenBank Accession
Nr. CAB40630) abgeleitet wurden (DOUBLE-X Programm; Eurogentec, Belgien)
Anti-HAP-1gG Kaninchen-IgG, gereinigt mittels Affinitdtschromatographie iiber
eine EPO11416-Saule (Eurogentec, Belgien). Der Antikorper wurde aus den Seren SA743
und SA744 gewonnen. Das Epitop EPO11416 hat folgende Aminosiduresequenz und
wurde am  N-terminalen Cysteinrest an die  Affinitdts-Sdule  gekoppelt:
CGNTKLPTLEYRSPNK, der C-Terminus lag amidiert vor.

Kaninchen-anti-EBA-175  Affinitdtsgereiniger Kaninchen-IgG gegen EBA-175 (Reed
et al., 2000) (Dr. A. Mayer, WEHI Melbourne, Australien)

2.1.4 Gerate und sonstiges Verbrauchsmaterial

1) AirfugeTM, Air Driven Ultracentrifuge AB901 Beckman

2) Centricon Concentrators MWCO 10000 Amicon

3) Elektrophorese Spannungsgeber EPS 200 2A Hoefer, iiber Amersham
Pharmacia

4) Elektrophorese Spannungsgerit Power Pac 300 Bio-Rad

5) Elektrophorese-Apparatur P10DS Owl Scientific Inc., USA

6) Elektrophorese-Apparatur P8DS Owl Scientific Inc., USA

7) Fluoreszenzmikroskop Leica DMRB mit Konfokaler Lasereinheit TCS NT Leica

8) Fluoreszenz-Spektrometer LS50B Perkin-Elmer, Rodgau-
Jiigesheim

9) IPGphor Isoelectric Focusing System Amersham-Pharmacia

10) Konfokales Mikroskop Axiovert 100 M mit Konfokaler Lasereinheit LSM5 Zeiss,

Gottingen
11) Laborzentrifuge 2 K15 Sigma Laborzentrifugen,
Osterode
12) Laborzentrifugen Sigma 4-10 Sigma Laborzentrifugen
13) Lichtmikroskop Axiolab Zeiss
14) MALDI-TOF Massenspektrometer Voyager DE STR
Biospectrometry Workstation Perseptive Biosystems,

Framingham, USA

15) Membranvacuumpumpe Modell 1 Roth
16) Microcon Concentrators MWCO 10000 Millipore, Schwalbach
17) Minifuge PE Heraeus, Hanau
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18) Neubauer-Ziahlkammer

19) Quarzglaskiivetten 108.002B-QS, 10 mm Schichtdicke

20) Schrighals-Zellkulturflachen 690 ml
21) Semi-Dry-Blotting Apparatur 22 x 20 cm’
22) Semi-Dry-Blotting Apparatur Semiphor

Invitrogen

Hellma

Nerbe Plus GmbH
PHASE, Liibeck
Hoefer, iiber Amersham

Pharmacia

23) Software fiir Konfokal-Mikroskopie Leica TCS NT V 1.5.451 Leica

24) SpeedVac Plus SC110A

25) Sterilfilter 60 Filter Unit

26) Stickstoff-Druckkammer Serien-Nr. 48331-0
27) Tischzentrifuge 5415

28) Transmissions-Elektronenmikroskop CM10
29) Transmissions-Elektronenmikroskop EM 301
30) Transmissions-Elektronenmikroskop E12
31) Ultraschallbad Sonorex Super RK106

32) Ultrazentrifuge L8-M

33) Ultrazentrifuge LE-70

34) Vivaspin 5, Ultrafiltrationseinheiten

35) Zentrifuge J2-21

36) Zentrifuge J2-HS

37) Zentrifuge Sorvall RC 5C Plus

38) ZipTipcis

Thermo Savant, USA
Pall Corporation, Dreiech
Artisan Industries, USA
Eppendorf, Hamburg
Philips

Philips

Zeiss

Bandelin Sonorex, Berlin
Beckman

Beckman

Vivascience, Gottingen
Beckman

Beckman

Du Pont

Millipore
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2.2 Methoden

2.2.1 Fuhrung einer Plasmodium falciparum-Kultur

Prinzipiell wurde sich an den Methoden von Trager und Jensen (1976) und Lambros und
Vanderberg (1979) orientiert.
Alle Arbeitsschritte zur Kulturfithrung wurden unter sterilen Bedingungen bzw. mit sterilem

Material und Losungen durchgefiihrt.

2.2.1.1 Medien, Erythrocyten und Losungen:

Ungepuffertes RPMI 1640-Medium: 15,43 g RPMI 1640 mit 25 mM Hepes wurden in
900 ml ddH,O gelost und steril filtriert.
NaHCOs3-Losung: 8,125 %(w/v) NaHCOs3-Losung in ddH,O
Gepuffertes RPMI 1640-Medium: 900 ml ungepuffertes RPMI 1640-Medium wurden
mit 40 ml NaHCOs3-Losung versetzt
Albumax II 5 9% (w/v) Albumax II in ungepuffertem RPMI 1640. Bei 37
°C unter gelegentlichem Riihren gelost und sterilfiltriert.
Komplettmedium: gepufferetes RPMI 1640 Medium mit 0,25 % Albumax II;
z. T. wurde zusitzlich 5 %(v/v) humanes, hitzeinaktiviertes
Plasma (A Rh" Spender) zugesetzt.
Fiir einige Versuche wurde auf humanes Plasmakomponenten im Medium verzichtet und
durch insgesamt 0.5 % Albumax II ersetzt.
Giemsa-Losung: 10 %(v/v) Giemsa-Farbelosung in Giemsa-Puffer (0,49 g
KH,PO4, 1,09 g Na,HPO4 2H>O in 1 1)
Methanol: 100 %, zur Fixierung
Erythrocyten: Je 30 ml des Erythrocyten-Konzentrates (Blutgruppe AR"™)
wurden unter sterilen Bedingungen auf 50 ml Zentrifugenrohrchen
verteilt. Die Suspension wurde fiir 10 min bei 800 g bei 4°C

zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. AnschlieBend
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wurden die Zellen zweimal mit gepuffertem RPMI 1640-
Medium gewaschen. Die gewaschenen Erythrocyten
wurden mit Komplettmedium auf einen Héamatokrit von
50 % gebracht. Fiir die Kultur wurden nur Erythrocyten-
Konzentrate verwandt, die nicht idlter als eine Woche waren.
Gewaschene Erythrocyten wurden innerhalb von 4 Wochen

verwandt.
2.2.1.2 In vitro-Kultivierung von P. falciparum

Es wurden ausschlieBlich Parasiten des Stammes P. falciparum 3D7 (Rosario, 1981)
verwandt. Dieser Stamm hatte seinen Ursprung in einem Patientenisolat vom Flugahfen
Amsterdam und wurde vom Bernhard-Nocht-Institut fiir Tropenmedizin, Hamburg, von Herrn
Prof. Dr. R. D. Walter zur Verfiigung gestellt. Es handelt sich um denselben Stamm, der fiir

das P. falciparum-Genomprojekt verwandt wurde (Gardner et al., 2002).

Stammbhaltung:

In Petrischalen wurden zu 1 ml 50 %iger Erythrocyten-Suspension 10 ml Komplettmedium
gegeben. Der Hamatokrit lag bei ca. 5 % liegen. In Flaschen (Nerbe plus GmbH) lag bei
einem Volumen von 100 ml ein Hiamatokritanteil von 2,5 % vor (5 ml 50 % HCT RBCs auf
100 ml). Bis auf 5 % erhohbar. Flaschen wurden dazu nicht ganz zugedreht (Gasaustausch im
begasten Brutschrank).

Passagen:

Bei einer nichtsynchronisierten Kultur wurde ab einer Parasitimie von 7 % verdiinnt.
Synchronisierte Kulturen wurden im Ringstadium bei einer Parasitimie > 10 % verdiinnt, als
Trophozoiten bzw. Schizonten bei einer Parasitimie > 5 %. Eine hohere Parasitimie sollte nur
dann erreicht werden, wenn am nichsten Tag die Zellen geerntet werden sollten.

Bestimmung der Parasitamie:

Vom Schélchen- bzw. Flaschenboden wurde ein Tropfen Erythrocyten-Suspension mit einer
Pipette aufgenommen, auf einen Objekttriger gebracht und ausgestrichen. Dieser
Blutausstrich wurde zunichst luftgetrocknet, 1 min in MeOH fixiert, und anschlieBend fiir 10
min in einer 10 %igen Giemsa-Losung gefiarbt. Der Objekttrager wurde nach der Farbung

unter Leitungswasser abgespiilt und dann getrocknet. Bei 1000-facher Vergro3erung wurde
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mit einem Olimmersionsobjektiv der Anteil infizierter Erythrocyten aus 1000 bis 2000 Zellen
ausgezihlt. Die Parasitaemie wurde als prozentualer Anteil der infizierten Erythrocyten in
dem Blutasusstrich ermittelt.

Mediumwechsel:

Das Medium wurde alle zwei Tage gewechselt. Bei Parasitaemien unter 1 % konnte die
Kultur bei einem Hidmatokrit von 2,5 % fiir 3 Tage inkubiert werden ohne das Medium zu
wechseln. Das Medium aus der Flasche oder Schale wurde unter leichtem Kippen mit einer
sterilen Pasteurpipette abgesaugt und durch neues Komplettmedium ersetzt.
Kulturbedingungen:

Kulturflaschen wurden mit einem Gasgemisch (90 % Nj, 5 % O, und 5 % CO,) begast. Die

Kulturen wurden bei 37°C im Brutschrank (Heraeus) inkubiert.

2.2.1.3 Einfrieren von Plasmodien

Losungen:
30 %(w/v) Glycerin in PBS
PBS

Kulturen einer Parasitdamie ab 3 %, die vor allem Ringstadien enthalten, konnen eingefroren
werden. Zuvor sollte ein Medienwechsel durchgefiihrt werden. Die Kultur wurde in ein
steriles Zentrifugenrohrchen {iberfiihrt und bei RT fiir 10 min bei 2000 rpm (Heraeus)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf ein Sedimentvolumen abgenommen und zwei
Sedimentvolumen an 30 %(w/v) Glycerin in PBS-Losung zugegeben und vorsichtig gemischt.
Je 500 pl dieser Suspension wurde in sterile Cryogefille gefiillt und fiir 10 min auf Eis

gestellt. Die Proben wurden in fliissigem Stickstoff gelagert (Cryordhrchen).

2.2.1.4 Auftauen von Plasmodien

Losungen:

5 % bzw. 27 %(w/v) Sorbitol in 10 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 7,4 (sterilfiltriert)

27



Material und Methoden

Die gefrorene Probe wurde im Wasserbad bei 37°C unter leichtem Schiitteln aufgetaut;
danach sofort auf Eis gelagert. Die Zellen wurden in ein steriles kalibriertes Rohrchen
iberfiihrt (15 ml Falcon-Rohrchen). Es wurden tropfenweise unter Schiitteln 2 Volumenteile
(VT) kalte 5 %(w/v) Sorbitol-Losung zugegeben und die Zellsuspension weitere 10 min auf
Eis stehen gelassen. Wie oben beschrieben wurden nochmals 2 VT kaltes 5 %(w/v) Sorbitol
zugegeben und weitere 10 min auf Eis stehen gelassen. Danach wurde fiir 5 min bei 1500 rpm
(Heraeus) bei 4°C ohne Bremse zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Sediment
wurde in 2 VT kaltem 5 %(w/v) Sorbitol-Losung vorsichtig resuspendiert, 8 min auf Eis
stehengelassen und dann fir 5 min bei 1500 rpm (Heraeus) bei 4°C ohne Bremse
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Sediment wurde zweimal mit je 1 ml
Komplettmedium gewaschen. Zur Kultivierung wurden die Zellen in eine frische 2,5 %ige

Erythrocytensuspension iiberfiihrt.

2.2.1.5 Synchronisation der Parasitenstadien mit L-

Alanin

Die Behandlung von Parasiten mit einer L-Alanin-Losung erlaubt die Synchronisation der
Parasitenentwicklung mit méglichst vielen Ringstadien (Braun-Breton et al., 1988).
Losungen: 0,3 M L-Alanin
10 mM Hepes
pH 7,2 mit 1 M KOH eingestellt

Bei einer Kultur mit vielen Ringstadien wurde das Medium abgenommen und die Zellen in
gepuffertem RPMI 1640-Medium resuspendiert. Bei Raumtemperatur wurde fiir 5 min bei
2000 rpm in der Heraeus-Laborzentrifuge in Falcontubes zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und die auf 37°C vorgewidrmte L-Alaninlosung (2,5 x Sedimentvolumen) zu
den Zellen gegeben und vorsichtig gemischt; es wurde 5 min bei 37°C inkubiert. Das
Zentrifugenrohrchen wurde mit 37°C warmen Komplettmedium aufgefiillt, gemischt und bei
RT fiir 5 min bei 550 g zentrifugiert. Das Zellsediment wurde ein- bis zweimal mit
Komplettmedium gewaschen. Die gewaschenen Erythrocyten wurden zur Rekultivierung
verwandt. Um eine synchrone Kultur beizubehalten wurde die Prozedur mindestens einmal

wochentlich durchgefiihrt.
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2.2.1.6 Synchronisation der Parasitenstadien mit D-
Sorbitol

Ebenso wie die Synchronisation mit Alanin (Abschnitt 2.2.1.5) dient diese Methode der
Eleminierung spiter Trophozoiten und Schizonten und damit die Selektionierung junger
Trophozoiten (Ringstadien) (Lambros und Vanderberg, 1979).

Losungen:

Komplettmedium

5 %(w/v) Sorbitol in ddH,O (steril)

Zellen aus der Kultur mit 2.5 % HCT und moglichst vielen Ringstadien wurden sedimentiert
(5 min 550 g, RT). Das Zellsediment wurde in einem 10-fachen Volumen 5 % Sorbitol-
Losung resuspendiert und fiir 10 min bei RT unter gelegentlichem Schwenken inkubiert.
Nach der Inkubationszeit wurde 1 Volumen vorgewidrmtes Komplettmedium zugegeben und
gemischt. Die Zellen wurden abzentrifugiert und rekultiviert. Um eine synchrone Kultur

beizubehalten wurde die Prozedur mindestens einmal wochentlich durchgefiihrt.

2.2.2 Praparation von Rhoptrien aus Plasmodium
falciparum

Die Priparation von Rhoptrien erfolgt verdndert nach den Methoden von Etzion et al.

(1991) und von Sam-Yellowe et al. (1995 und 1998).
2.2.2.1 Praparation von Schizonten-infizierten iRBCs

Diese Methode dient der Isolierung und Anreicherung von Schizonten-infizierten RBCs zur
weiteren Priparation von Rhoptrien und wurde verdndert nach Kutner et al. (1985)
durchgefiihrt.

In PBS gewaschene iRBCs mit moglichst vielen Schizonten wurden in wenig PBS
resuspendiert und vorsichitig auf ein Kissen von 37°C warmer 65 %(v/v) Percoll/5 %(w/v)
Sorbitol/PBS-Losung gegeben. Fiir 2,5 bis 3 ml gepackter Kulturzellen wurden 25 ml des
Percoll-Kissens verwandt. Es folgte eine Zentrifugation bei 1500 g fiir 20 min und bei RT.
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Spite Stadien (Schizonten) befanden sich als Bande an der Phasengrenze von Percoll und
PBS. Dies wurde stets durch Giemsa-gefiarbte Ausstriche kontrolliert. Zur
Rhoptrienpriaparation wurden die Schizonten-infizierten RBCs aus insgesamt einem Liter
Kulturmedium bei einem HCT von 5 % verwandt. Die Anzahl der isolierten Schizonten
richtete sich nach der Parasitaemie in der Kultur kurz vor der Ernte. Gewohnlich ergab die

Ernte ca. 1 x 10° Schizonten. Die Parasitimie betrug stets 90 bis 97 %.

2.2.2.2 AufschluB von Schizonten-infizierten Erythro-
cyten mittels Stickstoff-Druckkammer und
subzellulare Fraktionierung uber eine
Dichtegradienten-Zentrifugation

Diese Methode dient der Préiparation von Schizontenhomogenaten (Etzion et al., 1991) und
deren weiterer subzelluldrer Fraktionierung. Ein schonender Aufschluf8 der Schizonten ist
Grundlage der subzelluliren Fraktionierung und damit fiir die weitere Reinigung von

Rhoptrien. Es wurden angereicherte Schizontenstadien (siehe 2.2.2.1) verwandt.

Losungen:
DB (Disruption buffer) 10 mM Hepes

10 mM KCl1

1 mM Na-EDTA

250 mM Saccharose, pH 7,4
2.2 M Saccharose

Die angereicherten Schizonten-infizierten iRBCs aus 10 Kulturflachen wurden sedimentiert
und 1:4 mit DB verdiinnt. Es folgte eine Inkubation auf Eis fiir 20 min. Die Suspension wurde
unter Eiskiithlung fiir 20 min einem Druck von 50 bar ausgesetzt (Artisan, USA). Durch
langsame Druckentspannung am Ausla3-Ventil wurde die Suspension tropfenweise aus der
Kammer entlassen und in einem JA20-Zentrifugenrohrchen aufgefangen. Die Suspension
wurde bei 4°C fiir 10 min bei 8000 g im JA20-Rotor (Beckmann) sedimentiert. Der Uberstand
wurde ein weiteres Mal abzentrifugiert. Der Uberstand wurde direkt auf einen

kontinuierlichen Saccharose-Gradienten (0,4 bis 1, 6 M mit 1 ml 2,2 M Saccharose-Kissen,
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SW40-Polyallomer-Ultrazentrifugen-Rohrchen (17 ml), Beckmann) gegeben. Zentrifugation
erfolgte in der Beckman Ultrazentrifuge (SW40-Schwenkbecher-Rotor, Beckman) bei 4°C fiir
30 min 72.000 g und fiir weitere 4 h 130.000 g. Es wurden 0,5 ml Fraktionen entweder mit
einer Peristaltik-Pumpe (Pharmacia) oder mit einer 1-ml-Injektionsspritze vorsichtig
abgesaugt. Fraktionen wurden 1:4 mit DB verdiinnt und fiir 30 min bei 150.000 g im SWS55-
Rotor (Beckman) zentrifugiert. Das Sediment wurde fiir elektronenmikroskopische
Untersuchungen in 2 %(v/v) GA/Cacodylatpuffer aufgenommen oder fiir proteinchemische
Untersuchungen in PBS resuspendiert und bei -20°C eingefroren.

In dem folgenden Diagramm ist die Vorgehensweise zur Rhoptrien-Priparation schematisch

dargestellt.

Abb. 2.1:  (n&chste Seite) Schematische Darstellung der Vorgehensweise zur subzellularen
Fraktionierung fur die Rhoptrien-Praparation von P. falciparum und nachfolgende Analysen der
Rhoptrien-haltigen Fraktionen (mit Modifikationen nach Sam-Yellowe et al., 1998).
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2.2.3 Isolierung von PEMS (Parasitophorous Vacuolar
Membrane-Enclosed Merozoite Structures)

Die PEMS-Priparation wurde im Wesentlichen gemidfl Salmon et al. (2001) durchgefiihrt.
Parasiten wurden mit 2,5 % HCT unter normalen Kulturbedingungen kultiviert, wobei im
Medium auf humanes Plasma verzichtet wurde. Es befanden sich 0,5 % Albumax II im
kompletten Medium. Die Kultur wurde mittels Alanin- oder Sorbitol-Behandlung
synchronisiert. Es wurden mindestens 2 Behandlungen im Abstand von ca. 48 h durchgefiihrt.
Im Giemsa-gefarbten Ausstrich wurde der Zeitpunkt bestimmt, an dem sich hauptsidchlich
Schizonten mit 5 bis 7 Kernen in der Kultur befanden. Die synchronen Kulturen wurden fiir 8
h bis 10 h in komplettem Kulturmedium gehalten, das 10 uM E64 (Sigma) enthielt.

Die E64-Konzentration wurde aus einer 15 mM Stammlosung in 50 % EtOH eingestellt.
Zusitzlich wurden unbehandelte Parasiten einer synchronen Kultur als Kontrolle eingesetzt,
um spite Schizonten mit 8 bis 16 Kernen zu ernten. Um PEMS zu reinigen, wurden Zellen
aus einer E64-behandelten Kultur (4 x100 ml Kulturmedium) mit einer Parasitimie von 5 bis
10 % durch Zentrifugation bei 2000 g fiir 10 min geerntet und dann auf einem Kissen von 45
90(v/v) Percoll in PBS bei 2500 g fiir 20 min von intakten iRBC und RBC getrennt. Nach
Salmon et al. (2001) befanden sich die PEMS oben auf dem Percoll-Kissen. Die PEMS-
Fraktionen wurden vorsichtig abgenommen und 3 mal mit gepuffertem RPMI inklusive eines
Protease-Inhibitor Cocktails (Roche) gewaschen.

Als Alternative zu dieser Methode zur PEMS-Pridparation wurden die Zellen einer
synchronen, Schizonten-reichen Kultur mit gepuffertem RPMI 1640-Medium gewaschen und
die Schizonten auf einem Percollkissen isoliert (sieche Kapitel 2.2.2.1). Die angereicherten
Schizonten wurden einmal in Komplettmedium gewaschen und in Anwesenheit von 10 uM
E64 fiir ca. 8 h unter Kulturbedingungen inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurden
intakte iRBC und restliche RBC bei 900 g fiir 5 min, RT, abzentrifugiert und der resultierende
Uberstand fiir weitere 5 min bei 2000 g, RT, zentrifugiert, um die PEMS zu sedimentieren.
Diese wurden einmal in PBS gewaschen und fiir weitere Analysen bei —70°C eingefroren oder
sofort weiterverarbeitet.

Die PEMS-Préaparationen wurden durch Giemsa-gefirbte Ausstriche und Immun-
fluoreszenzmikroskopie untersucht. Fiir letztere wurden getrockenete Ausstriche der PEMS-

Préaparation mit monoklonalem anti-humanes Bande 3-Protein-IgG (a-Bande 3; Sigma) und
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anti-EXP-1 Kaninchenserum (K. Lingelbach, Marburg) bzw. mit monoklonalem anti-
humanes Glycophorin A+B-IgG (Sigma) und anti-SERP Kaninchenserum (K. Lingelbach,
Marburg) koinkubiert. Bande 3-Protein und Glycophorin A+B konnen in der
Erythrocytenmembran lokalisiert werden. SERP befindet sich in der PV und EXP-1 ist mit
der PVM der Plasmodien assoziiert. Nach Inkubation mit entsprechenden Fluorophor-
konjugierten sekundidren Antikorpern und Kernfarbung mit Hoechst 33258, wurden die

Préaparate im Konfokalen Laser-Mikroskop (Zeiss) untersucht (siehe dazu Kapitel 2.2.7).

2.2.4 Praparation der Parasitophoren Vakuolen-Membran
(PVM)

PEMS wurden gemidfl Salmon et al. (2001) aus einer E64-inkubierten Parasiten-Kultur {iber
ein Percoll-Kissen isoliert (siche Kapitel 2.2.3). Gewaschene PEMS wurden zu 1 ml mit
gepuffertem RPMI inklusive eines Protease-Inhibitor Cocktails resuspendiert und zehnmal
durch eine 27 G Kaniile gepresst. Aus den PEMS freigesetzte Merozoiten wurden bei 3000 g
fiir 5 min sedimentiert. Der Uberstand wurde abgenommen und nochmals bei 3000 g fiir 5
min zentrifugiert. Der resultierende Uberstand wurde in der Ultrazentrifuge (Airfuge;
Beckman) fiir 30 min bei 100.000 g zentrifugiert Das Sediment wurde bei —70°C eingefroren.
Aliquots einzelner Fraktionen wurden auf einen Objekttriger pipettiert und luftgetrocknet.
Die Préparate selber wurden bei —70°C eingefroren.

Zur Veranschaulichung ist im Folgenden eine schematisierte Darstellung der Vorgehensweise
zur PEMS-Préparation abgebildet, wie es bei Salmon et al. (2001) beschrieben wurde.
Dariiber hinaus sind weitere Schritte zur Prdparation von Merozoiten und der PVM

dargestellt.
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2.2.5 Behandlung von intraerythrocytaren Stadien von P.
falciparum mit einem biotinyliertem Aziridin-2,3-
Dicarbonsaure-Derivat

Eine mit Sorbitol synchronisierte Parasitenkultur (2,5 % HCT, 5 % Parasitimie) wurde fiir 10
h mit 10 puM 1-[6-(+)-Biotinylamino]-caproyl-aziridin-2,3-dicarboxylsdure-dibenzylester
(bADS) unter normalen Kulturbedingungen inkubiert, nachdem die Parasiten ein Schizonten-
Stadium mit 3 bis 7 Kernen erreicht hatten. Bei der Substanz handelt es sich um einen
Cystein-Protease-Inhibitor und wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. T. Schirmeister,
Univ. Wiirzburg, synthetisiert und zur Verfiigung gestellt. Als Stammlosung diente eine
Losung mit 155 mM bADS in DMSO. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen aus der
Kultur dreimal mit einem 50fachen Volumen an PBS gewaschen, auf Objekttrigern
ausgestrichen und getrocknet.

Die Prédparate wurden mit 4 %(w/v) PFA in PBS fiir 20 min bei RT fixiert, die freien
Aldehydgruppen mit 50 mM NH4CI in PBS blockiert und die Ausstriche fiir 1 h bei RT in 5
90(w/v) BSA/TTBS inkubiert. Dann erfolgte eine einstiindige Inkubation mit Streptavidin-
Cy3-Konjugat (Jackson Immunoresearch Laboratories Inc., vertrieben iiber Dianova,
Hamburg) (1:10 in TTBS verdiinnt). Schliesslich wurden die Nuklei mit 1 pg/ml Hoechst
33258 markiert und nach griindlichem Waschen der Ausstriche in PBS wurden die Priparate
in Glycerin eingebettet und mit dem Konfokalen Laser-Mikroskop (Zeiss) untersucht. Die
Filter- und Lasereinstellungen wurden entsprechend der Fluoreszenz fiir Cy3- und DAPI-
Fluoreszenz gewihlt. Als Kontrolle wurde mit Kulturzellen ebenso verfahren, die nicht mit

bADS behandelt worden waren.
2.2.6 Elektronenmikroskopie

Alle verwendeten Losungen werden durch 0,22 um Filter filtriert.
Allgemeine Losungen:

PBS
Na-Cacodylatpuffer: 50 mM Na-Cacodylat (Na(CHj3),-AsO, x 3H,0)
pH 7,4
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2 9(w/v) Os04/50 mM Cacodylatpuffer pH 7,4
0,5 %(w/v) Uranylacetat

Fixanz A: 4 9% (w/v) PEA/PBS

Fixanz B: 2 %(w/v) PFA/2 %(v/v) GA/100 mM Na-Cacodylat pH 7,4
LR-White

Epon 812

2.2.6.1 Herstellung von Praparaten far die
Elektronenmikroskopie

Isolierte und in PBS gewaschene Parasiten wurden in frisch angesetztem Fixanz
resuspendiert. Fiir die Herstellung von Priparaten, die zur IEM verwandt werden sollten,
wurde zur Fixierung Fixanz A verwandt. Sofort nach der Resuspension wurde das
Zellmaterial fiir 1 min bei 4000 g abzentrifugiert, um fiir weitere Schritte ein stabiles
Zellsediment zu erhalten.

Die Fixierung erfolgte iiber Nacht bei 4°C. Das Sediment wurde in PBS gewaschen, die freien
Aldehydgruppen mit 50 mM NH4Cl fiir 15 min bei RT blockiert und das fixierte Sediment
wurde in ddH,O gewaschen. Die Entwisserung der Probe erfolgte in aufsteigender
Alkoholreithe mit 30, 50, 70, 90 und 100 % EtOH. Schliesslich wurde die Probe in LR-White
iberfiihrt und fiir 3 Tage bei 40°C polymerisiert. Dieses wurde von der Zentralen Abteilung
fir Elektronenmikroskopie, Universitdit Wiirzburg, durchgefiihrt. Ebenso wurde die
Herstellung von Ultradiinnschnitten aus dem eingebetteten Material und die Bestiickung von
Pioloform-beschichteten = Nickel-Netzchen = von  der  Zentralen  Abteilung  fiir
Elektronenmikroskopie durchgefiihrt.

Fiir die Herstellung von Priparaten, die rein morphologischen Untersuchungen dienen sollten,
wurde zur Fixierung Fixanz B verwandt. Nach Inkubation in Fixanz B fiir 3 h oder iiber Nacht
bei 4°C wurden die Priparate in 50 mM Cacodylatpuffer gewaschen dann in 2 %(w/v) OsOg4
(Roth) in 50 mM Cacodylatpuffer inkubiert.

Nach Waschen der Priparate in Wasser wurde mit 0,5 %(w/v) wissriger Uranylacetat-Losung
tiber Nacht kontrastiert und schlieBlich vor der Entwésserung in der Ethanolreihe nochmals
gewaschen. Die Einbettung der Prédparate in Epon 812 (Serva), die Anfertigung von

Ultradiinnschnitten und weitere Kontrastierung mit 2 % Uranylacatat und Bleicitrat nach
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Reynolds wurde von der Zentralen Abteilung fiir Elektronenmikroskopie, Universitit

Wiirzburg, durchgefiihrt.
2.2.6.2 Immun-Elektronenmikroskopie (IEM)

Allgemeine Losungen:
Bleicitrat nach Reynolds: 1,33 g Bleinitrat
+ 1,76 g Na-Citrat
ad 30 ml ddH,O
1 min schiitteln, 30 min stehen lassen
8 ml 1 M NaOH zugeben, ad 50 ml ddH,0O, pH 12,0

Fiir den Gebrauch 1:10 mit 0,01 NaOH (filtriert) frisch ansetzen
PBS

Abgekochtes ddH,O

Losung A: 1 %(w/v) BSA/0,1 % Tween20/PBS

Losung B: 0,1 %(w/v) BSA/0,1 % Tween20/PBS

Ultradiinnschnitte auf Pioloform-beschichteten Kupfernetzchen wurden zunéchst fiir 5 min in
PBS inkubiert und fiir weitere 5 min in Losung A. Dann wurden die Priparate iiber Nacht bei
4°C mit primdren Antikorpern/-seren (Verdiinnungen in Losung A) inkubiert. Nach Waschen
der Schnitte (2 x 10 min je mit Losung A und Losung B) erfolgte die Inkubation mit
sekunddrem Antikorper, verdiinnt in Losung B, fiir 1 h bei RT. Je nach Ursprung des
primédren Antikorpers/Antiserums wurden folgende sekundére Antikorperlosungen verwandt:
¢ Anti-Maus IgG aus Ziege an 12 nm kolloidales Gold konjugiert (Dianova). Verdiinnung
1:101in 0,1 % BSA/0,1 % Tween20/PBS
¢ Anti-Kaninchen IgG aus Esel an 12 nm kolloidales Gold konjugiert (Dianova).
Verdiinnung 1:10 in 0,1 % BSA/0,1 % Tween20/PBS
Die Schnitte wurden 2 x fiir 10 min mit Losung B gewaschen und danach 2 x mit ddH,O.
Gewaschene und getrocknete Schnitte wurden mit wissriger 2 %iger Uranylacetat-Losung

gefirbt, gefolgt von einer Farbung mit Bleicitrat nach Reynolds.
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2.2.6.3 Negativ-Farbung von resuspendierten Partikeln

Fraktionen aus dem Saccharose-Gradienten zur Rhoptrienpriparation (siehe Kapitel 2.2.2)
wurden 1:4 in DB verdiinnt und 30 min bei 150.000 g und 4°C zentrifugiert (SW55-Rotor mit
Polyallomer-Zentrifugenrohrchen). Danach wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet
in etwas PBS resuspendiert. Nach der Fixierung der Proben im gleichen Volumen 2 %(v/v)
GA/PBS (siehe oben) erfolgte das Negativfarben mit Phosphor-Wolframsiure (PTA). Dazu
wurden je 10 ul Probe auf mit Kohle beschichtete Nickelnetzchen (C. Schmetz, BNI
Hamburg) gebracht. Die Beschichtung der Netzchen befand sich auf der Oberseite der
Netzchen. Nach einer Inkubation fiir 0,5 h bei RT zur Sedimentation der resuspendierten

Partikel wurden die Netzchen griindlich in ddH,O gespiilt und auf einem Filterpapier

getrocknet. Dann wurde je ein Tropfen 2 %(w/v) PTA, pH 6,5 auf die Netzchen-Oberseite
gegeben. Nach 30 s wurde die PTA-Losung bis auf einen gleichmifBig verteilten Rest mit
einem Filterpapier abgesaugt. Nachdem die Restfliissigkeit verdunstet war, konnten die

Netzchen im Elektronenmikroskop EM301 (Phillips) untersucht werden.
2.2.7 Immunfluoreszenzmikroskopie

Immunfluoreszenzmikroskopie ~ (IFA) von  Plasmodium  falciparum  wurde  mit
luftgetrockneten Ausstrichen durchgefiihrt.

Losungen:

PBS

Blockierungslosung: 5 %(w/v) BSA/PBS

MeOH

4 % PFA/PBS

Ausstriche von angereicherten Parasiten oder von Zellen aus der Kultur wurden fiir 20 min in
4 % PFA/PBS bei RT fixiert und dann fiir 15 min in 50 mM NHsCl Dann wurde mit 5 %
BSA/PBS blockiert. Verdiinnungen der primédren und sekundiren Antikorper/-seren wurden
in der Blockierungslosung angesetzt. Die Inkubation mit primidrem Antikdrper/-serum
erfolgte 2 h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer. Nach dem Waschen
der Préparate in PBS wurden die Ausstriche fiir weitere 2 h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C
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mit der wunten angegebenen Verdiinnung des sekunddren Antikorpers in der
Blockierungslosung inkubiert (Alexa488-konjugierter Ziege-anti-Maus IgG (1:250), FITC-
konjugierter Schwein-anti-Kaninchen IgG (1:20), FITC-konjugierter Schwein-anti-Kaninchen
IgG (1:20) oder Cy3-konjugierter Ziege-anti-Kaninchen IgG (1:250)). Nach erneutem
Waschen in PBS wurden die Ausstriche fiir 10 min mit Hoechst 33258 (3 pg/ml) inkubiert,
um die Nuklei zu markieren, und dann erneut in PBS gewaschen. Das Material wurde in 87 %
Glycerol eingebettet und mittels Konfokaler Laser-Mikroskopie untersucht. Es wurden
Anregungs-/Emissions-Filtereinstellungen fiir FITC-, TRITC- und DAPI-Markierung
verwandt.

Verwendung von SA13-Serum:

Ein luftgetrockneter Kultur-Ausstrich wurde fiir 15 min bei —20°C in Aceton inkubiert und
nach griindlichem Waschen in TBS fiir 15 min wurde in einer 5 %igen Milchpulver/TBS-
Losung blockiert. Als primidres Kaninchen-Serum wurde SAI3 (1:1000) in
Blockierungslosung verwandt. Nach jeweils einer Stunde Inkubation bei 37°C und 4°C und
anschlieBendem Waschen in TBS, wurde 1 h mit sekundédrer Antikorperlosung (Ziege-anti-
Kaninchen-FITC-Konjugat; 1:20 in Blockierungslosung), inklusive 10 pg/ml PI bei 4°C
inkubiert. Schliesslich wurde der Ausstrich mit Mowiol 4-88 (mit 1 mM Phenylendiamin) und
einem Deckglas versiegelt.

Verwendung von mAb61.3:

Ein luftgetrockneter Ausstrich von angereicherten Schizonten wurde 30 min mit 5 %
BSA/PBS/1 %(v/v) Triton X-100 und anschlieBend mit mAb61.3 (1:500 in der gleichen
Losung; A. Holder, London, GB) iiber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert, in
PBS gewaschen und schlieBlich mit FITC-konjugierten sekunddarem Anitkorper (Ziege-anti-
Maus-FITC IgG, 1:20 in 5 % BSA/PBS/1 %(v/v) Triton X-100) fiir 2 h bei RT inkubiert.
Verwendung von SA12-Serum und mAb61.3:

Hierzu wurde ein getrockneter Ausstrich von Percoll-angereicherten Schizonten fiir 30 min
bei RT in 5 % Milchpulver/TBS inkubiert und 2,5 h mit SA12 (1:10.000)/mAb61.3 (1:500) in
0,05 % Tween 20 in TBS. Nach dreimaligem Waschen des Ausstrichs in TBS wurden die
sekunddren Antikorperlosungen (Ziege-anti-Maus-FITC IgG, 1:20, und Schwein-anti-
Kaninchen-TRITC IgG, 1:20 in 0,05 % Tween 20/TBS) zugegeben und fiir 1,5 h bei 4°C
inkubiert. Nach wiederholtem Waschen in TBS wurde der Ausstrich mit Mowiol 4-88 (mit 1

mM Phenylendiamin) unter einem Deckglas versiegelt.
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Verwendung von anti-HAP-IgG:

Ein luftgetrockneter Kultur-Ausstrich wurde fiir 30 min in 4 % PFA/PBS fixiert, in PBS
gewaschen und fiir 15 min in 50 mM NH4CI inkubiert. Nach dem Blockieren mit 5 %
BSA/PBS fiir 30 min wurde der Ausstrich mit einer 1:200 Verdiinnung der Antikdrperlosung
in TTBS inkubiert. Schliesslich wurde nach erneutem Waschen in PBS die sekundire
Antikorperlosung mit Alexa488-konjugiertem Ziege-anti-Maus IgG 1:250 in TTBS inklusive
1 ug/ml Hoechst 33258 fiir eine Stunde eingesetzt.

2.2.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Diese Methode der Polyacrylamid-Gelelktrophorese wurde modifiziert nach Laemmli (1970)
durchgefiihrt.
Alle verwendeten Chemikalien waren vom Hersteller mit dem Vermerk electrophoresis grade

(fur die Elektrophorese geeignet) ausgezeichnet.

Stamm-Losungen:

Acrylamid-Losung I 29 %(w/v) Acrylamid, 1 %(w/v)
N,N'-Methylenbisacrylamid

Acrylamid-Losung II 49 % (w/v) Acrylamid, 1 %(w/v)
N,N'-Methylenbisacrylamid

Trenngelpuffer 1,5 M Tris, 0,4 %(w/v) SDS, pH 8,8

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris, 0,4 %(w/v) SDS, pH 6,8

Elektrophorese-Puffer 25 mM Tris/HCI, 192 mM Glycin, 0,1 %(w/v) SDS, pH 8,3

TEMED fertige Losung

APS 40 %(w/v) APS in ddH,O

Probenpuffer 10 %(w/v) Glycerin, 3,1 %(w/v) SDS, 62,5 mM Tris
pH 6,8, 0,01 %(w/v) Bromphenolblau, 5 %(v/v)
B-Mercaptoethanol (fiir reduzierende Bedingungen frisch

zugegeben)
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Préaparation des Trenngels (C =2 %)

Final: % T = 10,0% T 11,0% T

Trenngelpuffer 0,375 M Tris, 0,1 % 0,375 M Tris, 0,1 %
SDS, pH 8,8 SDS, pH 8,8

Acrylamid (Losung 10,0 % 11,0 %

2 verwandt)

TEMED 0,025 % 0,025 %

APS 0,12 % 0,12 %

Das Sammelgel ( C = 3 %) wurde wie folgt hergestellt:

Acrylamid 50% T

(Losung 1

verwandt)

Sammelgelpuffer 0,125 M Tris, 0,1
9% SDS, pH 6,8

TEMED 0,1 %(w/v)

APS 0,12 %0(w/v)

Die Proben wurden vor dem Auftrag auf das Gel zu gleichen Volumenteilen mit Probenpuffer
versetzt. Die Denaturierung erfolgte durch Inkubation fiir 2 h bei Raumtemperatur, 3 min bei
95°C oder fiir 15 min bei 65°C.

Es wurden Doppelgelkammern fiir Glasplatten der GroBe 20 x 20 cm” (Modell P10DS; Owl
Scientific Inc., USA) bzw. Minigelsysteme mit Glasplatten von 10 x 10 cm’® verwandt
(Modell P8DS; Owl Scientific Inc., USA). Bei beiden Systemen wurden
Glasplattenabstandhalter von jeweils 1,5 mm Dicke benutzt.

Die Elektrophorese wurde bei 40 mA konstanter Stromstdrke duchgefiihrt bis die
Bromphenolblau-Bande das Trenngel erreicht hatte. Dann wurde fiir den Rest des Laufs eine

begrenzte Spannung von 35 mA gewdhlt.
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229 Zweidimensionale Polacrylamid-Gelelektrophorese

Alle verwendeten Chemikalien waren vom Hersteller mit dem Vermerk electrophoresis grade

(fur die Elektrophorese geeignet) ausgezeichnet.
Losungen:

Aquilibrierungspuffer 1
50 mM Tris-HCI pH 8,8
6 M Harnstoff

30 %(v/v) Glycerin

2 %(w/v) SDS

65 mM DTT

eine Spur BPB

Aquilibrierungspuffer 2
50 mM Tris-HCI pH 8,8
6 M Harnstoff

30 %(v/v) Glycerin

2 %(w/v) SDS

135 mM [AA

eine Spur BPB

SDS-Elektrophoresepuffer
25 mM Tris

192 mM Glycin

0,1 %(w/v) SDS

pH 8,3

Agarose-Losung
0,5 %(w/v) NA Agarose (Amersham Bioscience) in SDS-
Elektrophoresepuffer. Eine Spur BPB
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Acrylamid-Losung
11%T,2%C
0,375 M Tris pH 8,8
5 %(v/v) Glycerin

2.2.9.1 Die erste Dimension (Isolelektrische
Fokussierung)

Fir die erste Dimension (Isolelektrische Fokussierung, IEF) der Zwei-Dimensionalen
Polacrylamid-Gelelektrophorese (2-D PAGE) wurde die IPGphor-Apparatur (IPGphor
Isolectric Focusing System) von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) verwandt.

Es wurden die kommerziell erhiltlichen sog. IPG-DryStrips (IPG-Gelstreifen; ehemals
Amersham Pharmacia Biotech, nun Amersham Bioscience, Freiburg) benutzt. Sie zeichnen
sich durch einen in der Gelmatrix immobilisierten pH-Gradienten aus. Diese Polyacrylamid-
Streifen sind fiir verschiedene pH-Gradienten und Gelldngen (7-24 cm) verfiigbar. Das Gel
selbst ist auf eine Plastikfolie (GelBond) aufpolymerisiert. In dieser Arbeit wurden stets 18
cm lange Gelstreifen verwandt. Der entsprechende pH-Gradient im Gel wird im folgenden
angegeben.

Die bezogenen IPG-Gelstreifen wurden in dehydrierter Form geliefert. Die Rehydrierung und
die IEF konnten in ein und demselben Halterungen (Strip-Holder) aus Aluminiumoxid
durchgefiihrt werden. Vor der Verwendung wurden die Halterungen mit Spiilmittel
(StripHolder Cleaning Solution, Amersham Pharmacia Biotech) griindlich gereinigt und
intensiv mit ddH,O abgespiilt. Danach wurden die Halterungen unter einem Staubschutz

luftgetrocknet.

2.2.9.2 Solubilisierung von Proteinen fur die erste

Dimension

Fir die erste Dimension der 2-D PAGE wurde die Probe durch die sog. in-gel
Reydrationstechnik in den IPG Gelstreifen appliziert.
Die aufzutrennende Proteinprobe wurde mindestens 1:10 in Rehydrierungslosung (s. unten)

aufgenommen. Diese Suspension wurde fiir 15 min bei 18°C im Ultraschallbad bei max.
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Leistung ultrabeschallt und schlieBlich fiir weitere 15 min in einer Eppendorf-Tischzentrifuge

bei 20.000 g und 18°C abzentrifugiert. Nur der Uberstand wurde weiter verwandt.

2.2.9.3 Die erste Dimension

Wenn nicht anders erwédhnt, wurden stets 18 cm lange IPGDryStrips mit einem
immobilisierten linearen pH-Gradient von pH 4-7 (Amersham Pharmacia, Amersham
Bioscience) verwandt.

Fiir die einzelnen IPGDryStrips wurden geeignete Mengen an Rehydrationspuffer in die
Mitte der StripHolder pipettiert (350 ul fiir 18 cm Gel).

Die IEF-Gelstreifen wurden von ihrer Schutzfolie befreit und mit einer Pinzette vorsichtig auf
die Rehydrationslosung gelegt.

Es wurde darauf geachtet, dass

a) die Gelseite nach unten zur Rehydrierungslosung wies,

b) die anodische Seite des Gels an der Anode der Halterung zu liegen kam und

¢) sich keine Luftblasen unter dem Gel befanden,

d) die Probenlosung nicht auf die GelBond-Folie des IPG-Streifens lauft.

Nach erfolgreichem Auflegen der Gelsstreifen wurden 0,8 bis 1 ml IPG-Cover Fluid
(Amersham Pharmacia Biotech) auf die oben liegende GelBond-Folie pipettiert, um
Verdunstung und Harnstoff-Kristallisierung vorzubeugen. Dann erfolgt abschlieBend das
Auflegen der Abdeckungen der Halterungen, was einen guten Kontakt zwischen Gel und

Elektroden gewdbhrleistet, wihrend das Gel quillt.

45



Material und Methoden

Rehydrierungslosung: Wenn im folgenden keine weiteren Angaben gemacht sind, wurde

folgender Rehydrierungslosung verwandt:

Endkonzentration
Harnstoff 8 M
Thioharnstoff 2M
CHAPS 4 % (wW/Iv)
ASB-14 2 % (wWlIv)
DTT 40 mM
IPG Puffer (gleicher pH Bereich wie 0,5 %(v/v)
im verwendeten IPG-Streifen)

Die Verdiinnung der Probe mit Rehydrierungslosung war empirisch zu ermitteln. Fiir
analytische Gele und Western-Blotting von 2-D Gelen wurden Proteine aus ca. 2 x 10’

Parasiten, fiir priparative Gele wurden Proteine aus ca. 1,5 x 108 Parasiten extrahiert.

Es wurde folgendes Protokoll fiir die IEF, pH 4-7, linearer Gradient, Gellinge 18 cm,

angewandt:

Rehydrierung 6:00 h

30V 6:00 h

500 V 0:30 h

1000 V 1:00 h

3000V 1:00 h

8000 V bis 100.000 Vh erreicht waren

Maximal wurden 50 pA/Gelstreifen zugelassen. Die Temperatur wurde bei 18°C gehalten.

2.2.9.4 Aquilibrieren des IEF-Gelstreifens fiir die zweite

Dimension

Nach dem Lauf in der ersten Dimension erfolgte die weitere Auftrennung der Proteine aus

dem IPGDryStrip iiber die SDS-PAGE.
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Hierzu wurde der jeweilige Gelstreifen aus der IPGphor-Apparatur entnommen und in einer
Einweg-Plastik-Pipette oder ein anderes passendes GefiB mit 5 ml Aquilibrierungspuffer 1 fiir
5 min bei RT inkubiert. Es wurde darauf geachtet, dass die Gelseite Kontakt zur Fliissigkeit
hat. Danach wurde derselbe Gelstreifen in 5 ml frischem Aquilibrierungspuffer 2 fiir weitere

15 min bei RT inkubiert. Inkubationen erfolgten auf einem Taumeltisch.

229.5 Die Zweite Dimension (SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese, SDS-PAGE)

Die zweite Dimension erfolgte nach dem Elektrophoresesystem nach Laemmli (1970) mit der
Modifikation, dass in der vertikalen SDS-PAGE auf ein Sammelgel verzichtet wurde (siche
2.2.8). Das Trenngel wurde bis zu einer Hohe von 0,5 cm vom oberen Glasplattenrand
gegossen.

Um den IPGDryStrip nach der IEF auf der Oberfliche des SDS-PAGE-Gels zu fixieren,
wurde etwas 0,5 %ige Agaroselosung in Elektrophoresepuffer auf die Geloberfliche
pipettiert. Es wurde darauf geachtet, dass die Agaroselosung nicht zu heiss wurde (ca. 50 bis
55°0C)

Der Gelstreifen wurde aus der Aquilibrierlosung entnommen, kurz in ddH20 geschwenkt und
auf dem Laemmli-Trenngel (11 %=T; 18 x 18 cm®) in der Agaroseldsung plaziert. Der
dquilibrierte Gelstreifen lag gleichméBig auf der Oberfldche des SDS-PAGE-Gels auf.

Zum Auftrag von Markerproteinen wurden diese in geeigneter Konzentration auf ein 0,5 cm x
0,5 cm grofes Whatman-Papierstiick pipettiert, welches dann auf der Trenngeloberfliche
neben dem IEF-Streifen plaziert wurde. Zur Erleichterung spéterer Orientierung wurden die
Markerproteine stets direkt neben der anodischen Seite des IEF-Gelstreifens aufgetragen. Der
Lauf wurde mit 25 mA/Gel bei 25°C (Wasserbad-Kiihlung) durchgefiihrt bis die Bromphenol
Blau-Front ca. 5 mm vom unteren Gelrand entfernt war (ca. 6 h).

Nach dem Lauf wurden die Proteine im Gel mit Silber nach Heukeshoven und Dernick (1988)

oder mit kolloidaler Coomassie-Féarbung (Neuhoff et al., 1988) sichtbar gemacht (s. unten).

Im Folgenden werden 2-D Gele so abgebildet, dass diejenige Seite des Gels links abgebildet

ist, an der sich die Anode wihrend der ersten Dimension befunden hat.
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2.2.9.6 Besonderheiten bei der Durchfuhrung der 2-D
PAGE im praparativen MaBstab

Im Prinzip wurde so vorgegangen wie oben beschrieben. Allerdings wurde die Probe iiber
Centricon Concentrators MWCO 10000 entsalzt und moglichst stark eingeengt und nach der
in-gel- Rehydrierungsphase der rehydrierte /PGDryStrip mit Elektrodenplidttchen verwandt.
Dazu wurde unter Verwendung von 0,5 x 0,5 cm” groBen, angefeuchteten Elektrodenplittchen

den Anweisungen des Herstellers gefolgt.

2.2.10 Protein-Farbung mit Silbernitrat

Die Silberfirbung von Proteinen nach der SDS-PAGE bzw. 2-D PAGE wurde modifiziert
nach der Methode von Heukeshoven und Dernick (1988) durchgefiihrt.

Stamm-Losungen:

Fixierlosung 30 %(v/v) EtOH, 10 %(v/v) Eisessig
Natriumthiosulfat-Losung 0,02 %(w/v) NayS,03

0,5 M Na-Acetat

0,5 %(v/v) GA

30 %(v/v) EtOH

Silbernitrat-Losung 0,2 %(w/v) AgNO3, 0,03 %(v/v) Paraformaldehyd
Entwickler-Lésung 3 %(w/v) NapCO3, 0,02 %(v/v) Paraformaldehyd
Stop-Losung 0,05 M Na,-EDTA

Die Gele wurden fiir 10 min in Fixierlosung geschiittelt. Dann erfolgte die Vorbehandlung der
Gele in Natriumthiosulfat-Losung fiir 20 min und das Waschen der Gele fiir 5 x 15 min in
ddH,O. Dann wurden die Gele in Silbernitrat-Losung fiir 30 min inkubiert und nochmals in
ddH,O gewaschen. Die Inkubation des Gels in Entwickler-Losung dauerte so lange bis die
gewiinschte Farbintensitdt vorhanden war. Gestoppt wurde die Fiarbung durch die Stop-
Losung. Die Dokumentation der Gele erfolgte durch Digitalisierung mit einer Auflosung von

300 dpi.
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2.2.11 Proteinfarbung mit kolloidalem Coomassie-
Brillant-Blue G-250

Die Proteinfiarbung mit kolloidalem CBB G-250 wurde mit der Methode von Neuhoff et al.
(1988) durchgefiihrt.
Verwendete Losungen:
Farbelosung: 1,4 %(w/v) H3PO4 in 100 ml ddH,O
8 %(w/v) AMS
0,1%(w/v) CBB G-250
20 %(v/v) MeOH

Die Firbung erfolgte fiir 12 bis 30 h bei RT auf einem Taumeltisch. Das Fortschreiten der
Farbung der Proteine im Gel wurde in ddH,O festgestellt.
Nach der Firbung der Proteine wurden die Gele kurz in 25 %(v/v) MeOH gewaschen und fiir
eine stabile Aufbewahrung in 25 %(w/v) AMS gebracht.

2.2.11.1 Untersuchung zur stadienspezifischen

Expression von Proteinen in P. falciparum

Aliquots (2 ml) einer mit Sorbitol-Behandlung synchronisierten Plasmodien-Kultur (5 %
HCT) wurden zu unterschiedlichen Zeiten entnommen, in Methionin-freiem gepuffertem
RPMI-Medium gewaschen und fiir 6 h mit Methionin-freiem RPMI-Medium mit 0,5 %
Albumax II inkubiert, dem 100 uCi [**S]-Methionin (Amersham Pharmacia Biotech)
zugesetzt worden war. Zu Beginn des Experimentes wurde eine Parasitimie von 4 % mit
Trophozoiten in der Kultur mittels Giemsa-Farbung festgestellt. Das Alter des
Entwicklungsstadiums der Parasiten war 24 h nach Invasion der Erythrocyten. Alle
Entwicklungsstadien befanden sich in einem Zeitfenster von 4 bis 6 h. Nach der Inkubation
wurden die Zellen in TBS gewaschen und mit Saponin behandelt. Die freien Parasiten wurden
dann in Rehydrationspuffer lysiert und die solubilisierten Proteine wurden in der 2-D PAGE
aufgetrennt. In der ersten Dimension wurde ein pH-Gradient von pH 4-7 gewihlt. Fiir die
zweite Dimension wurde ein 11 %iges (=T) Trenngel verwandt. Nach dem Lauf wurden die

Proteine mit Silberfarbung sichtbar gemacht, dann das Gel unter Vakuum getrocknet und
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phototechnisch digitalisiert. Mit dem getrockneten Gel wurde anschlieBend ein Rontgenfilm
Biomax MR (Amersham Pharmacia Biotech) fiir 1 Woche bei RT exponiert. Nach der
Digitalisierung des Rontgenfilms wurden die entsprechenden Bilder des Gels und des Films

mit der Zwei-Kanal-Technik nach Bernhardt et al. (1999) bearbeitet.

2.2.12 Western-Blotting: Transfer von Proteinen auf eine
Membran

Zum Transfer von Proteinen aus einem Polyacrylamid-Gel wurde die Semi-Dry-Blot-Technik,
verdndert nach Towbin (1979), angewandt. Als Transferpuffer diente SDS-
Elektrophoresepuffer (siehe Kapitel 2.2.8), der mit 20 %(v/v) MeOH versetzt wurde. Proteine
wurden ausschlieBlich auf PVDF-Membranen (Bio-Rad) transferiert. Zum Blotting wurde
eine Semi-Dry-Blot-Aparatur mit 20 x 20 cm’ Elektrodenflichen (Amersham Pharmacia

Biotech) verwandt. Der Transfer wurde bei 1,5 mA/cm? fiir 1 h durchgefiihrt.

2.2.13 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf
einer PVDF-Membran

Der immunologische Nachweis von Proteinen erfolgte iiber die Alkalische Phosphatase-

Reaktion.

Verwendete Losungen:
Blockpuffer: 20 mM Tris-HCIL, pH 7,5
0,05 %(v/v) Tween 20
150 mM NaCl
3 %(w/v) Magermilchpulver
TTBS: 20 mM Tris-HCL, pH 7,5
150 mM NaCl
0,05 %(v/v) Tween 20
Farbelosung: 100 mM Tris-HCI, pH 9,5
100 mM NacCl
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5 mM MgCl,
150 mM BCIP
150 mM NBT

Die Membran wurde nach Elektrotransfer der Proteine fiir 1 h in Blockpuffer geschiittelt.
Anschlieend erfolgte unter Ileichtem Schiitteln die Inkubation mit einem priméren
polyklonalen Antiserum in entsprechender Verdiinnung in TTBS {iiber Nacht bei 4°C. Nach
dreimaligem Waschen in TTBS fiir 15 min wurden die Membranen mit der sekundiren
Antikorperlosung fiir 2 bis 3 h bei RT inkubiert. Sekundédre Antikorper waren mit alkalischer
Phosphatase konjugiert (Sigma) und wurden dem Hersteller entsprechend verdiinnt eingesetzt.
Nach wiederholtem Waschen der Membran erfolgte die Farbereaktion durch Zugabe der

Farbelosung. Die Reaktion wurde bei Erreichen der gewiinschten Firbeintensitdt mit ddH,O

gestoppt.

2.2.14 Massenspektrometrie

2.2.14.1 In-gel-Fragmentierung von Proteinen und Elution
von Peptiden

Verwendete Losungen:

50 %(v/v) MeCN, 12,5 mM ABC

5 mM ABC

0,3 pg/ul Trypsin (bovin, sequencing grade; Roche) in 5 mM ABC
0,1 %(v/v) TFA

0,3 %(v/v) TFA in MeCN

MeCN

Matrixlosung: 8 mg/ml ACHC in 65 %(v/v) MeCN/0, 1 %(v/v)TFA
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Die mit kolloidaler Coomassie-Farbung sichtbar gemachten Proteine wurden so eng wie

moglich aus dem 2-D-Gel ausgeschnitten. Die Gelstiicke wurden in ddH,O gewaschen und in

1 mm’ grosse Stiicke zerschnitten. Die Gelfragmente wurden in 50 % MeCN/12,5 mM ABC

gewaschen und in MeCN dehydriert. MeCN wurde dann im Vakuum entfernt. Die
Gelstiickchen wurden mit 0,03 pg/ul Trypsin in 5 mM ABC rehydriert und das gleiche
Volumen 5 mM ABC zupipettiert. Die tryptische Spaltung der Proteine im Gel erfolgte iiber
Nacht bei 37°C. Die tryptische Aktivitdt wurde durch eine finale Konzentration von 0,2
9 (vlv) TFA gestoppt. Peptide wurden zunédchst mit 0,3 % TFA/MeCN im Ultraschallbad,
dann mit 0,1 % TFA/5 % MeCN und erneuter Ultraschallbehandlung extrahiert. Die Eluate
wurden im Vakuum eingeengt. Die Peptide wurden mit Hilfe von ZipTipcis (10 ul
Pipettenspitze mit 0,6 ul C18-Material, Millipore) konzentriert, mit 0,1 % TFA gewaschen
und mit 2,5 ul Matrixlosung direkt auf eine Probenplatte (Perseptive Biosystems) eluiert. Die
durch die Selbstspaltung von Trypsin entstandenen Peptide wurden in der nachfolgenden

MALDI-TOF MS-Analyse zur internen Kalibrierung der Spektren verwandt.
2.2.14.2 MALDI-TOF MS und Datenbanksuche

Peptide-Mass-Fingerprints (PMF) von Proteinen, die mittels 2-D PAGE aufgetrennt worden
waren, wurden mit einem MALDI-TOF Voyager DE STR Massenspektrometer (Perseptive
Biosystems) am Forschungsinstitut fiir Molekulare Pharmakologie in Berlin (FMP Berlin,
Abtlg. fiir Peptidchemie/Massenspektrometrie, Dr. E. Krause) generiert. Messungen wurden
im Reflectron-Modus mit einer angelegten Spannung von 20 kV durchgefiihrt. Die Spektren
wurden mit dem Programm Voyager Data Explorer Version 3.5.0.0 ausgewertet.

Die Peptidmassen der generierten PMF wurden zur Suche in Proteinsequenz-Datenbanken

verwandt. Dazu wurde das Programm MS-Fit (http://prospector.ucsf.edu/ucsthtml/msfit.htm)

benutzt. Die Datenbanksuchen beschrinkten sich auf die nicht-redundante NCBI Datenbank.
Es wurde stets eine Massentoleranz von + 0,07 Da zugelassen. Oxidierte Methionine, eine
Fehlspaltung pro Peptid und die Carbamidomethylierung von reduzierten Cysteinresten

wurden bei den Suchen beriicksichtigt.
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2.2.14.3 Sequentielle Extraktion von Proteinen aus
Schizontenstadien von P. falciparum

Zu angereicherten, sedimentierten Schizonten (200 pl Sediment) wurden 1800 ul ddH,O
gegeben (inklusive Complete Protease Inhibitor Cocktail, Roche). Die Mischung wurde fiir 1
min im Vortexer gut durchmischt und dann bei -20°C eingefroren, dann bei 20°C aufgetaut
und nochmals durchmischt. Diese Prozedur wurde zweimal wiederholt. Das entstandene
Lysat wurde im Ultraschallbad fiir 10 min in Eiswasser behandelt und danach fiir 20 min bei
20.000 g und 4°C zentrifugiert. Daraus ergab sich Uberstand 1 (S1) und Sediment 1 (P1). Der
Uberstand (S1) wurde abgenommen, nochmals zentrifugiert und das entstandene Sediment
verworfen. Das Sediment (P1) wurde zu 2 ml in ddH,O (inklusive Protease-Inhibitor-
Cocktail, Roche) aufgenommen, mittels Vortexer resuspendiert und die Suspension
abzentrifugiert. Der entstandene Uberstandv (S2) wurde verworfen, das Sediment (P2) wurde
fir die 2-D PAGE im priparativen Malstab eingesetzt. Dazu wurde P2 in
Rehydrierungslosung aufgenommen und Proteine wie oben beschrieben extrahiert. Die in
Rehydrierungslosung  unloslichen Komponenten wurden abzentrifugiert und in 200 ul
reduzierendem SDS-PAGE-Probenpuffer aufgenommen. Nach Behandlung der Probe mit
dem Vortexer wurde zentrifugiert, das entstandene Restpellet in 200 ul reduzierendem SDS-
PAGE-Probenpuffer aufgenommen und nochmals durchmischt und abzentrifugiert. Die
beiden resultierenden Uberstinde wurden vereinigt (S3). Von den einzelnen Fraktionen
wurden entsprechende Volumina fiir ein Westernblot-Experiment eingesetzt. Hierzu wurde

das SA13-Serum verwandt, um AMA-1 in entsprechenden Fraktionen nachzuweisen.

2.2.14.4 Extraktion von Proteinen durch Temperatur-
abhangige Phasentrennung

Das Protokoll wurde veridndert nach Smythe et al. (1988) durchgefiihrt. Triton X-114 wurde
in TBS vorkondensiert. Dazu wurden 1,5 g Triton X-114 mit 50 ml TBS versetzt und auf Eis
gestellt bis eine klare Losung entstand. Dann wurde im Wasserbad auf 37°C erwirmt bis die
Losung triibe wurde. Schliesslich wurde bei RT fiir 10 min bei 1000 g zentrifugiert und die
obere Phase verworfen. Die untere Phase wurde mit dem gleichen Volumen eiskalter TBS

versetzt und auf 37°C erwiarmt. Die Prozedur wurde dreimal wiederholt.
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Ein Sediment aus angereicherten Schizonten (250 ul) wurde mit 250 ul TBS und 55 ul
vorkondensiertem Triton X-114 versetzt. Die Lyse der Zellen fand fiir 1 h auf Eis statt. Das
Lysat wurde 15 min bei 4°C und 10.000 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und auf ein 1 ml Kissen von 6 %(w/v) Saccharose in 10 mM Hepes, 1 mM Na,-EDTA und
0,5 %(v/v) vorkondensiertes Triton X-114, pH 7,4 gegeben. Es folgte eine Inkubation von 10
min bei 37°C und eine Zentrifugation von 5 min bei 510 g. Der Uberstand inklusive
Saccharose-Losung wurde abgenommen und verworfen. Das Sediment (angereichertes Triton
X-114) wurde mit 4 Volumen eiskaltem TBS versetzt und auf Eis gestellt bis die Losung klar
wurde. Danach wurde die Losung wie oben beschrieben auf einem Saccharosekissen
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Triton X-114 angereicherte Sediment fiir
die 2-D PAGE eingesetzt. Dazu wurde die Prédparation 1:10 mit Rehydrierungslosung
versetzt, fir 10 min bei 18°C im Ultraschallbad beschallt und fiir 20 min bei 18°C und 20.800
g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde zur 2-D PAGE einem 18 cm langen IPGDryStrip mit
einem linearen pH-Gradient pH 4-7 durch in-gel-Rehydrierung appliziert. Der weitere
Fortgang ist in Kapitel 2.2.9  beschrieben. Proteine wurden mittels kolloidaler CBB G-250-
Farbung sichtbar gemacht.

2.2.14.5 Praparation von rekonstituierten Erythrocyten-

Membranen

Es wurde 1 ml Erythrocyten-Konzentrat (50 % HCT in komplettem Kulturmedium; s Kap.
2.2.1) zweimal in PBS bei RT gewaschen. Das Sediment wurde dann mit einem Volumen
PBS resuspendiert und mit dem gleichen Volumen einer eiskalten Losung von 0,04 %(w/v)
Saponin in PBS versetzt. Die Lyse fand fiir 10 min auf Eis statt. Danach wurde ein 10faches
Volumen eiskaltes PBS zugegeben und 15 min bei 2000 g und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde grob abgenommen und das lose Sediment nochmals gewaschen.
Schliesslich wurde das Sediment in ein 2 ml-Reaktionsgefd$ iiberfithrt und in eiskaltem PBS
bei 20.000 g und 4°C fiir 40 min zentrifugiert. Die Rekonstitution der Erythrocyten-
Membranen (Ghosts) wurde durch ein Lichtmikroskop mit Normarski-Optik iiberpriift. Die
rekonstituierten Erythrocyten-Membranen (resealed ghosts) besallen einen Durchmesser von
7 bis 10 um, wie es fiir intakte Erythrocyten der Fall ist, doch fehlte die typische bikonkave

Form (hier nicht gezeigt).
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3 Ergebnisse

3.1  Praparation von maturen Parasitenstadien

Voraussetzung fiir eine Reihe der hier durchgefiihrten Experimente ist die Trennung maturer
Parasiten iiber ein Percoll-Kissen. Die Préaparation erfolgte wie in Kapitel 2.2.2.1 beschrieben.
Die groffite Ausbeute an Schizonten wurde durch vorhergehende Synchronisation des
Parasitenwachstums mit Alanin- oder Sorbitol-Behandlungen erreicht, wobei direkt vor der
Ernte der infizierten Parasiten die Parasitimie moglichst hoch sein sollte. Abb. 3.1 zeigt ein
Percoll-Kissen mit 65 % Percoll/S % Sorbitol in PBS, iiber das die Schizonten von
nichtinfizierten RBC von fritheren Parasitenstadien infizierten RBC getrennt wurden.
Insgesamt wurden 1 x 10° Zellen aus einer Kultur auf das Percoll-Kissen gegeben. Die
Interphase (mit einem Pfeil markiert) zwischen Percoll-Kissen und Uberstand enthielt
vornehmlich mature Parasitenstadien, wie in Abb. 3.2 nach einer Giemsa-Fiarbung der
Fraktion dargestellt ist. Die Schicht oberhalb der Interphase enthielt Hamozoin-haltiges
Material, wie mikroskopisch beobachtet wurde. Diese Fraktion wurde nicht weiter verwandt
und verworfen. Es ist nicht sicher, ob es sich dabei um freies Himozoin und/oder um
Parasiten-Debris bzw. intakte Nahrungsvakuolen der Parasiten handelt, das noch Himozoin
enthielt. Das Sediment am Boden des Rohrchens enthielt nichtinfizierte RBC und friihe

Parasitenstadien.
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Abb. 3.1:  Aufnahme eines Zentrifugenréhrchens mit einem Percoll-Kissen (65 % Percoll, 5 % Sorbitol

in PBS). Uber das Percoll-Kissen sind mature Parasiten (Pfeil) von nichtinfizierten RBC und frithen

Parasitenstadien (Zell-Sediment am Boden des Réhrchens) getrennt worden.
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Abb. 3.2:  Aufnahme von maturen Parasitenstadien nach Anreicherung Uber ein Percoll-Kissen. Die

Zellen wurden jeweils nach Giemsa angeférbt.

56



Ergebnisse

3.2 Etablierung der 2-D PAGE fur P. falciparum

3.2.1 Untersuchungen zur Effizienz der Proteinextraktion

Die Solubilisierung von Proteinen ist eine elementare Voraussetzung fiir die Durchfithrung
einer 2-D PAGE (Molloy et al, 1998). Dabei spielt das Extraktionsmedium eine
entscheidende Rolle. Zunédchst wurden verschiedene Extraktionsmedien auf der Basis bisher
veroffentlichter Ergebnisse (Molloy et al., 1998; Rabilloud et al., 1999) auf ihre Wirksamkeit
zur Proteinsolubilisierung getestet. 50 ul von jedem Extraktionsmedium wurden mit 10 pl
einer Suspension von angereicherten Schizonten (50 % HCT) versetzt und fiir 15 min im
Ultraschallbad behandelt. Die einzelnen Extrakte wurden dann fiir 5 min bei 16.000 g
zentrifugiert und der Uberstand fiir 20 min bei 100.000 g in einer Ultrazentrifuge nochmals
zentrifugiert. Der resultierende Uberstand wurde abgenommen und in 100 ul reduzierendem
Probenpuffer fiir die SDS-PAGE (40 mM DTT) gegeben. Die Proben wurden fiir 3 h bei
Raumtemperatur inkubiert und schliesslich wurden jeweils 75 ul fiir die SDS-PAGE nach
Laemmli (11 % T) eingesetzt. Nach der Auftrennung der Proteine wurde mit kolloidalem
Coomassie Brillant Blue G-250 (gemill Neuhoff et al., 1988) gefirbt. Das Resultat ist in Abb.
3.3 gezeigt. Eine auffallend stidrkere Firbung im Vergleich zu allen anderen Spuren erkennt
man in Spur 3. Es wurde hier ein Extraktionsmedium mit dem Detergens CHAPS, sowie
einem Amidosulfobetain (ASB-14) eingesetzt. Mit diesem Medium wurden die Proteine, die
grofer als ca. 40 kDa sind, offensichtlich sogar effektiver extrahiert als es durch den SDS-
haltigen Probenpuffer fiir die SDS-PAGE der Fall ist. Alle anderen Extraktionsmedien mit
oder ohne Detergenzien bzw. Mischungen verschiedener Detergenzien wiesen keine derartige
Extraktionseffizienz auf. So scheinen Mischungen von CHAPS und ASB-14 mit ASB-16 oder
Triton X-100 im Extraktionsmedium die Banden-Anzahl und -Intensitit in der ein-
dimensionalen SDS-PAGE nicht zu erhéhen, sondern eher zu verringern. Zusammengefasst
zeigen diese Ergebnisse, dass die Extraktion von Proteinen stark von den verwandten
Extraktionsmedien abhidngt. Fiir die Proteinextraktion erwies sich eine Mischung aus
Harnstoff, Thioharnstoff, CHAPS, ASB-14 und IPGBuffer am geeignetsten. Diese Mischung

wurde daher als Extraktionslosung fiir die 2-D PAGE eingesetzt und mit einem Standard-
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Extraktionsmedium verglichen, welches oft in der 2-D PAGE seinen Einsatz findet

(Rabilloud, 1996).
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Abb. 3.3:  Untersuchung der Effizienz der Proteinextraktion aus iRBC in Abhangigkeit des

Extraktionsmediums. Infizierte Erythrocyten wurden mittels Zentrifugation Uber ein Percoll-Kissen
konzentriert, in PBS gewaschen und zu 50 % HCT in PBS mit einer Mischung aus Proteaseinhibitoren
(Roche) resuspendiert. 10 pl dieser Suspension wurden jeweils zu 50 pl des entsprechenden
Extraktionsmediums gegeben und fir 15 min im Ultraschallbad behandelt. Die Proben wurden fiir 20
min in einer Ultrazentrifuge (Airfuge, Beckman) bei ca. 100000 g zentrifugiert und der Uberstand
wurde zu 100 pl reduzierendem Probenpuffer fir die SDS-PAGE gegeben und bei RT fir 3 h
inkubiert. Je 75 pul dieser Lésung wurde fiir die SDS-PAGE auf ein 11 %iges Gel aufgetragen. Nach
dem Lauf wurden die aufgetrennten Proteine mit kolloidalem Coomassie G-250 sichtbar gemacht.
Folgende Extraktionsmedien wurden verwandt. Spur 1) 8 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4 % CHAPS,
40 mM DTT, 0,5 % IPGBuffer pH 4-7; 2) 8 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4 % CHAPS, 1 % Triton X-
100, 40 mM DTT, 0,5 % IPGBuffer pH 4-7; 3) 8 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4 % CHAPS, 2 %
ASB-14, 40 mM DTT, 0,5 % IPGBuffer pH 4-7; 4) 8 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4 % CHAPS, 2 %
ASB-16, 40 mM DTT, 0,5 % IPGBuffer pH 4-7; 5) 8 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4 % CHAPS, 1 %
ASB-14, 1% ASB-16, 40 mM DTT, 0,5 % IPGBuffer pH 4-7; 6) 8 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4 %
CHAPS, 2 % ASB-14, 1% Triton X-100, 40 mM DTT, 0,5 % IPGBuffer pH 4-7; 7) 8 M Harnstoff, 2 M
Thioharnstoff, 4 % CHAPS, 2 % ASB-16, 1 % Triton X-100, 40 mM DTT, 0,5 % IPGBuffer pH 4-7; 8)
62,5 % Tris, 10 % Glycerin, 3,1 % SDS, pH 6.8, 40 mM DTT, 0,01 % Bromphenolblau (SDS-
Probenpuffer). Die Molekularmassen der Standardproteine sind jeweils in kDa angegeben.
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Proteine aus P. falciparum Schizonten wurden in den verschiedenen Extraktionsmedien
solubilisiert und in der 2-D PAGE separiert. Abb. 3.4 zeigt Ausschnitte aus zwei
unterschiedlichen 2-D-Gelen nach der Silberfarbung. In beiden Fiéllen wurde ein linearer pH-
Gradient von pH 4 bis 7 verwandt. Spalte A zeigt Proteinspots nach Solubilisierung von
Proteinen aus P. falciparum-infizierten Erythrocyten mit 8 M Harnstoff, 4 % CHAPS, 40 mM
DTT und 0,5 % IPG Puffer pH 4-7. Spalte B zeigt Proteinspots korrespondierender
Gelbereiche nach Protein-Extraktion mit 8 M Harnstoff, 4 M Thioharnstoff, 2 % CHAPS, 40
mM DTT und 1,6 % ASB-14. Fiir beide Gele wurden die gleichen Proteinmengen eingesetzt.
Es ist deutlich zu erkennen, dass die Spotmuster der am stirksten gefirbten Proteine zwar
wiederzufinden sind, allerdings findet man in Spalte B deutlich mehr Proteinspots als in
Spalte A. Im Gegenzug sind nahezu alle der ca. 1200 Spots von Gel A sind in Gel B
wiederzufinden. Zusitzlich treten im letzteren noch ungefihr weitere 800 Spots auf, die in Gel

A nicht zu finden waren.
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Abb. 3.4: Vergleich zweier 2-D-Gele. 1) Die Spalten A und B zeigen Ausschnitte von zwei
verschiedenen 2-D-Gelen. Proteine aus P. falciparum (jeweils 10 Schizonten) wurden in A und B
unterschiedlich solubilisiert. (A) Solubilisierung in 8 M Harnstoff, 4 % CHAPS, 40 mM DTT, 0,5 %
IPGBuffer pH 4-7. (B) Solubilisierung in 8 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4 % CHAPS, 2 % ASB-14,
40 mM DTT, 0,5 % IPGBuffer pH 4-7. Es wurden 18 cm lange IPGDryStrips pH 4-7 verwandt. Nach
dem Lauf der zweiten Dimension (11 %T Trenngel) wurden die Proteine im Gel mit Silber gefarbt. Il)
zeigt das identische Bild, erganzt mit Markierungen, die das Auffinden korrespondierender einzelner

Proteinspots oder —gruppen erleichtern sollen.
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3.2.2 Untersuchung 2zur Reproduzierbarkeit der 2-D
PAGE

Trotz der unterschiedlichen Extraktionseffizienz der beiden in Kapitel 3.2.1 verwandten
Medien kann hier das Proteinmuster der beiden Gele verglichen werden und differentielle
Proteinspots konnen eindeutig bestimmt werden. Zusitzlich wurde die Reproduzierbarkeit der
Proteinmuster in verschiedenen 2-D PAGE-Ladufen getestet. Abb. 3.5 zeigt hierzu das
Ergebnis zweier Silber-gefirbter 2-D-Gele. Abb. 3.5 A und B zeigen zwei gefirbte 2-D-Gele
mit nahezu identischem Proteinmuster. Dies ist in Abb. 3.5 A" und B’ verdeutlicht, indem
einzelne Proteinspots bzw. Spotmuster umkreist sind, die auf beiden Gelen A und B
wiederzufinden sind.

In Abb. 3.5 A" und B” wird auch deutlich, dass die Auftrennung von Proteinen mit grof3en
Molekularmassen (100 bis 150 kDa) reproduzierbar erfolgte. In Abb. 3.6 sind exemplarische
Bereiche der beiden hier gezeigten Gele vergroBert dargestellt, um die Muster von weniger
abundanten Proteinspots zu vergleichen. Bei den entsprechenden Gelausschnitten kann man
das Muster der Proteinspots beider Gele wiederfinden, selbst wenn die jeweiligen Proteine

nur schwach angefiarbt worden sind.
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Abb. 3.5: Darstellung zweier 2-D-Gele. Proteine aus angereicherten Schizontenstadien wurden in 8 M
Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 2 % CHAPS, 1.6 % ASB-14, 40 mM DTT und 0,5 % IPGBuffer pH 4-7
solubilisiert. Es wurden 18 cm lange IPGDryStrips pH 4-7 verwandt. Nach dem Lauf der zweiten
Dimension (11 %T Trenngel) wurden die Proteine im Gel mit Silber gefarbt. Zur Verdeutlichung sind
entsprechende Gele mit exemplarischer Markierung reproduzierter Proteinspots gezeigt (A", B’). Die
Molekularmassen der Standardproteine sind jeweils in kDa angegeben.
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Abb. 3.6: Darstellung verschiedener Ausschnitte aus zwei 2-D-Gelen. In jeder Spalte handelt es sich
um Ausschnitte aus jeweils einem Gel (Abb. 3.5). Proteine aus angereicherten Schizontenstadien
wurden in 8 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 2 % CHAPS, 1.6 % ASB14, 40 mM DTT und 0,5 %
IPGBuffer pH 4-7 solubilisiert. Es wurden 18 cm lange IPGDryStrips pH 4-7 verwandt. Nach dem Lauf
der zweiten Dimension (11 %T Trenngel) wurden die Proteine im Gel mit Silber gefarbt.

3.3 Isolierung von Rhoptrien aus P. falciparum

Rhoptrien wurden, wie in Abschnitt 2.2.4 beschrieben, mittels Ultrazentrifugation iiber einen
Saccharose-Gradienten isoliert. Einzelne Fraktionen dieses Gradienten wurden darauthin
getestet, ob sie mit Antiserum SA12 gegen das AMA-1-Protein aus P. falciparum reagierten.
AMA-1 ist bekannt dafiir, dass es sich in den halsférmigen Kanélen der Rhoptrien befindet
(Crewther et al., 1990; Narum und Thomas, 1994). Somit diente der Nachweis von AMA-1

dazu, Rhoptrien in Fraktionen des Saccharosegradienten nachzuweisen.
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Abb. 3.7:  Immunfluoreszenz-Aufnahmen eines Schizonten-infizierten Erythrocyten. A: Lokalisation von
AMA-1; B: Kernfarbung mit Pl; C: Uberlagerte Bilder A und B. MaBstab: 5 pm.

Wie man in Abb. 3.7 A sieht, erkennt das SA13-Serum paarige Strukturen. Dies ist das

typische Fluoreszenz-Signal, das Rhoptrien in maturen Schizonten zeigen.

Abb. 3.8: Immunfluoreszenz-Aufnahmen eines Schizonten-infizierten Erythrocyten zur Lokalisation von
AMA-1 und RHOP-H1; A: Lokalisation von RHOP-H1; B: Lokalisation von AMA-1; C: Uberlagerte
Bilder A und B.
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Zusitzlich wurde tiberpriift, ob das anti-AMA-1-Serum die gleichen Strukturen erkennt, wie
mADb61.3, der monoklonale Antikérper, der RHOP-H1 erkennt, welches in den Rhoptrien
lokalisiert ist (zur Verfiigung gestellt von A. A. Holder, Mill Hill, London, GB; Holder et al.,
1985b). Abb. 3.8 zeigt das Ergebnis. In Abb. 3.8 C kann man eine Kolokalisation von AMA-
1 und RHOP-H1 erkennen. Beide Signale zeigen ein identisches Muster, allerdings scheint
AMA-1 nicht exakt mit RHOP-HI zu kolokalisieren, sondern beide Signale liegen etwas
versetzt zueinander.

Zur Isolierung von Rhoptrien wurden als Startmaterial angereicherte Schizonten eingesetzt.
Mittels Stickstoff-Dekompression wurde aus den infizierten Erythrocyten ein Homogenat
hergestellt. Intakte Zellen und Zelldebris wurden durch Zentrifugation entfernt und die
Bestandteile des resultierenden Uberstands iiber einen Dichte-Gradienten getrennt, wie es in
Kapitel 2.2.4.2 beschrieben ist. Die einzelnen Fraktionen aus dem Gradienten wurden mittels
SDS-PAGE und Westernblotting auf das Vorhandensein von AMA-1 {iberpriift. Wie in Abb.
3.9 zu sehen, wurden in den Fraktionen 9 bis 12 Proteine nachgewiesen, die die
Molekularmassen der Proform (83 kDa) und der maturen Form von AMA-1 (62 kDa)
besitzen (Howell et al, 2001). AuBBerdem konnten mit demselben Antiserum in den Fraktionen

10 bis 14 drei Proteine mit einer Molekularmasse um 50 kDa nachgewiesen werden.

# Fraktion
SM2 3 456 7 8 9101112 13 1415 1617
kDa kDa <
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Abb. 3.9:  Immun-Blot. Nachweis von AMA-1 in Fraktionen des Saccharose-Dichte-Gradienten durch
Antiserum SA12 (1:10.000 in TTBS). Die Fraktionen sind in aufsteigender Reihenfolge vom oberen
Ende des Gradienten (niedrigste Dichte) bis nach unten (héchste Dichte) nummeriert. Bei Fraktion SM
handelt es sich um das Startmaterial nach dem AufschluB der Parasiten (Positiv-Kontrolle). Es wurden
in allen Spuren gleiche Volumina aufgetragen (20 pl). Die Fraktionen 9 bis 12 wurden als positiv
reagierende Spuren eingeschétzt, hier waren die Doppelbanden zu erkennen, die nach den
GroBenstandards die Molekularmassen von maturem AMA-1 und der Proform besitzen (angedeutet
durch Pfeile).
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Ein Westernblot mit Fraktionen einer anderen Pridparation wurde zum Nachweis von EBA-
175, einem Protein der Micronemen, eingesetzt. EBA-175 wurde hier auch in Fraktionen

hoher Dichte nachgewiesen.
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Abb. 3.10: Nachweis von EBA-175 in Fraktionen hoher Dichte aus einer Rhoptrien-Praparation. Die
Fraktionen sind in aufsteigender Reihenfolge vom oberen Ende des Gradienten (niedrigste Dichte) bis
nach unten (héchste Dichte) nummeriert. Es wurden in jeder Spur gleiche Volumina der einzelnen
Fraktionen eingesetzt. Ganz rechts wurden 2 pl gepackte Schizonten in SDS-Probenpuffer
aufgetragen. Der Lauf fand unter reduzierenden Bedingungen statt. Der Kaninchen-anti-EBA-175-1gG
wurde 1:500 eingesetzt (Dr. A. Mayer, Walter und Elisa Hall Institute, Melbourne, Australien; Reed et
al., 2000).

Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass nach Western-Blotting von 2-D Gelen durch das
SA12-Serum ebenfalls Signale bei ca. 60 und 80 kDa auftraten (Abb. 3.11). Es handelte sich
dabei nicht um jeweils einen einzigen Proteinpunkt, sondern um jeweils drei bis vier Punkte
mit entsprechender Molekularmasse. Warum es zu dieser Auftrennung in der ersten
Dimension der 2-D PAGE kam, ist unklar. Die pI-Werte der markierten Proteinspots liegen
im Bereich der pI-Werte, die fiir die Proform und mature Form von AMA-1 kalkuliert wurden
(pI 5,3 und 5,5).

Die Fraktionen 9 bis 12 des Dichte-Gradienten wurden zusammengefiihrt, das Volumen iiber
Ultrafiltration eingeengt und in Rehydrationspuffer fiir die 2-D PAGE umgepuffert. Danach
erfolgte eine 2-D PAGE und die Silberfirbung der aufgetrennten Proteine. Das Ergebnis ist in
Abb. 3.12 dargestellt. Es handelt sich bei diesem Gel um ein sogenanntes Mastergel. Dies
bedeutet, dass dieses Gel als Vorlage dafiir dienen soll, in préparativen Gelen diejenigen
Proteine zu finden, die sich in den ausgewdhlten Fraktionen des Dichtegradienten zur
Isolierung von Rhoptrien befanden. In dem Mastergel konnten 123 Proteinspots ausgemacht
werden, die ihren pl im Bereich von pl 4 bis 7 besitzen und eine Molekularmasse zwischen 20

und ca. 300 kDa aufweisen.
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Abb. 3.11: Immun-Blot. Nachweis von AMA-1 durch Antiserum SA12 (1:10.000 in TTBS). Es wurden
Proteine aus einem Gesamt-Extrakt von angereicherten Schizonten mittels 2-D PAGE aufgetrennt und
auf eine PVDF-Membran transferiert. Es wurden wie angegeben zwei verschiedene pH-Gradienten in
der ersten Dimension verwandt (pH 4-7 und pH 5-6). Durch Pfeile sind die Positionen der markierten

Proteine mit den Molekularmassen der Pro- und der maturen Form von AMA-1 angegeben.
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Abb. 3.12: Mit Silberfarbung sichtbar gemachte Proteine aus Fraktionen des Saccharose-Gradienten
nach 2-D PAGE, in denen AMA-1 nachgewiesen werden konnte. Es wurde ein pH-Gradient von pH 4
bis 7 in der ersten Dimension verwandt. Die Molekularmassen der Grdssenstandards sind jeweils in

kDa angegeben.

In einem weiteren Experiment wurden einzelne Fraktionen des Dichte-Gradienten
elektronenmikroskopisch untersucht (Abb. 3.13). In Fraktionen mit hoher physikalischer
Dichte (1,14 bis 1,16 g/ml) konnten zahlreiche Vesikel erkannt werden. Zum groflen Teil
besallen diese Vesikel Durchmesser von 200 bis 400 nm, wie es fiir Rhoptrien bekannt ist. Es
befanden sich allerdings auch kleinere vesikuldre Strukturen in den gleichen Fraktionen. In
weiteren Fraktionen des Gradienten konnten keine solche Strukturen festgestellt werden. In
einer Fraktion vom Boden des Gradientenrohrchens (hochste spezifische Dichte) waren
zahlreiche Percoll-Partikel zu finden, die vermutlich durch die Anreicherung von Schizonten

zu Beginn der Préiparation in den Gradienten eingetragen worden waren.
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Abb. 3.13: Darstellung der Anreicherung von Rhoptrien durch einen Saccharose-Gradienten mittels
Transmissionselektronenmikroskopie. Die Fraktionen, die Rhoptrien enthielten (A-C), wurden dem
Gradienten entnommen (links schematisch durch den Balken angedeutet). In (C) ist die flaschen-
ahnliche Form der Rhoptrien gut zu erkennen. (D) Fraktion mit hdherer Dichte und ohne vesikulére
Strukturen. Hier erkennt man Percoll-Partikel, die aufgrund der vorangegangenen Prozedur der
Schizonten-Praparation in jeder Fraktion des Saccharose-Gradienten zu erkennen waren.

3.4 Massenspektrometrische Analyse von Proteinen

Zur Identifizierung von Proteinen mittels MALDI-TOF MS war es notig, 2-D-Gele im
praparativen MaBstab herzustellen. Pridparative Gele wurden nach der Proteinfirbung mit
analytischen Gelen verglichen und ausgewéhlte Proteinspots massenspektrometrisch

untersucht.
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Abb. 3.14 zeigt exemplarisch einen solchen Vergleich zwischen dem Mastergel aus der
Rhoptrien-Préparation (s. Kapitel 3.3) und einem préparativen Gel, in dem Proteine aus einem

Gesamtextrakt von angereicherten Schizonten aufgetrennt wurden.

Mastergel Praparatives 2-D-Gel
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Abb. 3.14: Vergleich von Ausschnitten aus dem analytischen Mastergel (linke Spalte) und aus einem
praparativen Gel mit Proteinen aus einem Gesamt-Schizonten-Extrakt (rechte Spalte). Proteine, die in

beiden Gelen gefunden wurden, sind mit Pfeilen markiert.

Aus dem priparativen Gel wurden 39 Proteinspots analysiert (Abb. 3.15). Die Ergebnisse sind
in Tab. 2 dargestellt und in Abb. 3.20 graphisch zusammengefasst. Der grofite Teil der
untersuchten Proteine ist plasmodialen Ursprungs (75 %), lediglich 10 % sind humane
Proteine und 15 % der Proteine konnten nicht identifiziert werden. Bei ca. 1/3 der
identifizierten Proteine aus P. falciparum (34 %) ist nichts iiber deren biologische Funktion
bekannt. Ein dhnlicher Anteil (31 %) wurde bisher noch nicht zellular lokalisiert bzw. es
konnten keine Homologien zu bisher lokalisierten Proteinen aus anderen Organismen

festgestellt werden. Bei 38 % der plasmodialen Proteine wurde ein Signalpeptid vorhergesagt
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und in 5 von 7 Fillen trifft dies fiir die hier gefundenen ,,hypothetischen* Proteine zu, die
insgesamt 24 % der identifizierten Proteine aus P. falciparum ausmachen. Nur im Falle eines
einzigen Proteins, eine mutmalliche Proteasomen-Untereinheit (Zugangs-Nr. 23499217),

konnte eine Transmembran-Doméne vorhergesagt werden.
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Abb. 3.15: 2-D Gel mit aufgetrennten Proteinen aus einem Gesamtextrakt von Schizonten-infizierten
Erythrocyten. In der ersten Dimension der 2-D PAGE wurde ein pH-Gradient von pH 4 bis 7 verwandt.
Die Markierungen und Numerierungen zeigen diejenigen Proteine, die fir die MALDI-TOF MS-
Analyse ausgesucht wurden. Links sind die Molekularmassen der verwandten Proteinstandards in

kDa angegeben.
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Protein- Erhaltene Treffer Exp. Theor. % Seq Identifiziertes Protein Zugangs-Nr. (Gl) Gen-Locus Exp. pl/
Nr. Fragmente Mw Mw Theor. pl SP ™
1 68 49 250 271 24 ALPHA SPECTRIN, HUMAN 1174412 n.b. 5,1/5,0 n.b. n.b.
2 45 22 100 111 22 SERINE RICH ANTIGEN/PAPAIN- 16804967 PFB0340c 54/53 1 0
LIKE PROTEINASE (SERA)
3 46 28 70 72 44 HEAT SHOCK PROTEIN 23613697 PFI0875w 53/5,2 1 0
4 33 6 80 74 11 HEAT SHOCK 70 KDA PROTEIN 23612827 PF08_0054 56/5,5 0 0
5 31 12 65 54 34 HEAT SHOCK COGNATE PROTEIN 11526573 n.b. 5,6/5,6 n.b. n.b.
54, HUMAN
6 36 24 70 75 39 HEAT SHOCK 70 KDA PROTEIN 23612827 PF08_0054 58/5,5 0 0
7 43 22 65 72 38 HEAT SHOCK PROTEIN, 11127605 PF11_0351 58/5,9 0 0
HOMOLOGUE PFHSP 70-3
8 34 18 65 69 29 V-ATP SYNTHASE, SUBUNIT A 23615264 PF13_0065 58/5,3 0 0
9 28 0 60 - - - - - /- - -
10 13 5 60 52 16 ELF-4A-LIKE DEAD FAMILY RNA 16804988 PFB0445¢ 6,0/5,7 0 0
HELICASE
11 35 18 60 59 36 T-COMPLEX PROTEIN BETA 23957736 PFC0285¢c 58/5,5 0 0
SUBUNIT, PUTATIVE
12 0 0 60 - - - - - 57 /- - -
13 23 5 60 52 8 HYP. PROTEIN 23505021 PFI10590c 53/5,9 0 0
14 38 16 65 52 31 HYP. PROTEIN 23508493 PF11_0302 5,1/5,0 1 0
15 30 16 65 52 30 HYP. PROTEIN 23508493 PF11_0302 5,1/5,0 1 0
16 20 4 60 61 8 IMPORTIN ALPHA, PUTATIVE 23612892 PF08_0087 54/5,2 0 0

71



Ergebnisse

Protein- Erhaltene Treffer Exp. Theor. % Seq Identifiziertes Protein Zugangs-Nr. (Gl) Gen-Locus Exp. pl/
Nr. Fragmente Mw Mw Theor. pl SP ™
17 40 20 50 42 49 ACTIN | 113224 PFL2215w 53/5,2 0
18 37 14 50 21 22 RNA HELICASE, PUTATIVE 23509877 PF14_0655 56/55 0
19 23 0 50 - - - - - 59/- -
20 14 0 50 - - - - - 59/- -
21 24 0 50 - - - - - 6,0 /- -
22 15 5 50 32 13 TRANSLATION ELONGATION 6740011 PFI0645w 52/4,9 0
FACTOR 1 BETA
23 18 5 40 90 7 HYP. PROTEIN 23504707 PFE1105¢ 49/6,6 0
24 19 10 40 52 23 HAP, PUT. ASPARTIC 23509299 PF14_0078 5,1/8,0 0
PROTEINASE
25 23 4 35 33 17 EXPORTED PROTEIN 2 (EXP-2) 23509900 PF14_0678 52/5,3 0
26 21 4 35 33 28 EXPORTED PROTEIN 2 (EXP-2) 23509900 PF14_0678 52/5,3 0
27 46 14 35 41 40 MEROZOITE SURFACE PROTEIN 7 23619291 PF13_0197 54/47 0
(MSP-7)
28 35 13 35 56 16 FALCIPAIN 2 PRECURSOR, 23508352 PF11_0161 5,2/8,0 0
PUTATIVE
29 0 - 35 - - - - - 51/- -
30 22 10 35 28 51 PROTEASOME SUBUNIT ALPHA 23612640 PF07_0112 4,9/5,0 0 0
TYPE 5, PUTATIVE
31 34 5 25 25 25 HYP. PROTEIN 23613776 PFI1270w 51/55 0
32 37 9 25 25 34 HYP. PROTEIN 23505159 PFI1270w 49/5,5 0
33 31 6 25 24 25 BETA 3 PROTEASOME SUBUNIT, 23613439 PFA0400c 5,1/5,1 0

PUTATIVE
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Protein- Erhaltene Treffer Exp. Theor. % Seq Identifiziertes Protein Zugangs-Nr. (Gl) Gen-Locus Exp. pl/
Nr. Fragmente Mw Mw Theor. pl SP ™
34 28 11 35 31 29 PHOSPHOETHANOLAMINE N- 23619361 MAL13P1.214 57/5,4 0 0
METHYLTRANSFERASE,
PUTATIVE
35 30 11 35 31 44 PHOSPHOETHANOLAMINE N- 23619361 MAL13P1.214 57/5,4 0 0
METHYLTRANSFERASE,
PUTATIVE
36 25 9 35 33 31 PROTEASOME SUBUNIT ALPHA, 23499217 MALS8P1.128 5,7/5,9 0 1
PUTATIVE
37 19 6 35 29 26 PROTEASOME SUBUNIT ALPHA 23509938 PF14_0716 58/5,5 0 0
TYPE 1, PUTATIVE
38 28 13 25 22 50 THIOREDOXIN POD, RBC 9955007 n. b. 5,7/5,7 n. b. n. b.
39 26 15 25 22 51 THIOREDOXIN POD, RBC 9955007 n. b. 5,7/5,7 n. b. n. b.
Tab. 1: (vorherige Seiten) Zusammenfassende Ergebnisse der massenspektrometrischen Identifizierung von Proteinen aus einem 2-D-Gel zur ldentifizierung

mutmaBlicher Rhoptrienproteine (zu Abb 3.15). Angegeben sind die Numerierung der Proteinspots, wie sie Abb. 3.15 zu entnehmen ist. Zusatzlich ist die im
entsprechenden Massenspektrum ermittelte Anzahl der Peptidfragmente verzeichnet, die durch die tryptische In-gel-Spaltung entstanden sind, sowie die
Anzahl der in der Datenbank gefundenen Peptide, die der jeweiligen Aminosauresequenz des identifizierten Proteins entsprechen (Treffer), und die sich aus
den Treffern ergebene Sequenzabdeckung in Prozent (% Seq). AuBerdem ist die im Gel experimentell ermittelte Molekularmasse des untersuchten Proteins
(Exp. MW) und die theoretische Molekularmasse des entsprechenden identifizierten Proteins (Theor. MW) in kDa, der experimentell ermittelte pl (Exp. pl)
und der theoretisch berechnete pl (Theor. pl) (MS-Fit, Protein-Prospektor) angegeben. Bei erfolgreicher Identifizierung sind die Bezeichnung des Proteins
und seine Gl-Zugangsnummer angegeben. Bei identifizierten Proteinen aus P. falciparum wurde zusétzlich die Bezeichnung des Gen-Locus eingeflgt,
sowie die Anzahl der vorhergesagten Signalpeptide (SP) und/oder Transmembran-doméanen bzw. GPI-Modifikationen (TM). Dazu wurde auf die ermittelten
Daten von Florens et al. zurlickgegriffen (Florens et al., 2002) bzw. SignalP 2.0 (Nielsen et al., 1997) und TMHMM 2.0 (Krogh et al., 2001) verwandt (n.b.:
nicht bestimmt).
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Abb. 3.16: Prozentuale Verteilung der untersuchten Proteine aus Abb. 3.15 bezlglich ihrer biologischen Funktion/Aktivitat oder zellularen Lokalisation. ldentifizierte

humane Proteine und bis dato durch den Peptide Mass Fingerprint nicht identifizierbare Proteine sind ebenfalls aufgefiihrt. AuBerdem ist dargestellt, bei welchem

Anteil der identifizierten plasmodialen Proteine ein Signalpeptid vorhergesagt werden konnte, welchen Anteil die hypothetischen Proteine, bereits bekannte

Proteine und Proteine mit mutmaBlicher biologischer Funktion/Aktivitat (in der Datenbank mit dem Vermerk ,putative” ausgestattete Genprodukte) ausmachen.

74



Ergebnisse

3.5 Massenspektrometrische Analyse von Proteinen nach
subzellularer Fraktionierung infizierter Erythrocyten
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Abb. 3.17: Schema der Vorgehensweise zur subzelluldren Fraktionierung aus einem Parasiten-

Homogenat mit anschlieBender massenspektrometrischer Analyse von Proteinen. Das Startmaterial
(angereicherte mature Parasiten) sowie die Fraktionen nach differentieller Zentrifugation (8000 g und
130000 g) wurden im Westernblot auf das Vorhandensein von AMA-1 getestet. Das Sediment nach
der Ultrazentrifugation wurde fur die praparative 2-D PAGE verwandt und geférbte Proteine der
MALDI-TOF MS-Analyse zugefiihrt (siehe unten).
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Wie in Kapitel 3.4 beschrieben, wurden Proteine aus einem Gesamtextrakt durch 2-D PAGE
aufgetrennt, einige Proteinspots ausgewihlt und mittels MALDI-TOF MS untersucht. Um
eine Anreicherung und teilweise Reinigung von Proteinen zu erreichen, die mit subzelluldren
Strukturen assoziiert sind, wurde ein weiterer Ansatz zur Probenpréparation eingefiihrt. Wie
schematisch in Abb. 3.17 dargestellt ist, wurde aus Schizontenstadien durch Stickstoff-
Dekompression ein Homogenat erstellt und dieses differentiell zentrifugiert. SchlieBlich
wurde ein Sediment erhalten, dessen Proteine fiir eine prédparative 2-D PAGE eingesetzt

wurden. Das Ergebnis ist in Abb. 3.18 zu sehen.
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Abb. 3.18: Praparatives 2-D-Gel mit Proteinen, die aus Parasiten-Homogenat durch Ultrazentrifugation

sedimentiert worden waren (gemaf Abb. 3.17). Es wurde ein pH-Gradient von pH 4 bis 7 in der ersten
Dimension verwandt. Die Molekularmassen der Gréssenstandards sind jeweils in kDa angegeben. Die
Proteine, die fiir die MALDI-TOF MS-Analyse verwandt wurden, sind numerisch markiert. Die den

Proteinen entsprechenden Nummern mit den Ergebnissen der massenspekirometrischen

Identifizierung sind in der folgenden Tabelle angegeben.
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Abb. 3.19: Vergleich von Ausschnitten zweier 2-D-Gele. A) Silbergefarbtes Mastergel aus der Rhoptrien-
Préparation; B) Praparatives 2-D Gel nach Subfraktionierung des Parasiten-Homogenates (wie in
Abb. 3.17 dargestellt). Proteinspots, die in beiden Gelen zu finden waren, sind hier mit Pfeilen

markiert.

Die Proteinspot-Muster dieses Gels wurden mit jenem des Rhoptrien-Mastergels verglichen,
wie in  Abb. 3.19 dargestellt. 79 Proteinspots des prédparativen Gels wurden fiir die
massenspektrometrische Analyse eingesetzt. Ein grofler Anteil (32 %) der untersuchten
Proteinspots konnte bisher nicht identifziert werden. Dazu kommen noch 24 %, die humanen
oder bovinen Ursprungs sind. Die identifizierten Proteine aus P. falciparum (44 %) wurden
im Folgenden separat unterteilt. Proteine aus P. falciparum wurden danach eingeteilt, ob
deren zelluldre Lokalisation oder deren Funktion bzw. Aktivitit bereits bekannt oder noch
unbekannt ist. Dabei wurde auf Literaturdaten zuriickgegriffen. Genprodukte mit
signifikanten Sequenzédhnlichkeiten zu anderen Proteinen aus P. falciparum oder anderen
Organismen, deren Funktion, Aktivitdt oder Lokalisation bekannt ist, wurden entsprechend
der Kategorie von Proteinen mit bekannter Lokalisation oder Funktion/Aktivitdt zugeordnet.

Als Beispiel sei hier eine mutmalliche Proteasomen-Untereinheit (Zugangs-Nr.: 23498939)
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genannt. Dieses hier identifizierte Protein hat in seiner Sequenz grofle Identitdt zu
Proteasomen-Untereinheiten aus Trypanosoma brucei brucei und Drosophila melanogaster

(http://www.plasmodb.org/plasmodb/servlet/sv?page=gene&source id=PF07_0112&detail=;

in beiden Fillen >50 %). Ein Signalpeptid wurde nicht vorhergesagt. Demnach wurde hier
angenommen, dass die Lokalisation dieses Proteins cytosolisch ist. In Abb. 3.20 ist
ersichtlich, dass ca. ¥ der identifizierten Proteine aus P. falciparum (26 %) keinem zelluldren
Kompartiment zuzuordnen ist. Anders sieht es bei den Zuordnungen beziiglich der
biologischen Funktion oder der Aktivitit eines Proteins aus. Fiir 60 % der identifizierten
Proteine gibt es keine gesicherten Hinweise iiber ihre Funktion oder spezifische Aktivitit.
Hier seien einige Proteine der parasitophoren Vakuole als Beispiel erwidhnt. EXP-1 , EXP-2
und SERA konnten zwar in der parasitophoren Vakuole lokalisiert werden (Debrabant et al.,
1992; Delplace et al., 1987; Johnson et al., 1994; Simmons et al., 1987), ihre biologische
Funktion ist allerdings noch unklar (Fischer et al., 1998; Miller et al., 2002). Es fillt auf, dass
bei ca. %3 (63 %) der hier gefundenen Proteine aus P. falciparum ein Signalpeptid
vorhergesagt werden konnte. Dies trifft fiir alle gefundenen hypothetischen Proteine zu, wie
auch fiir bereits bekannte Proteine, die zu extracytosolischen Kompartimenten transportiert
werden miissen. Hier seien als Beispiele einige Plasmepsine und die histo-aspartic protease
(HAP) der Nahrungsvakuole genannt (Banerjee et al., 2002), die Proteine der parasitophoren
Vakuole (EXP-1, EXP-2, SERA; Delplace et al., 1987; Johnson et al., 1994), auf die
Oberflache der Merozoiten exportierte Proteine (MSP-1, MSP-7, ABRA) (Kushwaha et al.,
2000; Pachebat et al., 2001) und Proteine anderer Kompartimente wie ein Calcium-bindendes
Protein des ER (La Greca et al., 1997) und eine Protein-Disulfid-Isomerase, die vermutlich
auch im ER anzutreffen ist

http://plasmodb.org/plasmodb/servlet/sv?page=gene&source id=MALS&P1.17&detail). Fiir

ein Hitze-Schock-Protein (Heat-Shock Protein, HSP) wurde ein Signalpeptid vorhergesagt,
seine zelluldre Lokalisation ist aber nicht bekannt

(http://www.plasmodb.org/plasmodb/servlet/sv?page=gene&source id=PFI0875w&detail).

Proteine von P. falciparum mit vorhergesagter bzw. experimentell ermittelter Membran-
Assoziation wurden bei der hier angewandten Subfraktionierung nur im Fall von MSP-1 und

EXP-1 gefunden.
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Protein-Nr. Erhaltene Treffer Exp. Theor. MW % Seq Identifiziertes Protein Zugangs-Nr. (Gl) Gen-Locus Exp. pl/ SP ™
Fragmente MW Theor. pl

1 64 25 270 280 23 ALPHA SPECTRIN, ERYTHROCYTIC, | 13639059 n. b. 5,1/5,0 b n. b
HUMAN

2 7 0 200 - - - - - 57 /- -

3 33 14 150 147 26 HYPOTHETICAL PROTEIN, | 23499274 PF08_0137 58/5,8 0
CONSERVED

4 25 13 120 112 14 SERINE-REPEAT ANTIGEN PROTEIN | 23613549 PF0340c 55/5,.2 0
PRECURSOR

5 22 0 120 - - - - - 58/- -

6 15 0 110 - - - - - 59/- -

7 19 0 90 - - - - - 6,2/- -

8 14 0 85 - - - - - 6,3/- -

9 25 7 90 86 16 COMPLEMENT FACTOR B, HUMAN 14782402 n. b. 6,5/ b n.b

10 21 5 100 87 9 101 KDA MALARIA PROTEIN, (ACIDIC | 113005 PFL1385¢c 5,1/4,8 0
BASIC REPEAT ANTIGEN, ABRA)

11 25 7 110 130 9 GBP PRECURSOR 23495024 PF10_0159 49/5,0 0

12 13 0 100 - - - - - 48/ - -

13 15 0 85 - - - - - 46/ - -

14 14 4 90 96 6 GLYCOPHORIN-BINDING PROTEIN 130 | 23507963 PF10_0159 46/5,0 0
PRECURSOR

15 13 0 90 - - - - - 4,3/- -

16 7 0 100 - - - - - 58/- -

17 61 16 90 95 23 ENDOPLASMIN HOMOLOG | 23508908 PFL1070c 56/5,3 0
PRECURSOR, PUTATIVE
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Protein-Nr. Erhaltene Treffer Exp. Theor. MW % Seq Identifiziertes Protein Zugangs-Nr. (GI) Gen-Locus Exp. pl/ SP ™
Fragmente MW Theor. pl
18 23 0 75 - - - - - 59/- -
19 40 15 70 74 24 HEAT SHOCK PROTEIN 23612827 PF08_0054 5,8/5,5 0
20 26 0 70 - - - - - 6,1/ -
21 40 16 65 71 SERUM ALBUMIN, BOVINE 1351907 n. b. n. b. b n. b
22 26 12 70 68 25 HUMAN SERUM ALBUMIN 4389275 n. b. n. b. b n. b
23 16 0 55 - - - - - 6,3/- -
24 19 0 60 - - - - - 6,2/- -
25 28 13 65 71 SERUM ALBUMIN, BOVINE 1351907 n. b. n. b. b n.b
26 33 11 60 69 20 V-ATP SYNTHASE, CATALYTIC | 23615264 PF13_0065 59/55 0
SUBUNIT A
27 15 10 60 72 21 HEAT SHOCK PROTEIN 23508542 PF11_0351 59/5,9 0
28 12 8 65 70 15 HSP-70, HUMAN 6729803 n. b. 58/6,7 b n.b
29 31 12 65 54 34 HEAT SHOCK COGNATE PROTEIN 54, | 11526573 n. b. 57/5,6 b n. b
HUMAN

30 26 0 70 - - - - - 57/- -

31 21 9 70 71 15 BOVINE SERUM ALBUMIN 3336842 n. b. n. b. b n. b
32 27 16 70 72 31 HEAT SHOCK PROTEIN 23613697 PFI0875w 54/5.2 0
33 27 16 70 72 31 HEAT SHOCK PROTEIN 23613697 PFI0875w 53/5.2

34 23 6 55 52 13 HYP. PROTEIN 23508493 PF11_0302 5,2/5,0

35 14 0 55 - - - - - 57/- -
36 22 0 55 - - - - - 58/- -
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Protein-Nr. Erhaltene Treffer Exp. Theor. MW % Seq Identifiziertes Protein Zugangs-Nr. (Gl) Gen-Locus Exp. pl/ SP ™
Fragmente MW Theor. pl

37 29 14 48 49 42 FIBRINOGEN, GAMMA HUMAN 4503715 n. b. 58/5,6 n. b. n. b.

38 28 11 50 49 FIBRINOGEN, GAMMA HUMAN 4503715 n. b. 5,9/5,6 n. b. n. b.

39 30 22 48 55 51 DISULFIDE ISOMERASE PRECURSOR, | 23612738 MAL8P1.17 5,8/5,6 1 0
PUTATIVE (PDI)

40 14 4 43 45 12 RNA HELICASE-1, PUTATIVE 23509877 PF14_0655 59/55 0 0

41 17 9 42 43 29 MEROZOITE SURFACE PROTEIN 1 |2789670 PFI1475w 6,0/5,7 1 1
(MSP-1)

42 28 18 48 49 39 ENOLASE 23507959 PF10_0155 6,6/6,2 0 0

43 16 0 40 - - - - - - -

44 27 0 43 - - - - - 6,7/- - -

45 23 0 40 6,8/-

46 17 6 45 42 20 BETA ACTIN, HUMAN 14250401 n. b. 55/5,6 n. b. n. b.

47 19 8 46 42 29 ACTIN 23509135 PFL2215w 55/5,.2 0 0

48 9 0 50 - - - - - 4,9/ - - -

49 9 0 52 - - - - - 44/- - -

50 17 8 43 43 29 CYTOPLASMIC DOMAIN OF HUMAN | 28714 n. b. 4,6/45 n. b. n. b.
ERYTHROCYTE BAND-3 PROTEIN,
HUMAN (N-TERMINAL) ; 12 BZGL. DES
UNGESPALTENEN PROTEINS

51 9 0 43 - - - - - 45/ - - -

52 32 5 40 40 19 ENDOPLASMIC RETICULUM- | 23508293 PF11_0098 43/45 1 0
RESIDENT CALCIUM BINDING
PROTEIN; MEMBRANE-ASSOCIATED

CALCIUM-BINDING PROTEI
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Protein-Nr. Erhaltene Treffer Exp. Theor. MW % Seq Identifiziertes Protein Zugangs-Nr. (Gl) Gen-Locus Exp. pl/ SP ™
Fragmente MW Theor. pl
53 23 11 38 37 41 PLASMEPSIN IV 21730846 PF14_0075 4,4/4,4 0
54 15 4 35 51 12 PLASMEPSIN 2 PRECURSOR 23509298 PF14_0077 4,7/54 0
55 12 0 35 - - - - - 4,8/- -
56 8 0 35 - - - - - 4,8/- -
57 16 0 35 - - - - - 4,9/- -
58 23 13 38 51 36 PLASMEPSIN 1 PRECURSOR 23509297 PF14_0076 49/86,7 0
59 22 10 42 188 8 COMPLEMENT COMPONENT 3 | 4557385 n. b. n. b. b n.b
PRECURSOR, HUMAN (C-TERMINAL)
60 17 4 43 40 15 PARAOXONASE B-TYPE / | 408299 n. b. 5,0/5,2 b n.b
ARYLESTERASE B-TYPE
PRECURSOR, HUMAN
61 22 7 40 45 19 ATP SYNTHASE SUBUNIT, PUTATIVE | 23497689 PF14_0615 5,1/5,0 0
62 25 10 38 33 32 C3d, A C3 FRAGMENT AND LIGAND | 3745750 n. b. 51/6,3 b n. b
FOR COMPLEMENT RECEPTOR 2,
HUMAN
63 10 4 38 32 14 TRANSLATION ELONGATION FACTOR | 23613651 PFI0645w 52/4,9 0
1 BETA
64 31 13 38 33 42 c3d, A C3 FRAGMENT AND LIGAND | 3745750 n. b. 50/63 b n.b
FOR COMPLEMENT RECEPTOR 2,
HUMAN
65 14 9 36 52 17 PUTATIVE ASPARTIC PROTEINASE, | 23509299 PF14_0078 5,2/8,0 0
HAP PROTEIN
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Protein-Nr. Erhaltene Treffer Exp. Theor. MW % Seq Identifiziertes Protein Zugangs-Nr. (GI) Gen-Locus Exp. pl/ SP ™
Fragmente MW Theor. pl

66 18 9 33 42 30 CYTOPLASMATIC DOMAIN OF HUMAN | 14277739 n. b. 5,3/4,5 n. b. n.b
RBC BAND-3 PROTEIN, HUMAN

67 16 6 32 33 19 EXPORTED PROTEIN 2 (EXP-2) 23509900 PF14_0678 54/53 1 0

68 15 8 32 33 25 EXPORTED PROTEIN 2 (EXP-2) 23509900 PF14_0678 53/53 1 0

69 20 4 30 41 12 MEROZOITE SURFACE PROTEIN 7 |15808769 PF13_0197 5,6/4,7 1 0
(MSP-7) PRECURSOR

70 17 10 28 32 30 HYP. PROTEIN 23508265 PF11_0069 53/49 1 0

71 17 8 30 27 42 14-3-3 PROTEIN 3158460 MAL8P1.69 50/4,8 0 0

72 11 3 30 31 22 PROLIFERATING CELL NUCLEAR | 23477638 PF13_0328 4,9/4,7 0 0
ANTIGEN (PCNA) (CYCLIN)

73 19 9 30 27 36 14-3-3 PROTEIN 3158460 MAL8P1.69 48/48 0 0

74 21 8 30 27 39 14-3-3 PROTEIN 3158460 MAL8P1.69 49/48 0 0

75 44 8 28 44 PROTEASOME SUBUNIT ALPHA TYPE | 23498939 PF07_0112 5,0/5,0 0 0
5, PUTATIVE

76 18 6 25 25 25 HYP. PROTEIN 23505159 PFI1270w 51/55 1 0

77 25 15 25 29 50 PROAPOLIPOPROTEIN A-1, HUMAN 178775 n. b. 55/5,4 n. b. n.b

78 17 9 25 22 33 THIOREDOXIN PEROXIDASE B, CHAIN | 9955007 n. b. 59/5,7 n. b. n. b
A, FROM RBC, HUMAN

79 20 5 20 17 22 EXPORTED PROTEIN 1 (EXP-1) 23508415 PF11_0224 59/5,6 1 1
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Tab. 2: (vorherige Seiten) Zusammenfassende Ergebnisse der massenspekirometrischen Identifizierung von Proteinen aus einem 2-D-Gel. Angegeben ist die
Numerierung der Proteinspots, wie sie Abb. 3.18 zu entnehmen ist. Zusatzlich ist die im entsprechenden Massenspektrum ermittelte Anzahl der Peptidfragmente
verzeichnet, die durch die tryptische In-gel-Spaltung entstanden sind, sowie die Anzahl der in der Datenbank gefundenen Peptide, die der jeweiligen
Aminosauresequenz des identifizierten Proteins entsprechen (Treffer), und die sich aus den Treffern ergebene Sequenzabdeckung in Prozent (% Seq). AuBerdem
ist die im Gel experimentell ermittelte Molekularmasse des untersuchten Proteins (Exp. MW) und die theoretische Molekularmasse des entsprechenden
identifizierten Proteins (Theor. MW) in kDa, der experimentell ermittelte pl (Exp. pl) und der theoretisch berechnete pl (Theor. pl) (MS-Fit, Protein-Prospektor)
angegeben. Bei erfolgreicher Identifizierung sind die Bezeichnung des Proteins und seine Gl-Zugangsnummer angegeben. Bei identifizierten Proteinen aus P.
falciparum wurde zuséatzlich die Bezeichnung des Gen-Locus eingefiigt, sowie die Anzahl der vorhergesagten Signalpeptide (SP) und Transmembran-Domé&nen
bzw. GPI-Modifikationen (TM). Dazu wurde auf die ermittelten Daten von Florens et al. zurlickgegriffen (Florens et al., 2002) bzw. SignalP 2.0 (Nielsen et al., 1997)
und TMHMM (Krogh et al., 2001) verwandt (n. b.: nicht bestimmt).
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Abb. 3.20: Prozentuale Verteilung der untersuchten Proteine aus Abb. 3.18 bezlglich ihrer Funktion/Aktivitat oder zellularen Lokalisation. Identifizierte humane

Proteine und bis dato durch den Peptide Mass Fingerprint nicht identifizierbare Proteine sind ebenfalls aufgefiihrt. AuBerdem ist dargestellt, bei welchem Anteil

der identifizierten plasmodialen Proteine ein Signalpeptid vorhergesagt werden konnte, welchen Anteil die hypothetischen Proteine, bereits bekannte Proteine

und Proteine mit mutmaBlicher biologischer Funktion/Aktivitdt (in der Datenbank mit dem Vermerk ,putative” ausgestattete Genprodukie) ausmachen.
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3.6 Sequentielle Extraktion von Proteinen aus
Schizontenstadien von P. falciparum

Proteine aus Schizontenstadien wurden wie in Kapitel 2.2.16.3 sequentiell extrahiert. Dabei
entstanden folgende Fraktionen:

S1: in ddH,0 extrahierbare Proteine

S2: in ddH,0O unlosliche und in Rehydrierungslosung extrahierbare Proteine

S3: in ddH,0 und Rehydrierungslosung unlosliche, in reduzierendem SDS-PAGE-

Probenpuffer extrahierbare Proteine

Diese Fraktionen wurden auf das Vorhandensein von AMA-1-Protein mittels Westernblotting
und Immun-Nachweis untersucht (Abb. 3.21). AMA-1 ist ein Typ I-Transmembranprotein
(Crewther et al., 1990; Narum und Thomas, 1994). Der Nachweis von AMA-1 sollte hier dem
Aufspiiren von integralen Membranproteinen oder membranassoziierten Proteinen in den
einzelnen Fraktionen dienen.

Die deutlichsten Signale sind in Fraktion S2 zu erkennen. Hierbei handelt es sich um
diejenige Fraktion, in der sich Proteine befinden, die durch die in dieser Arbeit standarisierte
Rehydrierungslosung fiir die 2-D PAGE solubilisiert werden konnen. Es sind deutlich die
zwel Banden zu erkennen, welche die Molekularmassen der Pro- und der maturen Form von
AMA-1 besitzen. Dieses Ergebnis war zu erwarten, da AMA-1 ein membrangebundenes
Protein ist und daher ohne Detergenzien nur schwer 1oslich ist. Des weiteren befindet sich in
der gleichen Spur eine Bande bei ca. 50 kDa, die der Molekularmasse von AMA-143
entspricht, einem Prozessierungsprodukt von AMA-1 (Howell et al., 2001). Im Vergleich
befindet sich in S1 eine schwache Bande, die weder der maturen noch der Proform von AMA-
1 zuzuordnen ist. AuBBerdem tritt eine weitere Bande mit einer Molekularmasse von 30 kDa
auf. In Spur S3 sind Proteine enthalten, die weder in ddH,O, noch in Rehydrierungslosung zu
solubilisieren sind. Wie in S2 konnen hier die fiir AMA-1 typischen Doppelbanden bei 66 und
83 kDa ausgemacht werden. Allerdings sind hier die Banden-Intensitdten weit schwicher als
in S2.

Die Proteine aus S2 wurden fiir die préaparative 2-D PAGE verwandt und anschlieBend

ausgewihlte Proteinspots mittels MALDI-TOF MS analysiert.
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Abb. 3.21: Immunologischer Nachweis von AMA-1 in Fraktionen der sequentiellen Solubilisierung. S1:in
ddH,O extrahierbare Proteine; S2: in Rehydrierungslésung extrahierbare Proteine; S3: in
reduzierendem SDS-Probenpuffer extrahierbare Proteine. Es wurden flr alle Spuren entsprechend

des jeweiligen Fraktionsvolumens vergleichbare Mengen aufgetragen.

Es wurden aus dieser Priaparation 46 Proteinspots analysiert (Abb. 3.22). Die Ergebnisse sind
in Tab. 3 dargestellt und in Abb. 3.23 zusammengefasst. Es wurden in 57 % der Fille Proteine
aus P. falciparum identifiziert. Dagegen stehen 17 % humane Proteine und 26 %
nichtidentifizierte Proteine. Bei ca. 1/3 der plasmodialen Proteine (35 %) ist die biologische
Funktion oder Aktivitit unbekannt und bei 23 % ist keine zelluldre Lokalisation bekannt.
Ebenfalls 23 % der gefundenen plasmodialen Proteine besitzen nach Vorhersage ein N-
terminales Signalpeptid und 19 % wurden als hypothetische Proteine identifiziert. Bis auf
einen Fall wurde fiir alle gefundenen hypothetischen Proteine ein Signalpeptid vorhergesagt,
was auf eine nichtcytosolische Lokalisation dieser Proteine schliessen ldsst. Es konnte fiir
keines der hier untersuchten Proteine eine Transmembran-Domine bzw. ein GPI-Anker

vorhergesagt werden.
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Abb. 3.22: Praparatives 2-D Gel mit aufgetrennten Proteinen aus S2. Markierungen und Numerierung
zeigen diejenigen Proteine, die fir die MALDI-TOF MS-Analyse ausgewéhlt wurden. Rechts sind die

Molekularmassen der verwandten Proteinstandards in kDa angegeben.
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Protein-Nr. Erhaltene Treffer Exp. MW Theor. % Seq Identifiziertes Protein Zugangs-Nr. (Gl) | Gen-Locus Exp. pl/ SP ™
Fragmente MW Theor. pl

1 18 5 100 87 9 101 KDA MALARIA PROTEIN, (ACIDIC | 113005 PFL1385¢ 49/48 1 0
BASIC REPEAT ANTIGEN, ABRA)

2 22 10 100 90 17 CELL DIVISION CYCLE PROTEIN 48 |23498515 MAL6P1.232 5,0/5,0 0 0
HOMOLOGUE, PUTATIVE

3 24 6 110 107 6 HEAT SHOCK PROTEIN, PUTATIVE 23509639 PF14_0417 52/5,4 1 0

4 0 - - - - - - - 52/- - -

5 18 10 120 112 14 CYSTEINE PROTEASE, PUTATIVE (SERA) | 16804967 PFB0340c 53/5,3 1 0

6 33 22 120 112 28 SERINE REPEAT ANTIGEN, SERA/PAPAIN- | 16804967 PFB0340c 53/53 1 0
LIKE PROTEASE WITH ACTIVE SER
(SERA)

7 0 - - - - - - - 56/- - -

8 26 7 80 80 12 HYP. PROTEIN 23508151 PF10_0348 5,0/5,0 1 0

9 9 0 100 - - - - - 53/- - -

10 35 0 100 - - - - - 53/- - -

11 39 15 100 95 23 ENDOPLASMIN HOMOLOG PRECURSOR, | 23508908 PFL1070c 54/5.3 1 0
PUTATIVE

12 16 9 100 95 12 ENDOPLASMIN HOMOLOG PRECURSOR, | 23508908 PFL1070c 54/53 1 0
PUTATIVE

13 20 6 80 52 19 HUMAN ALPHA-1B-GLYCOPROTEIN 112892 n. b. 5,3/5,6 n. b. n. b.

14 15 10 80 110 11 CYSTEINE PROTEASE, PUTATIVE 16804967 PFB0340c 52/53 1 0

15 26 12 85 52 36 HUMAN ALPHA-1-B-GLYCOPROTEIN 69990 n. b. 52/5,6 n. b. n. b.

16 37 10 85 72 19 HEAT SHOCK PROTEIN 23613697 PFI0875w 5,1/5,1 1 0

17 15 6 80 80 12 HYP. PROTEIN 23508151 PF10_0348 5,1/5,0 1 0

18 27 13 80 80 26 HEAT SHOCK PROTEIN 23613697 PFI0875w 51/5,2 1 0

19 37 10 70 73 21 HEAT SHOCK PROTEIN 23613697 PFI0875w 52/5,2 1 0
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Protein-Nr. Erhaltene Treffer Exp. MW Theor. % Seq Identifiziertes Protein Zugangs-Nr. (Gl) | Gen-Locus Exp. pl/ SP ™
Fragmente MW Theor. pl

20 25 10 70 72 19 HEAT SHOCK PROTEIN 23613697 PFI0875w 52/5,2

21 25 10 70 72 19 HEAT SHOCK PROTEIN 23613697 PF10875w 53/5,2

22 13 7 70 148 5 HYP. PROTEIN 23612974 PF08_0127 54/5,4

23 0 - 75 - - - - - 54/-

24 27 5 75 86 9 GELSOLIN, HUMAN 4504165 n. b. 55/5,9 . b. . b.
25 24 7 70 72 18 HEAT SHOCK PROTEIN HSP70 11127605 PF11_0351 56/5,9

HOMOLOGUE PFHSP70-3

26 23 0 70 - - - - - 55/-

27 25 15 70 71 26 HEAT SHOCK 70 KDA PROTEIN, HUMAN 5729877 n. b. 5,7/5,4 . b. . b.
28 18 11 68 69 20 ATP SYNTHASE, CATALYTIC SUBUNIT A | 418177 PF13_0065 5,7/55

29 17 6 60 63 16 HEAT SHOCK PROTEIN 60 KDA 23507957 PF10_0153 6,0/6,7

30 19 6 55 55 13 DISULFIDE ISOMERASE PRECURSOR, | 23612738 MAL8P1.17 5,6/5,6

PUTATIVE

31 0 - 55 - - - - - 52/-

32 13 4 60 52 6 HYP. PROTEIN 23508493 PF11_0302 5,0/5.0

33 14 0 50 - - - - - 45/ -

34 12 0 50 - - - - - 45/ -

35 40 19 45 42 55 ACTIN 23509135 PFL2215w 5,3/5,2

36 28 11 45 40 35 BETA ACTIN, HUMAN 15277503 n. b. 53/5,8 . b. . b.
37 22 0 35 - - - - - 48/ -

38 17 4 35 35 14 EXPORTED PROTEIN 2 (EXP-2) 23509900 PF14_0678 52/5,1

39 25 7 25 46 14 FIBRINOGEN, HUMAN 223170 n. b. 52/5,5 . b. . b.
40 20 6 28 46 23 FIBRINOGEN, HUMAN 223170 n. b. 52/5,5 .b. .b.
41 20 5 30 32 17 HYP. PROTEIN 23508265 PF11_0069 51/49

42 17 8 38 37 39 PLASMEPSIN IV 21730846 PF14_0075 43/4,4
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Protein-Nr. Erhaltene Treffer Exp. MW Theor. % Seq Identifiziertes Protein Zugangs-Nr. (Gl) | Gen-Locus Exp. pl/ SP ™
Fragmente MW Theor. pl
43 26 10 40 39 28 ENDOPLASMIC RETICULUM-RESIDENT | 23508293 PF11_0098 4,1/4,5 1 0

CALCIUM BINDING PROTEIN

44 15 0 40 - - - - - 41/-
45 11 0 45 - - - - - 44/-
46 12 3 40 42 13 CYTOPLASMIC DOMAIN OF HUMAN | 14277740 n.b. 44745 n. b. n. b.

ERYTHROCYTE BAND-3 PROTEIN

Tab. 3: Zusammenfassende Ergebnisse der massenspektrometrischen ldentifizierung von Proteinen aus einem 2-D-Gel. Angegeben ist die Numerierung der
Proteinspots, wie sie Abb. 3.22 zu entnehmen ist. Zusétzlich ist die im entsprechenden Massenspektrum ermittelte Anzahl der Peptidfragmente verzeichnet,
die durch die tryptische In-gel-Spaltung entstanden sind, sowie die Anzahl der in der Datenbank gefundenen Peptide, die der jeweiligen Aminosauresequenz
des identifizierten Proteins entsprechen (Treffer), und die sich aus den Treffern ergebene Sequenzabdeckung in Prozent (% Seq). AuBerdem ist die im Gel
experimentell ermittelte Molekularmasse des untersuchten Proteins (Exp. MW) und die theoretische Molekularmasse des entsprechenden identifizierten
Proteins (Theor. MW) in kDa, der experimentell ermittelte pl (Exp. pl) und der theoretisch berechnete pl (Theor. pl) (MS-Fit, Protein-Prospektor) angegeben.
Bei erfolgreicher Identifizierung sind die Bezeichnung des Proteins und seine Gl-Zugangsnummer angegeben. Bei identifizierten Proteinen aus P. falciparum
wurde zusatzlich die Bezeichnung des Gen-Locus eingefligt, sowie die Anzahl der vorhergesagten Signalpeptide (SP) und Transmembran-Domanen/GPI-
Bindungsstellen (TM). Dazu wurde auf die ermittelten Daten von Florens et al. zurlickgegriffen (Florens et al., 2002) bzw. SignalP 2.0 (Nielsen et al., 1997)
und TMHMM (Krogh et al., 2001) verwandt (n.b.: nicht bestimmt).
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Abb. 3.23: Prozentuale Verteilung der untersuchten Proteine aus Abb. 3.22 bezliglich ihrer biologischen Funktion/Aktivitat oder zellularen Lokalisation. ldentifizierte
humane Proteine und bis dato durch den Peptide Mass Fingerprint nicht identifizierbare Proteine sind ebenfalls aufgefiihrt. AuBerdem ist dargestellt, bei welchem
Anteil der identifizierten plasmodialen Proteine ein Signalpeptid vorhergesagt werden konnte, welchen Anteil die hypothetischen Proteine, bereits bekannte
Proteine und Proteine mit mutmaBlicher biologischer Funktion/Aktivitat (in der Datenbank mit dem Vermerk ,putative” ausgestattete Genprodukte) ausmachen.
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3.7 Extraktion von Proteinen durch Temperatur-
abhangige Phasentrennung

Proteine aus Schizonten von P. falciparum wurden mit Hilfe der Temperatur-abhingigen
Phasentrennung mit dem nichtionischen Detergens Triton X-114 isoliert. Dieses sollte zur
Anreicherung von Membran-assoziierten Proteinen fiir die priparative 2-D PAGE dienen. Es
konnte gezeigt werden, dass das nichtionische Detergens Triton X-114 mit der Durchfiihrung
der 2-D PAGE kompatibel ist. Dies zeigt Abb. 3.24. Im préparativen 2-D Gel wurden ca. 70
Proteinspots mit CBB G-250 gefirbt. Proteine mit einer molekularen Masse von grof3er als 80
kDa sind allerdings nur schwach gefirbt. Im Bereich der Kathode sind die Proteine nicht
optimal fokussiert. Dennoch zeigt das Gel, dass die Einfiihrung von Triton X-114 in die 2-D
PAGE technisch moglich ist.

Es wurden 15 Proteinspots fiir die MALDI-TOF MS-Analyse pripariert. Die Auswertung der
Ergebnisse ist in Tab. 4 zusammengefal3t. Aufgrund der wenigen analysierten Proteinspots
wurde darauf verzichtet, eine statistische Auswertung der Analyse zu dokumentieren. Von
den 15 Proteinspots konnten 13 identifiziert werden, von denen 11 aus P. falciparum
stammen. Fiinf Proteine besitzen ein vorhergesagtes Signalpeptid und bei drei Genprodukten
sind eine oder mehrere Transmembranhelices bzw. GPI-Bindungsstellen vorhergesagt oder

bekannt.
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Abb. 3.24: Praparatives 2-D Gel mit aufgetrennten Proteinen aus Schizonten-infizierten Erythrocyten,
die mittels Temperatur-abhangiger Phasentrennung durch Verwendung von Triton X-114 isoliert
wurden. Markierungen und Numerierung zeigen diejenigen Proteine, die fir die MALDI-TOF MS-
Analyse ausgesucht wurden. Links sind die Molekularmassen der verwandten Proteinstandards in

kDa angegeben.
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Exp. pl/
Protein-Nr. Erhaltene Treffer Exp. Theor. MW % Seq Identifiziertes Protein Zugangs-Nr. (Gl) Gen-Locus Theor. pl SP ™
Fragmente MW
1 70 20 70 72 37 HEAT SHOCK PROTEIN 23613697 PF10875w 5,3/5,1 0
2 69 11 70 89 15 HYP. PROTEIN 23613557 PFI0175w 5,6/5,4 1
3 51 27 70 74 39 HEAT SHOCK 70 KDA PROTEIN 23499105 PF08_0054 57/55 0
4 19 12 70 71 23 heat shock 70kDa protein, human 5729877 n. b. 56/54 |[n.b. n. b
5 22 6 60 52 18 HYP. PROTEIN 23508493 PF11_0302 5,1/5,0 0
6 23 6 55 70 9 HYP. PROTEIN 23509578 PF14_0356 4,7/9,0 0
7 18 4 60 79 13 HYP. PROTEIN 23509239 PF14_0018 53/7.1 1
8 22 7 55 56 18 PROTEIN DISULFIDE ISOMERASE, 23612738 MAL8P1.17 5,7/5,6 0
PUTATIVE
9 20 9 60 50 25 TUBULIN ALPHA CHAIN 23504938 PFI0180w 5,7/49 0
10 47 16 50 53 50 HYP. PROTEIN 23510617 MAL1P1.33 52/5,6 0
11 17 4 48 28 29 MEROZOITE SURFACE ANTIGEN 2 3845147 PFB0300c 46/54 1
(MSA-2)
12 21 0 45 - - - . - 44/- .
13 50 24 50 42 53 ACTIN 23509135 PFL2215w 5,4/5,2 0
14 30 18 50 40 42 UNKNOWN PROTEIN 15277503 n. b. 55/56 |n.b. n. b
HOMO SAPIENS
15 0 0 35 - - - - - 49/- -
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Tab. 4: (vorherige Seiten) Zusammenfassende Ergebnisse der massenspekirometrischen ldentifizierung von Proteinen aus einem 2-D-Gel. Angegeben ist die
Numerierung der Proteinspots, wie sie Abb. 3.24 zu entnehmen ist. Zusétzlich ist die im entsprechenden Massenspekirum ermittelte Anzahl der
Peptidfragmente verzeichnet, die durch die tryptische In-gel-Spaltung entstanden sind, sowie die Anzahl der in der Datenbank gefundenen Peptide, die der
jeweiligen Aminosauresequenz des identifizierten Proteins entsprechen (Treffer), und die sich aus den Treffern ergebene Sequenzabdeckung in Prozent (%
Seq). AuBerdem ist die im Gel experimentell ermittelte Molekularmasse des untersuchten Proteins (Exp. MW) und die theoretische Molekularmasse des
entsprechenden identifizierten Proteins (Theor. MW) in kDa, der experimentell ermittelte pl (Exp. pl) und der theoretisch berechnete pl (Theor. pl) (MS-Fit,
Protein-Prospektor) angegeben. Bei erfolgreicher Identifizierung sind die Bezeichnung des Proteins und seine Gl-Zugangsnummer angegeben. Bei
identifizierten Proteinen aus P. falciparum wurde zuséatzlich die Bezeichnung des Gen-Locus eingefligt, sowie die Anzahl der vorhergesagten Signalpeptide
(SP) und Transmembran-Domanen/GPI-Bindungsstellen (TM). Dazu wurde auf die ermittelten Daten von Florens et al. zurlickgegriffen (Florens et al., 2002)
bzw. SignalP 2.0 (Nielsen et al., 1997) und TMHMM (Krogh et al., 2001) verwandt (n. b.: nicht bestimmt).
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3.8 Massenspektrometrische Analyse von Proteinen nach
hochauflosender 2-D PAGE

Es sollte gezeigt werden, ob die zweidimensionale Auftrennung von Schizonten-Proteinen
verbessert werden kann, indem ein hochauflosender pH-Gradient in der ersten Dimension
verwandt wurde. Dies sollte die Uberlagerung von Proteinen im Gel verhindern, deren pl-
Werte und molekularen Massen nicht identisch, aber sehr dhnlich sind. Dadurch wird eine
einwandfreie Identifizierung dieser Proteine moglich. In Abb. 3.25 ist ein priparatives 2-D
Gel gezeigt, wobei in der ersten Dimension ein pH-Gradient von pH 5,0 bis 6,0 auf 18 cm

Linge benutzt wurde. In diesem pH-Bereich liegen die pI-Werte einer Vielzahl von Proteinen

(s. dazu Abb. 3.15).
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Abb. 3.25: Praparatives 2-D Gel mit Proteinen aus einem Gesamtextrakt von Schizonten-infizierten
Erythrocyten. In der ersten Dimension wurde ein linearer pH-Gradient von pH 5,0 bis 6,0 verwandt.
Markierungen und Numerierung zeigen diejenigen Proteine, die fur die MALDI-TOF MS-Analyse
ausgesucht wurden. Links sind die Molekularmassen der verwandten Proteinstandards in kDa
angegeben.
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Abb. 3.25 zeigt, dass die Auflosung der einzelnen Proteinspots bis ca. 100 kDa sehr hoch ist.
Hier konnten ca. 50 Proteinspots ausgemacht werden, von denen 21 fiir die MALDI-TOF
MS-Analyse verwandt wurden. Sechs Spots konnten nicht identifiziert werden und fiinf
konnten als humane Proteine identifiziert werden.

Die Analyse zeigte, dass mit dem kleinen pH-Gradienten in der ersten Dimension die gleichen
Ergebnisse erhalten worden sind wie mit einem Gradienten pH 4-7. Damit kann
ausgeschlossen werden, dass zuvor Proteine nicht identifiziert worden sind, weil sie mit

anderen Proteinen als Spot iiberlappen.
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Protein-Nr. Erhaltene Treffer Exp. Theor. MW % Seq Identifiziertes Protein Zugangs-Nr. (Gl) Gen-Locus Exp. pl/ SP ™
Fragmente MW Theor. pl

1 0 - - - - - - - 54/- - -

2 19 8 80 81 15 ACYL-PEPTIDE HYDROLASE, | 13640732 n. b. 5,2/ 5,3 n. b. n. b.
HUMAN

3 17 0 80 - - - - - 53/- - -

4 18 11 70 72 24 HEAT SHOCK PROTEIN | 11127605 pfhsp70-3 54/5,9 0 0
HOMOLOGUE PFHSP70-3

5 16 0 70 - - - - - 54 /- - -

6 11 0 60 - - - - - 54/- - -

7 0 0 58 - - - - - 54/- - -

8 18 9 55 56 28 VACUOLAR ATPase SUBUNIT B 23510050 PFD0300c 53/55 0 0

9 26 11 50 55 25 PROTEIN DISULFIDE ISOMERASE, | 23612738 MAL8P1.17 5,4/5,6 1 0
PUTATIVE

10 28 8 50 55 25 PROTEIN DISULFIDE ISOMERASE, | 23612738 MAL8P1.17 5,4/5,6 1 0
PUTATIVE

11 33 11 50 56 27 PROTEIN DISULFIDE ISOMERASE, | 23612738 MAL8P1.17 55/5,6 1 0
PUTATIVE

12 10 6 45 49 20 ENOLASE 23507959 PF10_0155 56/6,2 0 0

13 17 7 50 52 22 SELENIUM BINDING PROTEIN 1, | NP_003935.2 n.b. 56/5,9 n.b. n.b.
HUMAN

14 19 8 35 37 22 CHAIN A, HUMAN HEART L-LACTATE | 13786847 n. b. 5,7/ 5,7 n. b. n. b.

DEHYDROGENASE H CHAIN,
TERNARY COMPLEX WITH NADH
AND OXAMATE
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Protein-Nr. Erhaltene Treffer Exp. Theor. MW % Seq Identifiziertes Protein Zugangs-Nr. (Gl) Gen-Locus Exp. pl/ SP ™
Fragmente MW Theor. pl

15 23 13 50 52 31 SELENIUM BINDING PROTEIN 1, | NP_003935.2 n. b. 58/5,9 n. b. n. b.

HUMAN

16 24 0 60 5,8 /-

17 14 4 40 43 18 ADENOSIN DEAMINASE, PUTATIVE | 23508092 PF10_0289 52/54 0 0

18 30 10 40 42 32 ADENOSINE DEAMINASE, PUTATIVE | 23508092 PF10_0289 53/54 0 0

19 19 8 35 37 22 HUMAN LDH 13786847 n. b. 55/- n. b. n. b.

20 13 7 32 33 29 HYP. PROTEIN, CONSERVED 23508128 PF10_0325 56/5,6 0 0

21 12 3 30 29 16 PROTEASOME SUBUNIT ALPHA 23509938 PF14_0716 54/55 0 0

TYPE 1, PUTATIVE

Tab. 5: Zusammenfassende Ergebnisse der massenspektrometrischen ldentifizierung von Proteinen aus einem 2-D-Gel. Angegeben ist die Numerierung der

Proteinspots, wie sie Abb. 3.25 zu entnehmen ist. Zuséatzlich ist die im entsprechenden Massenspektrum ermittelte Anzahl der Peptidfragmente verzeichnet,

die durch die tryptische In-gel-Spaltung entstanden sind, sowie die Anzahl der in der Datenbank gefundenen Peptide, die der jeweiligen Aminosauresequenz

des identifizierten Proteins entsprechen (Treffer), und die sich aus den Treffern ergebene Sequenzabdeckung in Prozent (% Seq). AuBerdem ist die im Gel

experimentell ermittelte Molekularmasse des untersuchten Proteins (Exp. MW) und die theoretische Molekularmasse des entsprechenden identifizierten

Proteins (Theor. MW) in kDa, der experimentell ermittelte pl (Exp. pl) und der theoretisch berechnete pl (Theor. pl) (MS-Fit, Protein-Prospektor) angegeben.

Bei erfolgreicher Identifizierung sind die Bezeichnung des Proteins und seine Gl-Zugangsnummer angegeben. Bei identifizierten Proteinen aus P. falciparum

wurde zusatzlich die Bezeichnung des Gen-Locus eingeflgt, sowie die Anzahl der vorhergesagten Signalpeptide (SP) und Transmembran-Doménen (TM).

Dazu wurde auf die ermittelten Daten von Florens et al. zuriickgegriffen (Florens et al., 2002) bzw. SignalP 2.0 (Nielsen et al, 1997) und TMHMM (Krogh et
al., 2001) verwandt (n. b.: nicht bestimmt).
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3.9 Gesamtbetrachtung der massenspektrometrischen
Untersuchungen

Es sind im Laufe dieser Arbeit 200 Proteinspots aus zweidimensionalen Gelen ausgestanzt
und tryptisch fragmentiert worden. Die entstandenen Peptide wurden aus dem Gel eluiert und
fir die Generierung von Peptide Mass Fingerprints (PMF) verwandt. Die erhaltenen
monoisotopischen Massen wurden dazu benutzt, in silico das entsprechende Protein in der
NCBI-Datenbank zu identifizieren. Die identifizierten Proteine wurden in dieser Arbeit so
benannt wie sie in der Datenbank eingetragen sind. Sie wurden entsprechend ihrer Funktion
bzw. ihrer zelluldren Lokalisation eingeteilt. Die Einteilung umfalit sowohl die Funktion eines
Proteins als auch die zelluldre Lokalisation, weil fiur verschiedene Proteine keine Funktion
bekannt ist, aber deren zelluldre Lokalisation. So ist zum Beispiel EXP-2 (exported protein 2)
mit der PVM assoziiert, dessen Funktion ist aber nicht bekannt (Fischer et al., 1998). Die
identifizierten humanen und bovinen Proteine stammen entweder aus den Wirtszellen (z. B.
Thioredoxin-Peroxidase) bzw. Plasma (z. B. Apolipoproteine; sieche Kulturfiihrung von P.
falciparum) oder aus dem Albumax-Anteil im Kulturmedium (z. B. Rinder-Serum-Albumin).
Humane und bovine Proteine stellen 20 % aller in dieser Arbeit identifizierten Proteine dar.
Einen dhnlichen Anteil (26 %) machen die hier nicht identifizierbaren Proteine aus (Abb.
3.27). Bei der massenspektrometrischen Analyse konnten fiir 17 % der nichtidentifizierten
Proteinspots keine peptidischen Massen erhalten werden. Dagegen wurde bei 83 % ein PMF
erhalten, dennoch konnte das entsprechende Protein nicht identifiziert werden. Hier besteht
Hoffnung, dass die entsprechenden Genprodukte in naher Zukunft identifiziert werden
konnen, wenn die Annotierung des gesamten Genoms von P. falciparum abgeschlossen ist.

Bei 41 % der identifizierten Genprodukte aus P. falciparum ist iiber eine Funktion nichts
bekannt, und fiir 27 % gibt es keine Lokalisationsstudien. Auch mittels Gen-Ontologien (GO)
konnte bei diesen nicht iiber die Funktion oder zellulire Lokalisation eines Genproduktes
gemutmafBit werden. Diese Ontologien wurden entweder durch die jeweiligen Genom-
Sequenzierungs-Zentren oder durch PlasmoDB in einem automatischen Annotierungs-
Prozess untersucht (Ashburner et al., 2000). Diejenigen Genprodukte, bei denen Ontologien
mit anderen, bereits bekannten Proteinen gefunden worden sind, machen 26 % aller

identifizierten Genprodukte aus P. falciparum aus. Bei der Identifizierung wurden diese
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Genprodukte mit dem Vermerk ,putative versehen. Bei 55 % handelt es sich um bereits
bekannte plasmodiale Proteine. Weitere 19 % wurden als sogenannte ,hypothetische*
Proteine mit nicht vorhersagbarer Funktion oder zelluldrer Lokalisation identifiziert. Bei 70 %
der hypothetischen Proteine wurde ein N-terminales Signalpeptid vorhergesagt. Eine
mogliche Transmembran-Domine bzw. eine GPI-Modifizierungsstelle wurde nur bei zweien
der hypothetischen Proteine vorhergesagt. Beide Proteine wurden durch temperaturabhéingige
Phasentrennung fiir die 2-D PAGE fraktioniert. Die Bezeichnung ,hypothetisch® fiir die
identifizierten Proteine wurde entsprechend ihrer Bezeichnung aus der NCBI-Datenbank
tibernommen, obwohl diese Proteine mit ihrer Identifizierung nicht mehr als hypothetisch zu
bezeichnen sind.

In ca. 95 % der Fille stimmen die experimentell ermittelten Molekularmassen der Proteine
mit den theoretischen Massen identifizierter Proteine in den Datenbanken iiberein. Das 146t
darauf schliessen, dass proteolytische Prozesse wihrend der Proben-Priparation zu
vernachlissigen sind. So wurde z. B. fiir das Plasmepsin 2 eine theoretische Molekularmasse
von 51 kDa angegeben. Diese Masse besitzt die Vorlauferform (Precursor) des Proteins. Die
im Gel gefundene Masse von ca. 35 kDa entspricht der fiir das mature Protein beschriebenen
Masse (37 kDa)(Banerjee et al., 2002; Siripurkpong et al., 2002). Bei der temperatur-
abhidngigen Phasentrennung durch Triton X-114 wurde nach der 2-D PAGE ein Protein mit
einer experimentellen Masse von ca. 50 kDa als Merozoite Surface Antigen 2 (MSA-2)
identifiziert (Abb. 3.24; Protein-Nr.11). Der Aminosiduresequenz zu Folge besitzt dieses
Protein allerdings eine theoretische molekulare Masse von 28 kDa. AuBlerdem wurde ein
experimenteller pI von 4,6 im Vergleich zu einem theoretischen pl von 5,4 ermittelt. Diese
Diskrepanzen konnen durch posttranslationale Modifikationen des Proteins erkldart werden
(Berhe et al., 2000; Bhattacharya et al., 1995). MSA-2 wurde bereits 1988 (Smythe et al.,
1988) als Triton X-114-l6sliches Protein charakterisiert, was in dieser Arbeit bestétigt werden
konnte.

Bei den einzelnen massenspektrometrischen Experimenten konnte die Reproduzierbarkeit der
zwei-dimensionalen Auftrennung von Proteinen und deren massenspektrometrische
Identifizierung gezeigt werden. Proteinspots, die aus verschiedenen Priparationen aufgetrennt
wurden und im Gel die gleichen Koordinaten (experimentell bestimmte Molekularmasse und
pl) besaB3en, wurden jeweils als dasselbe Genprodukt identifiziert. Dies ist am Beispiel eines

identifizierten hypothetischen Proteins aus P. falciparum in Abb. 3.26 gezeigt. Dieses

102



Ergebnisse

Genprodukt wurde in vier verschiedenen 2-D-Gelen identifiziert. Dabei wurde mit den
peptidischen Fragmenten eine Sequenzabdeckung auf Aminoséurebasis von 31, 18,13 und 6
% erreicht. 6 % Sequenzabdeckung sind zwar eher zu wenig, um eine sichere Identifizierung
des Genproduktes zu gewihrleisten, doch die Koordinaten (Molekularmasse und pl) des
Proteinspots im Gel und der Vergleich mit den verldBlich identifizierten Proteinspots lassen

demnach eine sichere Identifizierung zu.

Abb. 3.16 Abb. 3.19 Abb. 3.23 Abb. 3.25

©) E O e C e

[ . - e

Abb. 3.26: Reproduzierbarkeit der massenspektrometrischen Identifizierung eines Genproduktes am
Beispiel eines hypothetischen Proteins (Zugangs-Nr.: 23508493). Gezeigt sind vergleichbare
Ausschnitte aus vier verschiedenen 2-D Gelen (entsprechend der angegebenen Abbildungen in
dieser Arbeit), die jeweils zur Identifizierung des selben Genproduktes (Proteinspot jeweils markiert)
fuhrten.

Es sei hier darauf hingewiesen, dass in der vorliegenden Arbeit jeder untersuchte Proteinspot
als eine Proteinsspezies innerhalb der Priparation angesehen wurde. Wenn zwei
nebeneinanderliegende Proteinspots in einem 2-D Gel als ein und dasselbe Protein
identifiziert worden sind, so ist nicht bewiesen, ob es sich bei den beiden Spots wirklich um
ein identisches Protein handelt. Die Unterschiede zwischen zwei Proteinen konnen sehr klein
sein, wie zum Beispiel nur ein Aminosdureaustausch oder eine einzige Modifikation eines
Aminosdurerestes (Rappsilber und Mann, 2002). Da die Abdeckung der Sequenz eines
Proteins durch den PMF im Regelfall nicht vollstdandig ist, gehen solche Informationen oft

verloren.

103



Ergebnisse

27%

41%

59%

73%
56%
B humane und bovine Proteine W plasmodiale Proteine mit bekannter bzw. W plasmodjale Proteiqe mit bekannter bzw.
mutmaBlicher Funktion oder Aktivitat mutmaBlicher Lokalisation
M plasmodiale Proteine

o o ) M plasmodiale Proteine mit unbekannter B plasmodiale Proteine mit unbekannter
O nicht identifizierte Proteine Funktion oder Aktivitat Eokalisation

19%

26%

55%

55%
W Proteine mit vorhergesagtem Signalpeptid B Hypothetische Proteine

B Proteine ohne vorhergesagtem Signalpeptid W bekannte Proteine

O Proteine mit mutmapBlicher Funktion/Aktivitat

Abb. 3.27: Prozentuale Verteilung der Proteine, die in dieser Arbeit mittels MALDI-TOF MS analysiert worden sind, bezlglich ihrer biologischen Funktion/Aktivitat
oder zellularen Lokalisation. Identifizierte humane Proteine und bis dato durch den Peptide Mass Fingerprint nicht identifizierbare Proteine sind ebenfalls
aufgefiihrt. AuBerdem ist dargestellt, bei welchem Anteil der identifizierten plasmodialen Proteine ein Signalpeptid vorhergesagt werden konnte, welchen Anteil
die hypothetischen Proteine, bereits bekannte Proteine und Proteine mit mutmabBlicher biologischer Funktion/Aktivitdt (in der Datenbank mit dem Vermerk
Jputative” ausgestattete Genprodukte).
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3.10 Die Identifizierung von Proteinen des Rhoptrien-
Mastergels

In der vorliegenden Arbeit wurde die Reproduzierbarkeit der 2-D PAGE-Technik genutzt, um
iiber Massenspektrometrie identifizierte Proteine den Proteinspots des Rhoptrien-Mastergels
zuzuordnen. Um jeweils das Mastergel mit einem préparativen Gel zu vergleichen, wurde sich
der Zwei-Kanal-Methode (Dual channel imaging) bedient (Bernhardt et al., 1999). Hierzu
wurde die Adobe Photoshop Version 5.0 verwandt.

Das Ergebnis ist in Abb. 3.28 zu sehen. 26 verschiedene identifizierte Proteine konnten den
Proteinspots des Mastergels zugeordnet werden. Darin sind 6 hypothetische Proteine
enthalten, die bisher in keiner Weise charakterisiert worden waren. Bei Albumin, Actin und
zumindest einigen Heat shock Proteinen ist anzunehmen, dass es sich dabei um
Proteinkontaminationen in der Prédparation handelte. Es sei hier erwéhnt, dass deutlich
gefirbte Proteine des Mastergels bisher noch nicht identifiziert werden konnten. Zum einen
konnten diese Spots auf pridparativen Gelen nicht ausgemacht werden oder es konnte
wiederholt kein zur Identifizierung brauchbares PMF generiert werden, da entweder keine

oder nur sehr wenige Peptide nach der tryptischen In-gel-Spaltung eluiert werden konnten.
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Abb. 3.28: Identifizierte Proteine, die dem Rhoptrien-Mastergel zugeordnet werden konnten. Aus

praparativen 2-D Gelen identifizierte Proteine sind entsprechenden Proteinspots des Mastergels aus
der Rhoptrien-Praparation zugeordnet. ABRA: Acidic Basic Repeat Antigen; SERA: Serine Rich
Antigen; HSP: Heat Shock Protein; MSA-2: Merozoite Surface Antigen 2; PDI: Protein Disulfide
Isomerase; HAP: Histo-Aspartic Protein; TEF1B: Translation Elongation Factor 1 beta; MSP-7:
Merozoite Surface Protein 7; EXP-1, -2: Exported Protein 1 und 2.

3.11 Stadienspezifische Expression von Proteinen

Ziel der massenspektrometrischen Untersuchungen war es, nach bisher noch nicht
identifizierten Proteinen zu fahnden, die aus subzelluldren Fraktionen des Parasiten stammen.
In diesem Zusammenhang wurden 20 hypothetische Proteine aus P. falciparum identifiziert.
Bei den beiden hypothetischen Proteinen, die aus den Proteinspots 31 und 32 in Abb. 3.15
identifiziert wurden (Zugangs-Nr. 23505159 und 23613776), wurde in beiden Fillen ein N-

terminales Signalpeptid vorhergesagt, was auf eine nicht-cytosolische zelluldare Lokalisation
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dieser Proteine hindeutet. Mittels metabolischer Markierung konnte, wie in Abb. 3.29 gezeigt,
die stadienspezifische Expression beider Genprodukte nachgewiesen werden. Beide
Proteinspots treten spit im intraerythrocytiren Entwicklungszyklus des Erregers (ab ca. 38 h

nach Infektion) auf.

24h-32h 32h-38h 38h—-44h 44h-50h

> -
s O (o * P o
o o o o
Hyp. Protein
Hyp. Protein (23613776)
(23505159)

Abb. 3.29: Autoradiogramme von 2-D Gelen zur Darstellung der Expression zweier hypothetischer
Proteine (Zugangs-Nr. 23505159 und 23613776, weiBe Markierung). Die Expression der Proteine
wurde durch metabolische Markierung mit [358]-Methionin in 6-Stunden-Intervallen von 24 h bis 50 h
nach Beginn eines Infektionszyklus und 2-D PAGE beobachtet. Die Entwicklungsstadien der Parasiten
befanden sich in einem Zeitfenster von ca. 4 bis 6 h. Gezeigt sind Ausschnitte aus den jeweiligen
Réntgenfilmen (mit Zeitintervall nach Infektion der Erythrocyten), die mit den entsprechenden
radioaktiv-markierten 2-D Gelen exponiert worden waren. Zusétzlich ist fiir das Zeitintervall von 38 h
bis 44 h nach Infektion ein Zwei-Kanal-Bild (Bernhardt et al., 1999) abgebildet, das den gleichen
Ausschnitt des Silber-geférbten 2-D Gels (griine Proteinspots) und des Réntgenfilms (rote
Proteinspots) Ubereinandergelagert zeigt. Die beiden identifizierten hypothetischen Proteine sind
jeweils mit weiBen Kreisen markiert. Nicht-stadienspezifische Proteine sind mit schwarzen Kreisen

umrandet.

Bei vier hypothetischen Proteinen konnte kein entsprechender Proteinspot einwandfrei im
Autoradiogramm zugeordnet werden. Dies lag zum einen daran, dass das identifizierte Protein
eine grofle molekulare Masse besall und nicht sauber von anderen Proteinspots in der 2-D
PAGE getrennt werden konnte, und zum anderen daran, dass in diesem
Molekularmassenbereich die Proteinspots im Autoradiogramm zu schwach abgebildet waren.
Im Falle der anderen hier identifizierten hypothetischen Proteine konnte festgestellt werden,
dass deren Expression nicht auf Schizonten beschrinkt ist, sondern bereits in Trophozoiten
stattfindet. So zeigt z. B. Abb. 3.30 die radioaktive Markierung zweier Proteinspots, die beide
als hypothetische Proteine mit der gleichen Zugangs-Nr. identifiziert wurden. Beide

Proteinspots treten in allen Autoradiogrammen auf.
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Abb. 3.30: Autoradiogramme von 2-D Gelen zur Darstellung der Expression zweier hypothetischen
Proteine (Spots 14 und 15; Zugangs-Nr. 23508493) aus Abb. 3.15. Die Expression der Proteine (weif3
umrandet) wurde durch metabolische Markierung mit [358]-Methionin in 6-Stunden-Intervallen von 24 h
bis 50 h nach Beginn eines Infektionszyklus und 2-D PAGE beobachtet. Die Entwicklungsstadien der
Parasiten befanden sich in einem Zeitfenster von ca. 4 bis 6 h. Gezeigt sind Ausschnitte aus den
jeweiligen Rontgenfilmen (mit Zeitintervall nach Infektion der Erythrocyten), die mit den

entsprechenden radioaktiv-markierten 2-D Gelen exponiert worden waren.

Das gleiche gilt fiir das identifizierte hypothetische Protein in Abb. 3.31. Der entsprechende
Proteinsspot ist in allen Autoradiogrammen zu sehen. Allerdings scheint der Spot im Verlaufe
der Parasiten-Entwicklung (vom Trophozoiten zum maturen Schizonten) deutlicher zu

werden, was auf eine erhohte Expressionsrate schliessen lie3e.

24h-32h 32h-38h 38h-44h 44 h-50 h
- - . -
" Hx Tax
Abb. 3.31: Autoradiogramme von 2-D Gelen (Ausschnitte) zur Darstellung der Expression des
hypothetischen Proteins (Spot 70; Zugangs-Nr. 23508265) im Zeitraum von 24 bis 50 h nach Beginn
eines Infektionszyklus (Invasion von Merozoiten). Die Entwicklungsstadien der Parasiten befanden
sich in einem Zeitfenster von ca. 4 bis 6 h. Gezeigt sind Ausschnitte aus den jeweiligen Réntgenfilmen

(mit Zeitintervall nach Infektion der Erythrocyten), die mit den entsprechenden radioaktiv-markierten 2-

D Gelen exponiert worden waren.

Bei anderen, in der Literatur bereits ndher beschriebenen Proteinen lédsst sich die Expression
in Abhéngigkeit des Parasitenstadiums ebenfalls kontrollieren. Falcipain 2 und EXP-2 wurden

nach den hier gezeigten Untersuchungen sowohl in Trophozoiten, als auch im spiten
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Schizonten synthetisiert. Im Falle des Merozoiten Surface Protein 7 (MSP-7) konnte

festgestellt werden, dass dessen Synthese erst sehr spit im Entwicklungszyklus stattfindet.

24 h-32 h 32 h-38 h 38 h-44 h 44 h-50 h
® exp-2 * - @®exr2 - @EXP-2 © Exp-2
©e® - ®o® X0 MSP-7 @ O @ VsP7=
Falcip©;1in2 é F-alcipain2 @ .F-alcip®ain2 @ Falcipain 2

Abb. 3.32: Autoradiogramme von 2-D Gelen (Ausschnitte) zur Darstellung der Expression von Falcipain
2, EXP-2 (schwarz markiert) und MSP-7 (wei3 markiert) im Zeitraum von 24 bis 50 h nach Beginn
eines Infektionszyklus (Invasion von Merozoiten). Die Entwicklungsstadien der Parasiten befanden
sich in einem Zeitfenster von ca. 4 bis 6 h. Gezeigt sind Ausschnitte aus den jeweiligen Réntgenfilmen
(mit Zeitintervall nach Infektion der Erythrocyten), die mit den entsprechenden radioaktiv-markierten 2-
D Gelen exponiert worden waren. Drei weitere Proteinspots, die in allen Autoradiogrammen zu sehen

waren, sind zusatzlich schwarz markiert.

24 h-32 h 32 h-38 h 38 h-44 h 44 h-50 h
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Abb. 3.33: Autoradiogramme von 2-D Gelen (Ausschnitte) zur Darstellung der Expression von histo-
aspartic protein (HAP) im Zeitraum von 24 bis 50 h nach Beginn eines Infektionszyklus (Invasion von
Merozoiten). Die Entwicklungsstadien der Parasiten befanden sich in einem Zeitfenster von ca. 4 bis 6
h. Gezeigt sind Ausschnitte aus den jeweiligen Réntgenfiimen (mit Zeitintervall nach Infektion der
Erythrocyten), die mit den entsprechenden radioaktiv-markierten 2-D Gelen exponiert worden waren.
Der Proteinsspot des identifizierten HAP ist wei3 umrandet. Andere markierte Proteine, die in allen

untersuchten Entwicklungsstadien synthetisiert werden sind schwarz umrandet.
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3.12

Untersuchungen zum Histo-Aspartic Protein (HAP)

Das Histo-Aspartic Protein (HAP) wurde in dieser Arbeit mehrfach wihrend der

massenspektrometrischen Analyse von Proteinen aus einem Proteinspot identifiziert. Ein

Massenspektrum ist in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abb. 3.34: PMF des Histo-Aspartic Protein (HAP). Das Spektrum wurde mit trypsinisierten Peptiden aus

Spot 24 aus Abb. 3.15 generiert. Die Abdeckung der Aminosduresequenz von HAP mit den

erhaltenen Peptiden betrug 23 %.

61
121
181
241
301
361
421

MNLTIKEEDFE
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Abb. 3.35: Aminoséure-Sequenz von HAP (23509299). Die Peptidsequenzen sind fett markiert, deren
monoisotopische Masse (MH*) mit Massen des PMF von HAP Ubereinstimmen. Links zeigen die

Zahlen die Positionen der Aminosaurereste zu Beginn jeder Zeile an.
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Durch das PMF des Proteins wurde das Genprodukt identifiziert. Es fillt auf, dass die
Peptide, die mit dem PMF und der Aminosduresequenz von HAP iibereinstimmen, ab D133
C-terminal in der Sequenz liegen. Das Polypeptid D133-1.451 hat eine berechnete Molekulare
Masse von 36 kDa und einen pI von 5.17 (Abb. 3.35). Bezieht man die Sequenzabdeckung
der treffenden Peptide auf diese Polypeptid-Sequenz, ergibt sich eine prozentuale Abdeckung
von 33 % an Stelle von 23 %, wie es fiir die gesamte Sequenz berechnet wurde.

Es wurde festgestellt, dass dieses Protein im Mastergel aus der Rhoptrien-Priparation
enthalten war. Die zelluldre Lokalisation dieses Proteins sowie seine biologische Aktivitit
war bis dato unbekannt. HAP besitzt eine groBle Sequenzidentitit (~60 %) mit den
Plasmepsinen I und II. Es sind einige Aminosidure-Austausche bekannt, die die biologische
Aktivitdt des Proteins bestimmten konnten, z. B. der Austausch eines bei den Plasmepsinen
katalytischen Aspartatrestes gegen einen Histidinrest (Berry et al., 1999). Im Rahmen dieser
Arbeit wurde die Herstellung von Antiseren gegen zwei Peptide aus der HAP-Sequenz in
Auftrag gegeben (Eurogentec, Belgien, DOUBLE-XP Programm; s. Kapitel 2.1.3). Neben
den Seren wurden auch mit den eingesetzten Epitopen Affinitidts-gereinigte Antikorper
erhalten. Im Western-Blot erkannte der anti-HAP-IgG zwei Banden bei ca. 40 und 25 kDa
(Abb. 3.36). In der Immunfluoreszenz-Mikroskopie konnte mit dem IgG eine Markierung
nachgewiesen werden, die bei Schizonten hauptsidchlich um die Parasiten-Kerne herum liegt,

allerdings nicht mit der Nahrungsvakuole kolokalisert (Abb. 3.36).
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Abb. 3.36: Immunologischer Nachweis von HAP in Schizonten aus P. falciparum durch Western-Blot (I;
anti-HAP-IgG 1:500) und Immunfluoreszenz-Mikroskopie (llI; anti-HAP-IgG 1:200). In 1) wurden 1x10°
Zellen fir die SDS-PAGE aufgetragen und die Signale auf der Membran mit Pfeilen gekennzeichnet.
Die molekularen Massen der Grdssenstandards sind in kDa angegeben. In Il) wurde der primére
Antikérper mit Alexa-488-gekoppeltem sekundarem Antikérper markiert (A; die Nahrungsvakuole ist
mit einem weiBen Pfeil angedeutet) und die Nuklei mit Hoechst 33258 (B). In Il C sind die Bilder A und
B Ubereinandergelagert. (MaBstab = 5 um)

3.13 Isolierung von PEMS

Merozoitenstrukturen, die durch den EinfluB von E64 allein von der parasitophoren
Vakuolenmembran (PVM) umschlossen werden, stellen laut Salmon et al. (2001) ein
hervorragendes Ausgangsmaterial fiir die weitere Reinigung der PVM und von
Merozoitenstadien dar. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, bislang nicht bekannte Proteine
der PVM zu finden. Aus diesem Grund wurde das Protokoll der Isolierung von PEMS
iibernommen und weitergefiihrt.

Die Préparationen wurden geméll Abschnitt 2.2.5 durchgefiihrt. PEMS wurden entweder mit

einem 40 %(v/v) Percoll-Kissen aus einer E64-inkubierten Kultur isoliert oder es wurden
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zundchst 5- bis 7-kernige Schizonten mit einem 65 %(v/v) Percoll-Kissen aus einer

synchronen Kultur isoliert und danach mit E64 inkubiert. Beide Methoden zeigten die

gleichen Ergebnisse. Im Folgenden sind Abbildungen dargestellt, fiir die die PEMS mit der

letzteren Methode pripariert worden sind. In Giemsa-gefirbten Kulturausstrichen erkennt

man deutlich zusammenhéngende, punktformige Strukturen (Abb. 3.37). Intakte Erythrocyten

sind hier nicht zu finden. Betrachtet man im Vergleich Abb. 3.38, so wird der Effekt von E64

auf die Parasiten deutlich. Unbehandelte mature Parasiten sind zu erkennen als Merozoiten-

Cluster, die jeweils von der Wirtszelle umgeben werden. Die Wirtszellkomponenten bei E64-

behandelten Parasiten sind nicht so leicht zu erkennen. Vielmehr scheinen die Merozoiten-

Cluster eher lose zusammenzuhingen. Hidmozoinkristalle sind jeweils in diese Cluster

eingeschlossen.

Abb. 3.37: Giemsa-gefarbte Ausstriche einer PEMS-Préparation (8h, 10 uM E64). In A ist ein MaBstab

von 10 um und in B von 5 pm eingezeichnet.

Abb. 3.38: Giemsa-gefarbter Ausstrich von Percoll-angereicherten maturen Stadien (MaBstab: 5 um)
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Abb. 3.39: Immunologischer Nachweis von humanem Bande 3-Protein in der PEMS-Fraktion und in
nicht-infizierten Erythrocyten durch Western-Blotting. Pro Spur wurden 0,4 pl sedimentierte PEMS
bzw. RBC aufgetragen. Es wurde ein monoklonaler anti-humanes Bande 3-Protein IgG (Sigma; 1:500)
und anti-Maus-1gG, konjugiert an Alkalische Phosphatase (Sigma) eingesetzt. Der Nachweis von
Bande 3-Protein erfolgte Uber die Alkalische Phosphatase-Reaktion. Die molekularen Massen des
GroBenstandards sind in kDa angegeben.

Die PEMS-Fraktion wurde im Vergleich zu nicht-infizierten RBC auf das Vorhandensein von
humanem Bande 3-Protein im Western-Blot getestet (Abb. 3.39). Es stellte sich heraus, dass
eine Bande bei ca. 100 kDa in beiden Spuren nachgewiesen werden konnte. Dies entspricht
der molekularen Massen von humanem Bande 3-Protein. Obwohl die Bande in der PEMS-
Fraktion schwicher erschien als bei nicht-infizierten RBC, war das erhaltene Signal deutlich.
Bei den PEMS konnte eine zusitzliche Bande bei 20 kDa nachgewiesen werden, die bei nicht-
infizierten RBC fehlt. Umgekehrt erschien hier eine Bande bei 53 kDa, die in der PEMS-
Fraktion nicht nachgewiesen werden konnte. Demnach sind die Signale in beiden Proben
unterschiedlich, obwohl Bande 3-Protein iiberall nachgewiesen werden konnte.

Um das Bande 3-Protein und Parasitenproteine in den Pridparaten zu lokalisieren, wurde auf
Immunfluoreszenz-Mikroskopie (IFA) zuriickgegriffen. In den folgenden Abbildungen sind
lokalisierte Parasitenproteine jeweils rot dargestellt, Wirtszellkomponenten griin und die
Nuklei blau. In Abb. 3.40 handelt es sich um iRBC, die iiber ein Percoll-Kissen angereichert
worden sind. Ohne den Einflul von E64 kann EXP-1, ein Parasitenprotein der PVM,
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innerhalb der Wirtszellen lokalisiert werden. Die Kernfirbung beweist, dass es sich um
vielkernige mature Parasitenstadien handelt. In Abb. 3.41 ist ein Ausschnitt eines Ausstrichs
von Zellen gezeigt, die E64 ausgesetzt worden waren. EXP-1 kann nicht innerhalb der
Wirtszelle lokalisiert werden, sondern — zusammen mit den Nuklei — auBBerhalb dieser. Die
griine Farbung als Markierung von humanem Bande 3-Protein der RBC-Membran kann nicht
mit EXP-1 kolokalisert werden. Auffallend sind in Abb. 3.41 die griin gefirbten Zellen, in
denen keine Nuklei markiert sind. Fiir diesen Versuch wurden Parasiten mit Percoll
angereichert, was zu einer Parasitdmie von 97 % fiihrte. Die nachfolgende Inkubation mit E64
fir 8 h erhohte demnach den Anteil von Erythrocyten-Strukturen, die frei von Parasiten

waren, was durch deren fehlende Nuklei-Markierung deutlich wird.

Abb. 3.40: Immunfluoreszenz-Aufnahme von angereicherten Schizonten. (A: Lokalisation von EXP-1; B:
Lokalisation von Bande 3; C: Hoechst 33258 (Nuklei-Markierung); D: liberlagerte Bilder)

Abb. 3.41: Immunfluoreszenz-Aufnahme von Ausstrichen einer PEMS-Préparation. (A: Lokalisation von
EXP-1; B: Lokalisation von Bande 3; C: Hoechst 33258 (Nuklei-Markierung); D: Uberlagerte Bilder.

In Abb. 3.42 ist dargestellt, wie zusammenhédngende Merozoiten, die von der PVM umgeben
sind, aus der Wirtszelle herausgetreten sind. Auch hier wurde sich der Markierung von EXP-1

(A; rot) und des erythrocytdren Bande 3-Proteins (B; griin), sowie der Parasiten-Kernfirbung
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(C; blau) bedient. In der Durchlichtaufnahme (E) erkennt man gut die zusammenhingenden
Merozoiten sowie das lichtundurchlidssige Himozoin. Die iibereinandergelagerten Bilder in
(D) machen deutlich, dass die Merozoiten-Struktur mit EXP-1 kolokalisiert, es aber an der
gleichen Stelle nur eine schwache griine Fluoreszenz gibt, also Bande 3 zumindest partiell
enthalten ist. Dies wird auch in Abb. 3.43 bestitigt. EXP-1 und Nuklei konnen in demselben
Cluster nachgewiesen werden. Nur an einer einzigen kleinen Stelle dieser Struktur kann eine

Griinfluoreszenz erkannt werden.

|

Abb. 3.42: Immunfluoreszenz-Aufnahme eines maturen E64-behandelten Parasiten wahrend des
Verlassens der Wirtszelle (A: Lokalisation von EXP-1; B: Lokalisation von Bande 3; C: Hoechst 33258
(Nuklei-Markierung); D: Uberlagerte Bilder A-C; E: Transmissionsbild des gleichen Bildausschnitts.
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Abb. 3.43: Immunfluoreszenz-Aufnahme eines Merozoiten-Clusters aus einer PEMS-Préparation, (A:
Lokalisation von EXP-1; B: Lokalisation von Bande 3; C: Hoechst 33258 (Nuklei-Markierung); D:
Uberlagerte Bilder A, B und C; E: Durchlicht-Aufnahme F: Uberlagerte Bilder D und E). Ebenfalls zu
erkennen ist eine deutliche Grin-Markierung einer Struktur, in der keine Nuklei nachgewiesen werden

konnten. (MaBstab = 10 um)

Abb. 3.44: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von isolierten und in LR-White eingebetteten PEMS-

Préparaten. Die Préparate wurden vor der Einbettung in 4 % PFA/PBS fixiert. Die Ultradlinnschnitte

wurden mit Uranylacetat und Bleicitrat nach Reynolds kontrastiert.

Um die Merozoitenstrukturen aus der Prédparation nidher zu untersuchen, wurde auf die

Elektronenmikroskopie zuriickgegriffen. Wie bereits beschrieben, wurden angereicherte
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Parasiten mit E64 inkubiert und danach die priparierten Merozoitenstrukturen
elektronenmikroskopisch untersucht.

Abb. 3.44 zeigt drei verschiedene Merozoitenstrukturen. Die Merozoiten scheinen
morphologisch intakt zu sein. Z. T. erkennt man gut die paarig angelegten, elektronendichten
Rhoptrien. Im mittleren Bild ist die gut sichtbare Nahrungsvakuole angeschnitten und deren
Héamozoin-Einlagerungen sind deutlich zu erkennen. Auffallend ist, dass die Merozoiten
jeweils nicht lose zusammen liegen, sondern jede Gruppe von Merozoiten durch eine einzige
Membran umgeben wird. Innerhalb dieser Merozoiten-Gruppen kann kein homogenes,
elektronendichtes Material nachgewiesen werden, wie es fiir intakte intrazelluldare Stadien der
Fall ist. Um den Ursprung der umgebenden Membran zu kldaren, wurde Bande 3-Protein
elektronenmikroskopisch immunolokalisiert. Die Ergebnisse dazu sind in Abb. 3.45

dargestellt.
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Abb. 3.45: Elektronenmikroskopische Aufnahme von isolierten und mit E64-behandelten Parasiten.
Préparate wurden in 4 % PFA/PBS fixiert und nach der Entwasserung in der Ethanolreihe in LR-White
eingebettet. Ultradlinnschnitte wurden mit monoklonalem Antikérper gegen humanes Bande 3-Protein
(Sigma, 1:500) und danach mit 12 nm kolloidalem Gold-konjugiertem sekundarem Antikérper (Ziege-
anti-Maus 1gG) inkubiert. Die Schnitte wurden schlieBlich mit Uranylacetat und Bleicitrat nach
Reynolds kontrastiert. In (B) ist der markierte Ausschnitt aus (A) vergréBert abgebildet. Die
Goldmarkierungen an der Membran sind mit Pfeilképfen in (B) hervorgehoben. Rhoptrien (R) und
Hamozoinkristalle (Nahrungsvakuole) sind z. T. markiert.
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Es ist gut zu erkennen, dass die die Merozoiten umgebende Membran markiert worden ist.
Demzufolge befindet sich das Epitop aus dem Bande 3-Protein bei einem nicht
unbeachtlichen Teil der Merozoiten-Strukturen in bzw. an dieser Membran, was darauf
hindeutet, dass es sich dabei um die Erythrocytenmembran handelt. Allerdings konnten die
sonst elektronenmikroskopisch gut sichtbaren knob-Strukturen auf der Membran infizierter
Erythrocyten nicht ausgemacht werden. Da aber die PVM anscheinend nicht sichtbar ist,
mufte ausgeschlossen werden, dass es sich bei der Beobachtung um ein Prédparations- Artefakt
handelt. Aus diesem Grund wurden Préparate fiir morphologische EM-Untersuchungen mit

Glutaraldehyd, PFA und Osmiumtetroxid fixiert.

Abb. 3.46: Elektronenmikroskopische Aufnahmen einer PEMS-Préparation. Alle Strukturen befanden
sich in derselben Praparation. Die Probe wurde flir morphologische Studien in Epon eingebettet.

Wie in Abb. 3.46 A und B zu erkennen ist, sind auch hier die entwickelten Merozoiten von

nur einer Membran umgeben. In denselben Pridparaten wurden auch Strukturen wie in Abb.
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3.46 C und D gesichtet. Es wurde festgestellt, dass ca. 50 % der Merozoiten-Strukturen von
nur einer Membran umgeben sind und die andere Hélfte von zweien. In C sieht man deutlich,
dass die Merozoiten von zwei Membranen umgeben sind. Hier steht fest, dass es sich bei der
inneren Membran um die PVM und bei der duleren um die Plasmamembran des Erythrocyten
handelt. Des Weiteren waren auch Strukturen wie in D zu sehen. In Zusammenhang mit den
Ergebnissen aus der Immunfluoreszenz-Mikroskopie, wo festgestellt wurde, dass die PEMS-
Préaparationen durch Erythrocytenmembranen verunreinigt sind, handelt es sich bei Abb. 3.46
D wohl um cytoplasmafreie Erythrocyten (Ghosts). Damit muf3 die Frage gestellt werden: Ist
die Immunolokalisierung des humanen Bande 3-Proteins an der die Merozoiten umgebenden
Membran ein tatsdchlicher Befund aufgrund einer spezifischen Bindung des Antikorpers an
das Bande 3-Protein bzw. ein Fragment dessen oder handelt es sich hierbei um ein artifizielles
Ergebnis? Um diese Frage zu beantworten, wurde ein anderer Antikdrper gegen ein weiteres
humanes Erythrocytenprotein, nimlich Glycophorin, eingesetzt. Bei dem Antikorper handelt
es sich ebenfalls — wie bei dem anti-Bande 3-Antikorper — um einen monoklonalen
Antikorper mit Ursprung in der Maus. Der Antikorper erkennt nach Herstellerangaben
humanes Glycophorin A und B und wurde zusammen mit einem Kaninchenserum gegen das
Serine-Rich Protein (SERP; Ansorge et al.,, 1996; Knapp et al., 1991) aus Plasmodium
falciparum in der Immunfluoreszenz-Mikroskopie eingesetzt. SERP ist ebenso wie EXP-1 mit
der parasitophoren Vakuole des Parasiten assoziiert. Das Ergebnis ist in Abb. 3.47 dargestellt.
Trotz einer schwachen griinen Hintergrund-Fluoreszenz wird deutlich, dass in der PEMS-
Préaparation Merozoiten-Cluster vorliegen, die mit SERP kolokalisieren, allerdings nicht mit
Glycophorin A+B. Parallel wurden Parasiten in Kultur ebenso fiir die Immunfluoreszenz-
Mikroskopie eingesetzt, um die Funktionalitit des Anti-Glycophorin A+B-Antikorpers zu
zeigen (Abb. 3.48). Erwartungsgemil3 erkennt hier der monoklonale Antikdrper auch
nichtinfizierte Erythrocytenmembranen, was an der griinen Markierung zu erkennen ist. Eine
Lokalisation von Glycophorin in den Merozoiten-Clustern konnte elektronenmikroskopisch

nicht gezeigt werden.
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Abb. 3.47: Immunfluoreszenz-Aufnahme von Ausstrichen einer PEMS-Praparation. A: Lokalisation von
SERP, 1:40; B: Lokalisation von Glycophorin A+B, 1:40; C: Hoechst 33258-Markierung (Nuklei-
Markierung); D: Uberlagerte Bilder A — C. Der MaBstab entspricht 10 um.

10 ™

Abb. 3.48: Immunfluoreszenz-Aufnahme eines Ausstrichs von Zellen einer Parasitenkultur. (Rot:
Lokalisation von SERP, 1:40; Griin: Lokalisation von Glycophorin A+B, 1:40; Blau: Hoechst 33258-
Markierung (Nuklei-Markierung)
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3.14 Praparation der parasitophoren Vakuolen-Membran

Ziel der PEMS-Priparation war es, ein Protokoll zu entwickeln, um die die Merozoiten-
Cluster umgebende Membran (PVM) zu isolieren und deren Protein-Zusammensetzung zu
studieren.

Aus diesem Grund wurde das Protokoll von Salmon et al. (2001) erweitert, wie schematisch

in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abb. 3.49: Schematische Darstellung zur Praparation der PVM. Als Ausgangsmaterial dienten hier
Praparationen von PEMS gemaB Salmon et al. (2001) (links mit schematisierten Merozoiten und
Nahrungsvakuole inklusive H&mozoin-Pigment). Zur Scherung der PEMS wurde eine Kanile mit

einem Innendurchmesser von 0,9 mm eingesetzt.

Angereicherte PEMS dienten hierfiir als Ausgangsmaterial und wurden mittels Scherkréften
aufgeschlossen. Die resultierende Suspension wurde zentrifugiert, um Merozoiten und
Himozoin zu sedimentieren. Der Uberstand wurde abgenommen und schlieBlich mit 100.000
g zentrifugiert. Es entstand ein weiBliches Sediment. Zur Uberpriifung der Priparationen
wurden entsprechende Fraktionen mittels Giemsa-Losung gefiarbt. Wie in Abb. 3.50
dargestellt, konnten entsprechende Merozoiten-Cluster in der E64-behandelten Kultur erkannt
werden (A bis C) und diese von nicht-infizierten Erythrocyten isoliert werden (D und E).
Nach dem Scheren wurden die Merozoiten erhalten (F). Dieses Ergebnis stimmte mit dem

Erwarteten iiberein.
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Abb. 3.50: Giemsa-Farbung einzelner Fraktionen wéhrend der Praparation von Merozoiten und der
PVM. In A bis C sind Zellen aus einer E64-behandelten Parasiten-Kultur abgebildet. D und E zeigen
isolierte Merozoiten-Cluster und in F sind Merozoiten zu sehen, die nach dem AufschluBB3 der
Merozoiten-Cluster gewonnen wurden (MaBstébe: je 10 um).

Das nach der Ultrazentrifugation erhaltene Sediment wurde komplett fiir die 2-D PAGE
eingesetzt. Das Ergebnis ist in Abb. 3.51 als PVM-Mastergel dargestellt. Es sind ca. 250
Proteinspots zu sehen, wobei ca. 80 % der Proteinspots eine molekulare Masse von 50 bis 200
kDa besitzen. Das Proteinspot-Muster dieses gefiarbten Gels wurde nach der Zwei-Kanal-
Methode von Bernhardt et al. (1999) mit 2-D Gelen verglichen, die fiir die vorangegangenen
massenspektrometrischen Untersuchungen verwandt wurden. Es wurde festgestellt, dass neun
Genprodukte von P. falciparum bereits identifiziert worden sind. Dazu gehoren EXP-1 und
EXP-2, die beide mit der PVM assoziiert sind (Simmons et al., 1987; Johnson et al., 1994).
Deutlich gefiarbte Proteinspots konnten identifizierten Heat Shock Proteinen (HSP) bzw.
Actin zugeordnet werden. Das charakteristische Spotmuster bei ca. 30 bis 35 kDa und pl von
ca. 4,8 konnte zuvor als 14-3-3 Proteine und als Proliferating Cell Nuclear Antigen (Cyclin)
identifiziert werden. Die direkte Identifizierung von Proteinen aus der PVM-Priparation
werden in Zukunft mit priparativen 2-D Gelen durchgefiihrt werden.

Erythrocytire Proteine konnten in der Pridparation nicht als deutliche Proteinspots festgestellt

werden. Dies zeigt beispielhaft der Vergleich mit dem 2-D Gel Abb. 3.52. Es wurden nicht-
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infizierte Erythrocyten mittels Saponin lysiert, dann das Detergenz ausgewaschen und die
Membranfraktion zur 2-D PAGE eingesetzt. Das Proteinspot-Muster unterscheidet sich
deutlich von dem in Abb. 3.51.

In beiden Fillen wurde eine membrandse Fraktion zur elektrophoretischen Auftrennung der
enthaltenen Proteine eingesetzt. Dass eine Extraktion von Membranproteinen moglich ist
zeigt Abb. 3.52, in der das Bande 3-Protein markiert ist. Dieses Protein besitzt 12
Transmembranhelices und zeigt in der 2-D PAGE eine charakteristische Spotform (Rabilloud
et al.,, 1999). Das Fehlen dieses Spots in Abb. 3.51 deutet darauf hin, dass in der PVM-

Préparation keine oder eine nicht nachweisbare Menge an Bande 3-Protein enthalten ist.
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Abb. 3.51: 2-D Gel mit aufgetrennten Proteinen aus der PVM-Praparation (PVM-Mastergel). Es wurde
ein pH-Gradient von 4-7 in der ersten Dimension verwandt. Das Gel wurde silbergeférbt. Proteinspots,
die mittels bisheriger MALDI-TOF MS identifiziert werden konnten, sind markiert und beschriftet. Die
Molekularmassen der GroBenstandards sind in kDa angegeben. (PODggs: humane Thioredoxin-
Peroxidase aus Erythrocyten; HSP: Heat Shock Protein; EXP: Exported Protein)

Um zu kléren, ob erythrocytire Membranen in der Merozoiten-Fraktion zu finden sind, wurde
auch diese Fraktion in der 2-D PAGE eingesetzt. Das entstandene 2-D Gel wurde dann
anhand des Bande 3-Proteins und Spectrins mit dem Gel verglichen, in dem Proteine aus der

PVM-Priparation aufgetrennt worden waren (PVM-Mastergel). Der Vergleich der beiden
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Gele ist in Abb. 3.53 zu sehen. Sowohl das Bande-3 Protein als auch Spectrin konnten

deutlich in der Merozoiten-Fraktion erkannt werden, aber nicht im PVM-Mastergel.
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Abb. 3.52: Silbergefarbtes 2-D Gel mit aufgetrennten Proteinen aus Erythrocyten-Ghosts. Erythrocyten

wurden mittels Saponin-Behandlung lysiert, das Saponin entfernt und die entstandene Membran-
Fraktion fir die 2-D PAGE eingesetzt. Es wurden die Proteine aus 2x10” Ghosts fir die 2-D PAGE
eingesetzt. Die molekularen Massen der GréBenstandards sind in kDa angegeben. Zusatzlich ist das
Bande 3-Protein im Gel markiert (s. dazu Rabilloud et al. (1999)).

AuBerdem ist in Abb. 3.53 zu sehen, dass EXP-1 und EXP-2 im PVM-Mastergel angereichert
worden sind, aber nicht in der Merozoiten-Fraktion (Mz-Gel) gefunden wurden. Andere Protein-
Spots sind dagegen in beiden Gelen gleich intensiv gefirbt. Diese Proteine, die in beiden Gelen
zu finden sind, sind durch die Uberlagerung von Rot- und Griin-Kanal gelb gefirbt. Es wurden
18 Proteinspots gefunden, die nur im PVM-Mastergel zu finden waren und nicht im Mz-Gel.
Viele abundante Proteine wie HSP und Actin waren in beiden Gelen zu finden, dagegen konnten
die bekannten Proteine der PVM, EXP-1 und EXP-2, in der PVM-Fraktion angereichert werden.
Andere Proteine, wie die Phosphoethanolamine N-Methyltransferase erschienen gleich stark
gefirbt in beiden Gelen, wihrend die 14-3-3 Proteine relativ stirker in der Merozoiten-Fraktion

angereichert waren.
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Abb. 3.53: Vergleich zwischen PVM-Mastergel und dem 2-D Gel mit Proteinen der Merozoiten-Fraktion
(Mz). Die Positionen von Spectrin und Bande 3 sind im Mz-Gel markiert und die entsprechenden
Bereiche im PVM-Mastergel , in dem beide Proteine nicht ausgemacht werden konnten. Rechts sind
Zwei-Kanal-Bilder der Regionen von EXP-1 und EXP-2 abgebildet (Rot: PVM-Mastergel, grin: Mz-
Gel). Die Positionen von EXP-1 und EXP-2 wurden zusatzlich im PVM-Mastergel markiert. Die
molekularen Massen der GréBenstandards sind fiir das PVM-Mastergel in kDa angegeben.

3.15 Der Effekt des Biotin-markierten Aziridin-2,3-
dicarbonsaure-Derivates auf erythrocytare Stadien von

P. falciparum

Laut Salmon et al. (2001) soll eine Cystein-Protease-Aktivitit dafiir verantwortlich sein, dass
eine Evasion der Merozoiten aus der infizierten Wirtszelle erfolgen kann. Um die
entsprechende(n) Protease(n) aufzuspiiren, wurde neben E64 ein weiterer Cystein-Protease-
Inhibitor gegen intraerythrocytire Plasmodien eingesetzt. Der Vorteil dieses zusitzlichen
Inhibitors liegt darin, dass er biotinyliert ist, was einen direkten Nachweis mittels Streptavidin
ermoglicht. Es handelt sich dabei um ein biotinyliertes Aziridin-2,3-dicarbonsdure-Derivat

(bADS) und wurde von Prof. Dr. T. Schirmeister, Universitit Wiirzburg, zur Verfiigung
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gestellt. Die Strukturformel sowie die genaue chemische Bezeichnung ist in Abb. 3.54

angegeben.
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1-[6-(+)-Biotinylamino]-caproyl-aziridin-2,3-dicarboxylsaure-dibenzylester

Abb. 3.54: Strukturformel und Bezeichnung des verwandten biotinylierten Cystein-Protease-Inhibitors,
im Folgenden bADS genannt.

Die Biotinylierung dient als Markierung des Inhibitors zwecks Kopplung an ein Streptavidin-
Konjugat, mit dem sich der Inhibitor-Enzym-Komplex nachweisen 1dBt. Es ist bereits
bekannt, dass sich das nichtbiotinylierte Aziridin-2,3-Dicarbonsdure-Derivat kovalent an das
aktive Zentrum von der bisher getesteten Cystein-Proteasen bindet und diese so irreversibel
inaktiviert (personliche Mitteilung, Prof. Dr. T. Schirmeister, Univ. Wiirzburg; Schirmeister,
1999; Schirmeister, 1999; Schirmeister und Peric, 2000). Die Eigenschaft des Inhibitors,
kovalent an das Zielenzym zu binden, macht die Substanz interessant fiir die Identifizierung
des Zielmolekiils iiber 2-D PAGE und Massenspektrometrie sowie fiir Lokalisationssstudien
mittels Fluorophor-gekoppeltem Streptavidin. Dies ist in Abb. 3.55 schematisch dargestelit:
Mit bADS inkubierte Schizonten dienen der Préaparation von PEMS oder konnen direkt fiir
die 2-D PAGE eingesetzt werden. Die Extraktion und die Auftrennung der enthaltenen
Proteine iiber die 2-D PAGE fiihrt zum Nachweis der Zielproteine und damit zu ihrer

Identifizierung.
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Abb. 3.55: Schematische Darstellung der Vorgehensweise zur ldentifizierung der Zielproteine von
bADS. Schizonten werden mit bADS inkubiert, die sich entweder zur PEMS-Praparation verwenden
lassen oder direkt fur die 2-D PAGE eingesetzt werden. Nach dem Nachweis von bADS mit z. B.
Streptavidin-AP, kénnen die Zielproteine nachfolgend identifiziert werden.

Fiir das Aufspiiren biotinylierter Proteine nach Inkubation von Parasiten mit bADS unter
Kulturbedingungen wurde wie fiir Abb. 3.56 beschrieben vorgegangen. Es sind 24 markierte
separate Proteinspots auf der Membran zu erkennen und weitere markierte Bereiche, in denen
Ketten von gefirbten Punkten auftraten. Es handelt sich dabei um Proteine mit einer
Molekularmasse von ca. 20 bis 70 kDa, die im pl-Bereich von 4 bis 7 liegen. Es konnten
keine Signale auf der Membran festgestellt werden, als eine entsprechende Menge Parasiten
eingesetzt wurde, die nicht mit bADS behandelt worden waren (nicht abgebildet).

Durch die Zwei-Kanal-Methode (Bernhardt et al., 1999) und den zuvor beschriebenen
massenspektrometrischen Analysen konnte die mature Form von Falcipain 2 als markierter
Proteinspot identifiziert werden, indem die PVDF-Membran mit den markierten Proteinspots
mit einem entsprechenden Silber-gefarbten Gel verglichen wurde (Abb. 3.57). Die Position

von Falcipain hat sich durch die bADS-Markierung nicht merklich verdndert.
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Abb. 3.56: Nachweis biotinylierter Proteine nach der 2-D PAGE (pH 4-7 in der ersten Dimension). Eine
synchronisierte Kultur mit frhen Schizonten wurde mit 10 pM bADS fiir 10 h unter normalen
Kulturbedingungen inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden Schizonten mittels Zentrifugation Uber
ein Percoll-Kissen isoliert und dreimal mit einem 50fachen Volumen an PBS gewaschen und die
Proteine fir die 2-D PAGE extrahiert. Der 2-D PAGE folgte der Transfer der Proteine auf eine PVDF-
Membran mit anschlieBendem einstiindigem Blockieren freier Bindungsstellen mit 5 %(w/v) Albumin
Fraktion V (Applichem) in TTBS. Danach wurde die Membran mit einer 1 : 2000 Verdlinnung eines
Streptavidin-Alkalische  Phosphatase-Konjugates (Amersham Bioscience, Freiburg) in der
Blockierungsldsung fir 2,5 h bei RT inkubiert. Schliesslich erfolgte nach dreimaligem Waschen der
Membran in TTBS die Anfarbung markierter Proteine mit BCIP/NBT nach den Angaben des
Herstellers (Promega, Mannheim). Die GrdBen des Molekularmassenstandards sind in kDa
angegeben. Sichtbar gemachte Proteinspots sind markiert. Der Pfeil weist auf die Position von

Falcipain 2 (s. u.).
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Falcipain 2

Abb. 3.57: Zwei-Kanal-Abbildung zur Identifizierung von Falcipain 2, das mit bADS markiert vorliegt. Es
wurden ein Silber-geférbtes 2-D Gel und die markierte Membran aus Abb. 3.55 mit aufgetrennten

Proteinen aus Schizonten-Extrakt miteinander verglichen.

Um die biotinylierten Proteine durch Fluoreszenz-Mikroskopie zu lokalisieren, wurde ein
Streptavidin-Cy3-Konjugat eingesetzt (Abb. 3.58 bis Abb. 3.60). Es war zu beobachten, dass
sich die Fluoreszenz-Markierung bei bADS-inkubierten Trophozoiten und Schizonten
deutlich unterschied. Bei Trophozoiten war die Nahrungsvakuole deutlich markiert, die an
den Hamozoin-Kristallen zu erkennen ist. Zusétzlich trat eine ringformige Markierung um
den intrazelluldren Parasiten herum auf, was darauf schliessen lie3, dass die Markierung im
Cytosol der infizierten Wirtszelle lokalisiert ist, nicht aber im Cytosol des Parasiten. Dies
trifft auch bei jungen Schizonten zu, die zwischen 5 und 8 Kerne besitzen (Abb. 3.59). Ob in
iRBC auch die parasitophore Vakuole markiert wurde, konnte nicht gezeigt werden. Bei
maturen Schizontenstadien mit mehr als 12 Nuklei wurde beobachtet, dass zwar die
Fluoreszenz der Nahrungsvakuole vorhanden war, aber die Markierung im Wirts-Cytoplasma
deutlich schwicher war als bei Trophozoiten bzw. frithen Schizontenstadien (Abb. 3.60). In
nichtinfizierten Erythrocyten konnte keine deutliche Fluoreszenz festgestellt werden. Dies traf
auch fir RBC und iRBC zu, die zuvor nicht mit bADS inkubiert worden waren (nicht

gezeigt).
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10 um

Abb. 3.58: Aufnahmen (Konfokale Lasermikroskopie) von Parasiten in einer Kultur, die zuvor mit 10 uM
bADS inkubiert worden waren. Die Lokalisation von bADS erfolgte mit Streptavidin-Cy3-Konjugat. A:
Cy3-Fluoreszenz; B: Durchlichtabbildung des selben Ausschnittes; C: Hoechst 33258-Fluoreszenz
(Kern-Farbung); D: Uberlagerte Bilder A und C.

5 um

Abb. 3.59: Fluoreszenzaufnahme (Konfokale Lasermikroskopie) eines friihen Schizontenstadiums in
einer Kultur, die zuvor mit 10 uM bADS inkubiert worden waren. Die Lokalisation von bADS erfolgte
mit Streptavidin-Cy3-Konjugat. A: Cy3-Fluoreszenz; B: Durchlichtabbildung des selben Ausschnittes;
C: Hoechst 33258-Fluoreszenz (Kern-Farbung); D: Uberlagerte Bilder A und C.
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Abb. 3.60: Fluoreszenzaufnahme (Konfokale Lasermikroskopie) eines maturen Parasiten in einer Kultur,
die zuvor mit 10 uM bADS inkubiert worden war. Die Lokalisation von bADS erfolgte mit Streptavidin-
Cy3-Konjugat. A: Cy3-Fluoreszenz; B: Durchlichtabbildung des selben Ausschnittes; C: Hoechst
33258-Fluoreszenz (Kern-Férbung); D: Gberlagerte Bilder A und C.

Junge Schizonten, die zuvor fiir 6 h mit 10 uM bADS inkubiert worden waren, zeigten in der
Elektronenmikroskopie deutlich Unterschiede zu denjenigen Parasiten, die nicht mit bADS
behandelt waren (Abb. 3.61). Behandelte Parasiten zeigten als elektronendichtes Material
wenige und kleinere Hiémozoin-Kristalle in der Nahrungsvakuole, wéhrend die
Nahrungsvakuole unbehandelter Parasiten eher hell erschien und die Kristalle grofler und

hiufiger waren.
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+ bADS

Abb. 3.61: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von jungen Schizontenstadien, die entweder mit 10
UM (+ bADS) oder ohne (- bADS) bADS vor der Fixierung und Einbettung inkubiert wurden. Zur
Veranschaulichung ist die Nahrungsvakuole der Parasiten mit den Hamozoin-Kristallen jeweils mit
einem weiBen Pfeil gekennzeichnet.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden Proteine aus Schizonten von Plasmodium falciparum
durch die Verwendung von Zwei-dimensionaler Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2-D
PAGE) und  Matrix  Assisted  Laser  Desorption/lonisation  Time-Of-Flight
Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS) identifiziert. Die Schizonten des Parasiten sind aus
zwei Griinden von besonderer Bedeutung fiir dessen intraerythrocytdaren Lebenszyklus:
1) Die sich innerhalb des Schizonten entwickelnden Merozoiten besitzen die notige
Ausstattung, um neue Erythrocyten zu befallen (Invasion) und sich in ihnen einzunisten.
2) Die Schizonten selbst benotigen Faktoren, die es erméglichen, die Merozoiten sowohl aus
der parasitophoren Vakuole als auch aus dem infizierten Erythrocyten freizusetzen
(Evasion).
Weder das fiir die Invasion und Einnistung noch das fiir die Evasion des Parasiten
erforderliche Proteinrepertoire konnte bisher ausreichend identifiziert und funktionell
charakterisiert werden. Fiir die Invasion des Merozoiten spielen die Proteine des Apikal-
Komplexes (Rhoptrien, Micronemen und Dense Granules) eine entscheidende Rolle
(Cowman und Crabb, 2002). Fiir die Uberlebensfihigkeit des intraerythrocytiren Parasiten
und vermutlich auch fiir dessen Evasion ist das Proteinrepertoire der Parasitophoren Vakuole
(PV) essentiell (Guevara Patino et al., 1997; Haldar et al., 2002; Salmon et al., 2001).
Da diese beiden subzelluliren Strukturen (Apikal-Komplex und PV) von derart
entscheidender Bedeutung fiir den Lebenszyklus des Parasiten sind, sollte in dieser Arbeit
nach Proteinen beider subzelluldrer Strukturen gefahndet werden. Dazu wurde eine
Kombination eingesetzt, die aus subzelluldrer Fraktionierung der Kompartimente, der
Trennung der damit assoziierten Proteine durch 2-D PAGE und deren
massenspektrometrische Identifizierung besteht. Eine solche Kombination wurde von
Blackstock und Weir (1999) als ,,Cell Map Proteomics‘ bezeichnet und wurde vorgeschlagen,
um intrazelluldre, rdumliche Unterschiede der Protein-Ausstattung in einer Zelle zu
untersuchen (Barrett et al., 2000). Eine derartige Vorgehensweise wurde auch von Blackman
und Bannister (2001) zur Charakterisierung des gesamten Repertoires an Genprodukten eines

subzelluldaren Kompartiments von P. falciparum vorgeschlagen. Die Etablierung der 2-D
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PAGE fiir P. falciparum war notwendig, um diese Fragestellung zu bearbeiten. Die
Durchfiithrung der 2-D PAGE bei P. falciparum ist allerdings mit einigen inherenten
Problemen behaftet: Der Parasit ist obligat intrazelluldr und Methoden, ihn als intakte Einheit
ohne kontaminierende Wirtszell-Komponenten zu isolieren, sind bislang nicht zugénglich.
Somit muBite damit gerechnet werden, in sdmtlichen Priparationen humane Proteine der
Erythrocyten und des Mediums zu finden. Besondere Probleme bereitet das Himoglobin, da
es ca. 95 % der Proteinmasse im Wirtszell-Cytoplasma ausmacht. Eine solche Abundanz
eines Proteins in einem Zellextrakt behindert die Durchfiihrung einer 2-D PAGE in hohem
Male, besonders, wenn sie im préaparativen MaBstab durchgefiihrt wird. Hier ist es von
Vorteil, mit den Schizonten ein matures Parasitenstadium als Untersuchungsobjekt wihlen zu
konnen, da wihrend des Entwicklungszyklus bis zu 65 % des Himoglobins vom Parasiten fiir
den eigenen Stoffwechsel abgebaut werden (Krugliak et al., 2002). Ein weiteres Problem
stellte die effektive Extraktion von Parasiten-Proteinen fiir die nachfolgende 2-D PAGE dar.
Sowohl das Extraktionsmedium als auch die Extraktionsprozedur wurden empirisch optimiert.
Als besonders effektiv erwies sich die Verwendung von Thioharnstoff und ASB-14 in
Anlehnung an Rabilloud et al. (1999) und die Temperatur-kontrollierte Ultraschallbehandlung
der Proteinprobe. Die 2-D PAGE-Technik fiir P. falciparum wurde in der hier dargestellten
Arbeit in Zusammenhang mit einer umfangreichen Analyse von Proteinspots durch
Massenspektrometrie etabliert. Dies wurde benutzt, um die Protein-Ausstattung von
subzelluldiren Kompartimenten bzw. Strukturen des Parasiten, wie den Rhoptrien und der

parasitophoren Vakuolen-Membran (PVM), zu analysieren.
4.1  Die Praparation von Rhoptrien aus P. falciparum

Zur subzelluldren Fraktionierung und Reinigung der Rhoptrien wurde auf ein bereits
bestehendes Protokoll zuriickgegriffen (Etzion et al.,, 1991), das von Sam-Yellowe und
Kollegen (Sam-Yellowe et al., 1998) modifiziert worden war. Zum Nachweis von Organellen
in einer Préiparation ist es wichtig, darin spezielle Proteine zu identifizieren, die dem isolierten
Organellen-Typus zweifelsfrei zugeordnet werden konnen (Blackman und Bannister, 2001).
Aus diesem Grund wurde ein Antiserum gegen das Apical Membrane Antigen 1 (AMA-1)

eingesetzt. AMA-1 ist ein integrales Membranprotein und wurde in den Ausfiihrgédngen der
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Rhoptrien mittels Elektronenmikroskopie lokalisiert (Crewther et al., 1990; Narum und
Thomas, 1994). AMA-1 ist das Genprodukt eines essentiellen single copy-Gens und besitzt
strukturelle Ubereinstimmungen in allen bisher untersuchten Plasmodien-Arten sowie in
Toxoplasma (Cheng und Saul, 1994; Donahue et al., 2000; Dutta et al., 1995; Kappe und
Adams, 1996; Kocken et al., 2000; Marshall et al., 1989; Marshall et al., 1996; Oliveira et al.,
1996; Peterson et al., 1990; Triglia et al., 2000). In Toxoplasma wurde AMA-1 allerdings in
den Micronemen lokalisert (Donahue et al., 2000). In dieser Arbeit zeigte der Nachweis von
AMA-1 in der Immunofluoreszenz-Mikroskopie punktformige Signale in vielkernigen
Schizonten, wie es fiir Rhoptrien-Proteine bereits mehrfach publiziert wurde (Preiser et al.,
2000). Bei Kolokalisationsstudien wurde festgestellt, dass die Verteilungsmuster von AMA-1
und dem bekannten Rhoptrien-Protein RHOP-H1 nicht exakt iibereinstimmen. Dies wurde
nicht erwartet, da beide Proteine in den Ausfiihrgingen der Rhoptrien lokalisiert sein sollten.
Im Oktober 2002 konnten Healer und Kollegen zeigen, dass auch AMA-1 aus P. falciparum
in den Micronemen lokalisiert ist (Healer et al., 2002), ebenso wie es zuvor fiir AMA-1 aus
Toxoplasma gondii beschrieben worden ist (Donahue et al., 2000). Es kann angenommen
werden, dass Micronemen eine geringere physikalische Dichte besitzen als Rhoptrien und
Dense Granules (Blackman und Bannister, 2001). Dennoch wurden die Proform und die
mature Form von AMA-1 in Fraktionen des Dichte-Gradienten zur Préparation von Rhoptrien
nachgewiesen, in denen eine hohe Saccharose-Konzentration und damit eine hohe Dichte
herrschte. In der Studie von Etzion et al. (1991) wurde keine Kontamination mit Micronemen
in den Fraktionen des Saccharose-Gradienten, in denen Rhoptrien angereichert worden waren,
beobachtet. Daher ist es interessant, dass AMA-1 in den Fraktionen hoher Dichte
nachgewiesen werden konnte, und zwar die 83 kDa-Form und die 62 kDa-Form. Die gleiche
Beobachtung wurde schon zuvor von Sam-Yellowe und Kollegen (Sam-Yellowe et al., 1999)
gemacht. Um diesen Widerspruch zu fritheren Arbeiten zu erkldren, zeigten Healer et al.
(2002), dass die Proform von AMA-1 in den Micronemen (AMA-1g3; 83 kDa) zur maturen 62
kDa Form (AMA-1¢;) prozessiert wird und aus den Micronemen {iiber die Ausfiihrgénge der
Rhoptrien sezerniert wird. Auf der extrazelluliren Seite der Merozoiten-Oberflache erfolgt die
weitere proteolytische Spaltung. Dies bedeutet, dass in der Prédparation Micronemen
vorhanden sind, was im Westernblot zum Nachweis der 83 kDa Proform in den
entsprechenden Fraktionen fiihrte. Die prozessierte 62 kDa-Form von AMA-1 aus dem

Rhoptrien- Ausfithrkanal wurde in den gleichen Fraktionen des Saccharose-Gradienten mit
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hoher physikalischer Dichte nachgewiesen. Unabhingig davon konnte gezeigt werden, dass
bei den Pridparationen auch EBA-175, ein bekanntes Micronemen-Protein, in Fraktionen
hoher Dichte angereichert werden kann. Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten
eine Anreicherung von vesikuldren Strukturen in den entsprechenden Fraktionen mit einer
Dichte von 1,14 bis 1,16 g/ml. Die hohe Dichte der Vesikel und ihre Grée von 200 bis 400
nm stimmen mit den Ergebnissen von Etzion et al. (1991) und Sam-Yellowe et al. (1998)
iiberein. Bei kleineren Vesikeln handelt es sich vermutlich um Dense Granules (Etzion et al.,
1991). Daraus kann geschlossen werden, dass Rhoptrien, Micronemen und vermutlich auch
Dense Granules gemeinsam aus Parasiten-Homogenat gereinigt wurden. Es ist moglich, dass
die Rhoptrien und Micronemen morphologisch miteinander in Verbindung stehen. Dies
wurde bereits durch elektronenmikroskopische Studien beschrieben (Aikawa, 1966;
Scholtyseck und Mehlhorn, 1970). Zur Invasion des Parasiten in einen Erythrocyten
verschwinden die Micronemen, so dass hier eine Fusion von Micronemen mit dem
Ausfithrkanal der Rhoptrien anzunehmen ist (Bannister et al., 1986b). Diese Ergebnisse lassen
darauf schlieen, dass es — zumindest kurz vor dem Freisetzen bzw. der Reinvasion eines
Merozoiten — zu einer Verbindung zwischen Micronemen und Rhoptrien kommt. Dense
Granules werden, wenn iiberhaupt, aufgrund ihrer eigenen Dichte mit Rhoptrien/Micronemen
gemeinsam angereichert. Sie haben, elektronenmikroskopischen Untersuchungen folgend,
keine Verbindung mit den Organellen der apikalen Spitze, sondern liegen im Cytosol
zwischen Nukleus und dem Apikal-Komplex und sezernieren ihren Inhalt iiber die
Merozoiten-Oberfliche nach der Invasion (Bannister und Dluzewski, 1990; Trager et al.,

1992)

4.1.1 Die massenspektrometrische Identifizierung von

Proteinen

Die Einfithrung der 2-D PAGE fiir P. falciparum ermoglichte, die Proteine derjenigen
Fraktionen zwei-dimensional zu trennen, in denen AMA-1 nachgewiesen werden konnte. Das
resultierende Gel wurde als Rhoptrien-Mastergel bezeichnet. Im Vergleich zu einem 2-D Gel,
in dem Proteine eines Gesamtextraktes getrennt wurden, ist das Spotmuster im Mastergel weit

weniger komplex.
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Laut Perkins (1992) besitzen Rhoptrien in P. falciparum 9 — 15 unterschiedliche Proteine.
Zehn Proteine wurden bereits in den Rhoptrien von P. falciparum lokalisiert: RHOP-HI1, -H2,
-H3 (Sam-Yellowe et al., 1995), RAP-1 (Ridley et al., 1990), RAP-2, RAP-3 , ein 225 kDa-
Protein (Roger et al., 1988), eine Serin-Protease (Braun-Breton et al., 1988), ein 60 kDa
Protein (Carcy et al., 1994; Grellier et al.,, 1994) und MAEBL (Blair et al., 2002) . Das
entspricht ca. 1/10 der im Mastergel gefundenen Proteinspots. Es sei erwihnt, dass durch die
hier eingesetzte Form der 2-D PAGE nur Proteine erfasst werden konnen, deren pI-Wert im

Bereich von 4 -7 und deren Molekularmassen zwischen 20 und 150 kDa liegen.
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Abb. 4.1:  Kalkulierte Molekularmassen und pl-Werte verschiedener apikaler Proteine aus P. falciparum
3D7. Die Aminosauresequenzen zur Berechnung der Koordinaten sind der Plasmodium-Datenbank

(www.plasmodb.org) entnommen. Molekularmasse und pl-Werte wurden mit dem Programm

~,compute pl/Mw" (http:/www.expasy.org/tools/pi_tool.html) berechnet. Bekannte oder vorhergesagte

Signalpeptide, sowie prozessierte Fragmente wurden nicht mit in die Berechnung einbezogen. Der
Bereich von pl 4 bis 7 ist durch eine gestrichelte Linie vom basischen Bereich getrennt. Die

Bezeichnungen der Genprodukte in der Legende ist Florens et al. (2002, Anhang 2) entnommen.

Abb. 4.1 zeigt die Positionen von Rhoptrien-Proteinen und mutmaBlichen Rhoptrien-

Proteinen in einer virtuellen 2-D Trennung iiber pI und molekularer Masse des Proteins. Wie
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zu erkennen, konnten RAP-1, RHOP-H1, RHOP-H3, ein mutmalliches Rhoptrien-Protein
sowie Pro- und die mature Form von AMA-1 im Gel nachgewiesen werden, wenn man einen
pH-Bereich von pH 4-7 in der ersten Dimension der 2-D PAGE wihlt. Theoretisch
fokussieren dann RAP-1 und RHOP-H1 bei einer 2-D PAGE nahe der Kathode und sind
daher schwer zu aufzuspiiren. Bei einem in Florens et al. (2002) genannten mutmaflichen
Rhoptrien-Protein ist nicht klar, ob das Genprodukt wirklich in den Rhoptrien von Merozoiten
zu finden ist, denn es wurde in Merozoiten bisher nicht gefunden (Florens et al., 2002; Gen-
Locus PF14_0637). RHOP-H3 konnte theoretisch gefunden werden. Die anderen in Abb. 4.1
aufgefiihrten Proteine besitzen einen anderen kalkulierten pl-Wert, der ausserhalb des
Bereichs von 4 bis 7 liegt, und es war nicht anzunehmen, dass sie mittels 2-D PAGE erfal3t
wiirden. Dariiber hinaus ist jiingst die Familie der Reticulocyte Binding Protein Homologues
(PfRBP-H) gefunden worden, deren Mitglieder Ahnlichkeiten mit der bekannten Rhoptrien-
Protein-Familie Py235 aus P. yoelii und den Reticulocyte Binding Proteins aus P. vivax
besitzen. Es wurde gezeigt, dass diese Proteine apikal in Merozoiten lokalisiert sind, doch ist
deren Molekulare Masse so grof3 (350 kDa), dass sie fiir einen Nachweis in der 2-D PAGE
nicht in Frage kommen und daher hier nicht aufgefiihrt worden sind (Rayner et al., 2000).
Dieses mogen die Griinde dafiir sein, dass in dieser Arbeit auBBer AMA-1 kein weiteres
bekanntes Protein der Rhoptrien/Micronemen identifiziert wurde.

Obwohl die 2-D PAGE eine der besten Methoden zur Trennung komplexer Proteingemische
darstellt, sollen einige Nachteile erwahnt werden, die die Identifizierung eines Proteins
erschweren: Je nach Effizienz der Proteinextraktion, der Abundanz eines Proteins, des
verwandten pH-Gradienten und der Auftrennung in der zweiten Dimension kann nur ein
gewisser Ausschnitt des gesamten Proteinrepertoires eines Gewebes, einer Zelle oder eines
Organells untersucht werden. Einige Techniken zur Umgehung dieses Problems konnten in
jingster Zeit entwickelt werden. Dazu zihlt auch die Multidimensional Protein Identification
Technology (MudPIT)(Washburn et al., 2001), die bereits auf P. falciparum angewandt wurde
(Carucci et al.,, 2002; Florens et al., 2002). Allerdings birgt eine solche Technik auch
Nachteile, denn trotz hohen Daten-Durchsatzes kann sie beispielsweise nicht zwischen einem
maturen Protein und seiner Proform unterscheiden oder nicht unbedingt zwischen
glycosyliertem und nichtglycosyliertem Protein unterscheiden. Dagegen ermoglicht die 2-D

PAGE Aussagen iiber pl und molekulare Masse, mit denen man solche Unterschiede eher
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identifizieren kann. In dieser Arbeit wurde das auch fiir die Identifizierung plasmodialer

Proteine ausgenutzt, was spéter exemplarisch anhand zweier Proteine beschrieben wird.

4.1.2 Kontamination oder Organellen-assoziierte

Proteine?

In dieser Arbeit wurden einige Proteine dem Mastergel zugeordnet, die bisher nicht mit
apikalen Organellen in Zusammenhang gebracht worden sind. Vielmehr wurden diese
Proteine anderen Organellen zugesprochen oder sogar darin lokalisiert. Zu diesen gehdren
Plasmepsin 1 der Nahrungsvakuole, PDI, Endoplasmin, Calcium-binding protein (Proteine
des Endoplasmatischen Reticulum (ER)) oder auch TEFIp, 14-3-3 Protein (vermutlich im
Cytosol lokalisiert). Die einfachste Erklarung fiir das Auftreten dieser Proteine in der
Préaparation wire hier sicherlich eine Verunreinigung durch andere Organellen. Dies steht im
Gegensatz zu der Tatsache, dass zur Herstellung des Mastergels subzelluldre Fraktionen mit
hoher Dichte verwandt wurden, in denen keine anderen Organellen oder Membranen zu
erwarten waren. Fiir viele der hier identifizierten Proteine wurden bisher noch keine
Lokalisationsstudien durchgefiihrt, so dass die Entscheidung oft nicht getroffen werden kann,
ob die vorhergesagte der tatsdchlichen Lokalisation eines Proteins entspricht. Dariiber hinaus
waren viele der identifizierten Proteine bisher nur als mutmaBliche Genprodukte bekannt,
deren zellulare Funktion z. T. anhand von Sequenzidhnlichkeiten zu bereits bekannten
Proteinen im Rahmen der Annotierung der Genom-Daten vorhergesagt wurde. Ein wichtiges
Hilfsmittel zur Evaluierung der Ergebnisse der massenspektrometrischen Identifizierung von
Proteinen aus subzelluliren Fraktionen kann die Vorhersage eines Signalpeptides von
Genprodukten sein. Sowohl fiir Rhoptrien-Proteine als auch fiir Proteine der Micronemen ist
bekannt, dass sie N-terminale Signalsequenzen besitzen, die es ihnen ermoglichen, iiber das
ER zu ihrem Bestimmungsort zu gelangen (Lingelbach und Joiner, 1998). Insgesamt wurden
in dieser Arbeit bei 19 % der identifizierten Plasmodien-Genprodukte ein Signalpeptid
vorhergesagt. Dies dhnelt dem Anteil der Proteine, die Gardner et al. (2002) im ganzen
Plasmodium-Proteom vermutete (17 %). Bei sogar ca. 70 % der hier gefundenen

,hypothetischen“ Proteine konnte ein Signalpeptid vorhergesagt werden. Dies deutet
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insgesamt darauf hin, dass die subzelluliren Fraktionierungen eine gute Anreicherung

derjenigen Proteine bewirkten, die vermutlich in Organellen lokalisiert sind.

4.1.3 Proteine der parasitophoren Vakuole und der

Merozoiten-Plasmamembran

Die Identifizierungen von Proteinen aus der Priparation von Rhoptrien/Micronemen brachten
einige interessante Ergebnisse (siche Kaptitel 3.10): Es konnten verschiedene Proteine der
parasitophoren Vakuole (PV) und der Merozoiten-Oberfliche (ABRA, SERA, EXP-1, EXP-
2, MSA-2, MSP-7) identifiziert werden. ABRA wurde auf der Oberfliche von Merozoiten
und in der PV lokalisiert (Kushwaha et al., 2000) und es wurde gezeigt, dass ABRA eine
Serin-Protease-Aktivitit besitzt (Nwagwu et al., 1992) und mit der Erythrocyten-Membran
iber eine spezifische Bindung an das Bande 3-Protein interagiert (Kushwaha et al., 2000).
Diese Eigenschaften und die Tatsache, dass Antikorper gegen ABRA die Invasion von
Merozoiten blockieren, lassen vermuten, dass ABRA eine wesentliche Rolle bei dem
Invasions-Prozess spielt (Sharma et al., 1998). Allerdings ist bislang nicht exakt bekannt, auf
welche Weise ABRA in die PV und an die Merozoitenoberflache gelangt. Dagegen wurde
gezeigt, dass der Transport von ABRA zu seinem Bestimmungsort von MSP-3 (Merozoite
Surface Protein 3) abhingt (Mills et al., 2002). SERA ist ebenfalls ein Protein der PV
(Delplace et al., 1987; Debrabant et al., 1992) und wird kurz vor der Reinvasion der
Merozoiten mehrfach prozessiert (Li et al., 2002). Auch hier ist der genaue Transportweg zur
PV nicht bekannt. Das gleiche gilt fiir EXP-1 (Johnson et al., 1994) und EXP-2 (Fischer et al.,
1998). Es wurde berichtet, dass EXP-1 im Cytosol des Parasiten synthetisiert wird und tiber
einen Vesikel-vermittelten Transport in die PVM gelangt, doch dies konnte bisher nicht
bewiesen werden (Lingelbach und Joiner, 1998). Hier stellt sich die Frage, wie solche
Proteine der PV in eine subzellulire Fraktion gelangen, die sich durch eine hohe
physikalische Dichte auszeichnet. Interessant ist dabei auch, dass es sich bei den erwidhnten
Proteinen nicht nur um membranstindige Proteine handelt, wie EXP-1 und -2, sondern bei
ABRA und SERA um Proteine, bei denen keine Transmembran-Domidne oder GPI-
Bindungsstelle vorliegt. Bei diesen Proteinen ist nicht sicher, ob sie jeweils identifiziert

wurden, weil sie durch die Fraktionierung ihres Ziel-Kompartimentes angereichert wurden
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oder ob sie aus subzelluliren Kompartimenten isoliert wurden, iiber die diese Proteine zu
ihrem Bestimmungsort transportiert werden. Hier ist nicht ausgeschlossen, dass solche
Proteine iiber Organellen des Apikal-Komplexes auf die extrazelluldre Seite des Merozoiten
gelangen.

Das hier identifizierte MSP-7 wurde erst kiirzlich ndher untersucht und die mature Form als
peripheres Membranprotein deklariert, das nicht-kovalent mit Merozoite Surface Protein 1
(MSP-1) auf der Oberflache der Merozoiten interagiert (Pachebat et al., 2001). Auch hier ist
der Transport-Weg von MSP-7 an die Merozoiten-Oberfliche nicht bekannt. In der
vorliegenden Arbeit wurde durch metabolisches Markieren mit [*°S]-Methionin gefunden,
dass MSP-7 erst sehr spit im intraerythrocytdaren Entwicklungsstadium von P. falciparum
synthetisiert wird. Dies stimmt mit Northern-Blot-Analysen iiberein, die gezeigt haben, dass
MSP-7 sehr spiat im Entwicklungszyklus (32 bis 42 h nach der Invasion) exprimiert wird
(Pachebat et al., 2001). Da dem Protein im Gel eine Masse von ca. 35 kDa Protein zugeordnet
wurde, spricht einiges dafiir, dass es sich dabei um ein Vorldufermolekiil ohne das
Signalpeptid handelt (kalkuliert: 38 kDa). Es wurde berichtet, dass MSP-7 mehrfach
proteolytisch prozessiert wird, so dass ein 22 kDa (MSP-7,;) und ein 19 kDa Protein (MSP-
719) entstehen. Bei diesen Proteinen kann es sich nicht um das identifizierte Protein handeln,
da die molekulare Masse und die Sequenzabdeckung der erhaltenen Peptide im Peptide Mass
Fingerprint (PMF) nicht mit den Prozessierungsprodukten {ibereinstimmen. Eine
Modifikation des Proteins durch Glycosylierungen, die das Laufverhalten des Proteins im Gel
verdanderten, wurde ausgeschlossen (Pachebat et al., 2001). Es wurde vermutet, dass MSP-7
erst kurz vor der Evasion der Merozoiten prozessiert wird, da das Vorlaufermolekiil nicht auf
der Oberfliche der Merozoiten nachgewiesen werden konnte (Stafford et al., 1996). Dies alles
spricht dafiir, dass MSP-7 nicht aufgrund eingebrachter Kontaminationen von Merozoiten-
Plasmamembranen in die Prdparation gelangte, sondern durch die Anreicherung eines
Kompartimentes, in dem eine Vorlduferform von MSP-7 vorhanden ist. Es konnte sich dabei
um apikale Organellen handeln, {iber die MSP-7 an die Oberfliche der Merozoiten gelangt,
wie es z. B. auch fiir AMA-1 beschrieben worden ist (Howell et al., 2001; Healer et al., 2002).
Das gleiche konnte fiir das Merozoite surface antigen 2 (MSA-2) gelten, das auf der
Merozoiten-Oberflidche lokalisiert wurde und auch im Rhoptrien-Mastergel gefunden wurde
(Smythe et al., 1988; Bhattacharya et al., 1995). MSA-2 ist iiber einen GPI-Anker mit der

Plasmamembran der Merozoiten verbunden. In dieser Arbeit wurde MSA-2 sowohl im
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Mastergel als auch in einem 2-D Gel identifiziert, fiir das eine Probenprédparation mit
Temperatur-abhidngiger Phasentrennung durch Triton X-114 verwandt wurde. Diese
Extraktionsmethode wurde schon in einer fritheren Arbeit zur Isolierung des MSA-2
eingesetzt und eignet sich besonders fiir die Isolierung Membran-assoziierter und Membran-
gebundener Proteine (Smythe et al., 1988). Wie bereits berichtet, zeigt MSA-2 in der SDS-
PAGE ein Laufverhalten wie ein 50 kDa Protein. Die kalkulierte Masse betridgt aber nur 28
kDa. Das irreguldre Laufverhalten von MSA-2 kann durch umfangreiche posttranslationale

Modifikationen (Glycosylierungen) erkliart werden (Khan et al., 1997).

4.1.4 Der schmale Grat

Proteine wie die Protein Disulfide Isomerase (PDI), das 14-3-3 Protein, das Calcium-Binding
Protein, der Translation Elongation Factor 1 beta (TEF1B), Endoplasmin, eine Proteasomen-
Untereinheit, eine V-ATPase Untereinheit, die Heat Shock-Proteine (HSP) und Plasmepsin 1
wurden bisher nicht den apikalen Organellen zugeordnet. Bei Actin und Albumin kann man
davon ausgehen, dass diese Proteine Kontaminationen in der Pridparation sind, wobei die
Albumine nicht einmal vom Parasiten stammen. Allerdings wurde fiir PDI, das Calcium-
binding protein, Endoplasmin, Plasmepsin 1 und fiir ein HSP ein Signalpeptid vorhergesagt,
was auf deren Transport in bestimmte Kompartimente hindeutet. PDI, Endoplasmin und das
Calcium-binding protein wurden aufgrund von Gen-Ontologien dem Endoplasmatischen

Reticulum zugesprochen, eine genaue Lokalisation fehlt derzeit (www.plasmodb.org). Es

wurde berichtet, dass ER-Proteine in Phagosomen-Préparationen entdeckt worden sind, aber
keine Proteine anderer Organellen wie Mitochondrien, Golgi-Vesikeln etc.. In diesem Fall
wurden die Phagosomen durch Latex-Kiigelchen mit einer hohen Dichte versehen und dann
iber einen Dichte-Gradienten pripariert, so dass sie sich im Gradienten dort befanden, wo
andere Organellen nicht flotieren (Desjardins et al., 1994). Das Auftreten von ER-Proteinen
konnte daran liegen, dass ER-Strukturen mit subzelluliren Kompartimenten verbunden sind
und demzufolge gemeinsam mit diesen isoliert wurden. Proteine des Apicoplasten oder
Mitochondrien konnten nicht nachgewiesen werden. Noe et al. (2000) berichteten, dass MSP-
1 zusammen mit ER-Proteinen und MAEBL, einem Protein der Rhoptrien, wihrend der

Schizogonie in einem vom ER-abgeleiteten Kompartiment an der Oberfliche des Parasiten
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(Tubular Reticular Network) akkumuliert, bevor MAEBL in die Rhoptrien gelangt. Dies
bestitigt die Vermutung, dass die Organellen des Apikal-Komplexes auf unbekannte Weise
mit dem ER assoziiert sein konnten und erkliart moglicherweise auch die Identifizierung des
oben erwihnten MSP-7.

Plasmepsin 1 ist in der Nahrungsvakuole lokalisiert worden (Goldberg et al., 1990 und 1991;
Goldberg, 1992 und 1993). Es handelte sich wohl nicht um die Proform, sondern um das
mature Protein, so dass dieses Protein sicherlich als Kontaminante anzusehen ist.

Ein identifiziertes HSP (Zugangs-Nr.: 23613697) besitzt laut Vorhersage ebenfalls ein
Signalpeptid. Demnach ist eine nichtcytosolische Lokalisation wahrscheinlich. Es ist
durchaus moglich, dass HSPs in apikalen Organellen fiir die Faltung sekretorischer Proteine
verantwortlich sein konnen.

Das identifizierte 14-3-3 Protein konnte bereits in Trophozoiten nachgewiesen werden und
scheint abundant im Parasiten vorzuliegen. Ein Signalpepid wurde nicht vorhergesagt. Die
zelluldren Funktionen des 14-3-3 Proteins sind in anderen Organismen vielfiltig und bei P.
falciparum noch nicht weiter untersucht (Al-Khedery et al., 1999). Erst kiirzlich wurde
entdeckt, dass das 14-3-3 Protein aus Dictyostelium discoideum mit Phagosomen assoziiert ist
(Garin et al.,, 2001). Eine andere Arbeit zeigte, dass das 14-3-3 Protein vermutlich die
Exocytose sekretorischer Vesikel reguliert (Morgan und Burgoyne, 1992). Demnach wire es
moglich, dass das 14-3-3 Protein aus P. falciparum mit subzelluliren Organellen, wie die des
apikalen Komplexes, oder Vesikeln zum Transport von Proteinen assoziiert ist und die
Sekretion von deren Inhalten steuert. Dies konnte den Proteintransport in die PV oder an die

Merozoiten-Oberflidche regulieren.
4.1.5 Das Histo-Aspartic Protein (HAP)

HAP wurde in der vorliegenden Arbeit mehrfach in 2-D Gelen identifiziert und schliesslich
auch einem Proteinspot des Rhoptrien-Mastergels zugeordnet. Ein HAP-Transcript wurde
erstmals 1999 nachgewiesen. Das Genprodukt selbst war aber noch nicht identifiziert (Berry
et al, 1999). HAP weist groBe Sequenzidentitit mit den Aspartat-Proteasen der
Nahrungsvakuole des Parasiten, Plasmepsin 1 und 2, auf (60 %), doch ist u. a. ein in den

Plasmepsinen aktiver Aspartat-Rest in HAP gegen ein Histidin ausgetauscht. Vor kurzem

144



Diskussion

wurde veroffentlicht, dass HAP eine aktive Protease ist, die Globin in der Nahrungsvakuole
spalten kann, wobei der enzymatische Mechanismus noch nicht aufgeklirt ist. HAP wird, wie
Plasmepsin 1 und 2, als 51 kDa Protein synthetisiert und dann in eine mature Form von 37
kDa prozessiert. Fiir das aktive Protein wurde ein pH-Optimum um pH 6 beschrieben,
wihrend die Plasmepsine ein pH-Optimum im saureren Bereich haben (Banerjee et al., 2002).
In der gleichen Arbeit wurde unldngst mit Hilfe monoklonaler Antikdrper gegen
rekombinantes HAP gezeigt, dass HAP in der Nahrungsvakuole lokalisiert ist. Zusitzlich
wurde natives HAP aus angereicherten Nahrungsvakuolen des Parasiten gereinigt. Die im
Rahmen dieser Arbeit erhaltenen, affinititsgereinigten Antikorper gegen KLH-gekoppelte
Peptide, die aus der HAP-Sequenz abgeleitet worden sind, zeigten in den Immunfluoreszenz-
Mikroskopie ein anderes Bild. Hier konnte HAP um die Parasitenkerne von Schizonten herum
lokalisiert werden, wihrend die Nahrungsvakuole nicht markiert wurde. Dadurch steht hier
die Lokalisation von HAP im Gegensatz zu dem bisher Veroffentlichten. Eventuell lassen sich
diese Unterschiede dadurch erklédren, dass in der vertffentlichten Arbeit die Lokalisierung an
Trophozoiten durchgefiihrt wurde und nicht an Schizonten, wie in dieser Arbeit. In der hier
vorgestellten Arbeit war es nicht moglich, HAP durch elektronenmikroskopische Studien im
Parasiten zu lokalisieren.

Alle Peptide des HAP, deren Massen dem PMF entsprachen, lagen C-terminal von K132.
Somit ist anzunehmen, dass die Proform des Proteins in der Sequenz vor D133 gespalten
wird, um das mature Protein zu bilden. Die genaue Schnittstelle ist unbekannt, kann aber
aufgrund der Sequenzéhnlichkeiten zu Plasmepsin 1 und 2 zwischen G123 und S124 vermutet
werden. Die Proform der Plasmepsine 1 und 2 wird zwischen G123-N124 bzw. G124-S125
zur maturen Form gespalten (Francis et al., 1997). Es ist weiterhin auffillig, dass fiir die
gesamte Sequenz ein pl von 8,0 berechnet wurde und fiir D133-L451 ein pl von 5,2. Letzterer
trifft recht gut mit dem experimentell bestimmten pl des entsprechenden Proteins im 2-D Gel
tiberein (pI 5,1). Fiir den N-Terminus (M1-K132) wurde ein pI von 9,2 berechnet. Dies ist
tibereinstimmend mit den Plasmepsinen der Nahrungsvakuole (Zugangs-Nr.: 23509297;
23509298). Bei beiden wurde ebenfalls ein pI von ca. 9 bis 10 fiir die Sequenz der ersten 125
Aminosduren der Pra-Proform berechnet, obwohl z. B. fiir Plasmepsin 1 im Gel ein pl von 4,9
bestimmt wurde. Auch fiir Falcipain 2, eine Cystein-Protease der Nahrungsvakuole (Zugangs-
Nr.: 23508352), wurde im Gel ein pl von 5,2 bestimmt, wéahrend die Proform einen

kalkulierten pI von 8,0 besitzt. Dies weist darauf hin, dass die Proteasen der Nahrungsvakuole
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durch eine basische N-terminale Proregion in einem inaktiven Zustand gehalten werden bis
sie in die Nahrungsvakuole gelangt sind. Ahnliches ist z. B. auch fiir Pepsinogen und andere
Aspartat-Proteasen des Magens bekannt (Richter et al., 1998).

Wie oben erwihnt, wurden zur Lokalisation von HAP mit Hilfe der Immunfluoreszenz-
Mikroskopie Antikorper verwandt, die gegen ein Peptid gerichtet sind, das C-terminal in der
Protein-Sequenz liegt. Demnach erkennt der Antikorper das mature Protein, wie eine
Western-Blot-Analyse bestétigte. Zusitzlich konnte eine Bande bei ca. 25 kDa nachgewiesen
werden. Diese Bande kann nicht vom abgespaltenen N-Terminus aus der Proform stammen,
da das Epitop nicht aus dem N-Terminus abgeleitet wurde. Ob es sich dabei um ein Fragment
des HAP handelt, konnte ausgeschlossen werden, da ein Antikorper gegen den N-Terminus
des Proteins ebenfalls eine Bande bei 25 kDa erkannte (nicht gezeigt). Die Ursache dafiir ist
noch unbekannt. Fest steht, dass HAP in dieser Arbeit nicht in der Nahrungsvakuole der
Parasiten nachgewiesen werden konnte. Demnach kann auch eine Kreuzreaktion des
Antikorpers mit den sehr dhnlichen Plasmepsinen der Vakuole ausgeschlossen werden. Die
genaue Lokalisation des HAP bleibt noch offen.

Die Unterschiede in experimentell ermittelten und von den Datenbanken ausgegebenen,
kalkulierten pI-Werten und Molekularmassen am Beispiel des identifizierten HAP machen
deutlich, dass durch die Kombination von 2-D PAGE und massenspektrometrischer
Untersuchung von Proteinen weit mehr ausgesagt werden kann, als durch eine genomische
Analyse bzw. durch die sogenannte Multidimensional Protein Identification Technology

(MudPIT) (Carucci et al., 2002; Florens et al., 2002).
4.1.6 Die hypothetischen Proteine des Mastergels
Dem Mastergel wurden sechs Genprodukte zugeordnet, die bisher génzlich unbekannt waren.

In der folgenden Tabelle sind die identifizierten Proteine, die als hypothetische Proteine

klassifiziert worden waren, zusammengefalt.
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Tab. 6: Zugangs-Nr. der identifizierten Proteine,
ZUGANGS- SIGNALPEPTID | MEMBRAN- .
die dem Mastergel zugeordnet werden
9 9
NR, : ASSOZIERT: konnten und entsprechend der Datenbank als
hypothetische Proteine bezeichnet wurden.
23505159 Ja NEIN Des Weiteren ist aufgefiihrt, ob jeweils ein
23508265 J N Signalpeptid oder eine Membranassoziation
A EIN
aber Transmembran-Doméane/GPI-Anker
23508493 Ja NEIN vorhergesagt werden konnte.
23510617 JA NEIN Die Bezeichnung ,hypothetische Protein*
wurde aus der Datenbank iibernommen und
23509239 NEIN Ja hier weiter verwandt, um Konfusionen zu
23509578 NEIN NEIN vermeiden.
Bei vier der Proteine wurde ein N-terminales

Signalpeptid vorhergesagt, so dass hier eine nicht-cytosolische Lokalisation dieser Proteine
erwartet werden kann. Die genaue Lokalisation dieser Proteine muss noch nachgewiesen
werden. Es wurde festgestellt, dass das Protein mit der Zugangs-Nr. 23505159 erst in den
letzten Stunden der Stadiendifferenzierung kurz vor der Evasion der Merozoiten synthetisiert
wird.

Hier liegt eine Beteiligung des Proteins an der Invasion oder Evasion besonders nahe. Bei den
anderen Proteinen konnte nicht gezeigt werden, dass sie nur sehr spiat im Entwicklungszyklus
gebildet werden. Dennoch wurden alle diese Proteine aus Schizonten prépariert. Die Proteine
23509239 und 23509578 wurden beide mittels Temperatur-abhingiger Phasentrennung vor
der 2-D PAGE angereichert. Entsprechend findet man bei dem ersteren eine vorhergesagte
Membran-Assoziation, wenn auch ein Signalpeptid nicht vorhergesagt werden konnte. Weder
das eine noch das andere gilt fiir 23509578. Es wire moglich, dass dieses Protein weder liber
eine Transmembran-Domidne noch iiber einen GPI-Anker verfiigt. Dennoch konnte es als
peripheres Membran-Protein vorliegen oder einen Komplex mit einem Membranprotein
bilden. All diese Proteine miissen in Zukunft subzellulidr lokalisiert werden. Fest steht, dass

diese Proteine nun nicht mehr als hypothetisch zu bezeichnen sind.
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4.2 Die Isolierung von Parasitophorous Vacuolar
Membrane-Enclosed Merozoite Structures (PEMS)

Nach der Invasion von Merozoiten in Erythrocyten nisten sich die Parasiten in der Wirtszelle
ein und durchlaufen ihren Entwicklungszyklus. Dabei bleibt der Parasit fiir die gesamte Dauer
der Differenzierung von der PVM umgeben. Um erneut Erythrocyten zu befallen und damit
den intraerythrocytiren Entwicklungszyklus aufrecht zu erhalten, miissen die neu
entstandenen Merozoiten sowohl die Wirtszelle als auch die PV verlassen. Wie dieser
Evasions-Prozess genau ablduft ist unbekannt, doch sind einige Modelle dazu aufgestellt
worden (zusammengefal3t in Lew, 2001). Proteasen scheinen bei der Evasion der Merozoiten
eine wichtige Rolle zu spielen (Hanspal et al., 2002a; Raphael et al., 2000; Rosenthal, 1998).
Lyon und Haynes (1986) beobachteten, dass in Gegenwart einer Reihe von Protease-
Inhibitoren eine verminderte Reinvasionsrate der Merozoiten auftritt und es zur Bildung von
Merozoiten-Clustern kommt, die von der Erythrocyten-Membran umgeben sind. Salmon und
Kollegen (2001) untersuchten die Wirkung des Cystein-Protease-Inhibitors E64 auf die
Freisetzung von Merozoiten und fanden ebenfalls, dass es zur Bildung von Merozoiten-
Clustern kommt. Es wurde aber gezeigt, dass diese Cluster nicht von der Erythrocyten-
Membran umgeben sind, wie es Lyon und Haynes festgestellt haben, sondern von der PVM.
Daher wurden solche Strukturen als PVM-Enclosed Merozoite Structures (PEMS) bezeichnet.
Es wurde postuliert, dass Merozoiten in zwei Schritten freigesetzt werden: Merozoiten sollen
zundchst innerhalb der PVM aus dem Erythrocyten freigesetzt werden und dann erst soll es
zur Entlassung der Merozoiten aus der PVM kommen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Protokoll von Salmon und Kollegen (2001)
tibernommen und modifiziert, um PEMS zu priparieren. In Giemsa-gefirbten PEMS-
Praparaten konnten keine Wirtszellen ausgemacht werden, im deutlichen Unterschied zu
iRBC, die als Kontrolle dienten. Die Immunfluoreszenz-Mikroskopie (IFA) bestitigte die
Ergebnisse von Salmon et al., nimlich, dass die PEMS tatsidchlich von der PVM umgeben
waren. EXP-1, ein Protein der PVM, konnte nicht zusammen mit dem humanen Bande 3-
Protein der Erythrocyten-Membran um die PEMS herum lokalisiert werden. Dennoch
konnten auch iRBC in der Priparation ausgemacht werden. Kleine Bereiche an der Peripherie

der PEMS zeigten meist die Priasenz des Bande 3-Proteins an. Es widre moglich, dass
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Membranfragmente der RBC-Plasmamembran beim Austreten der PEMS entstehen, die dann
zumindest voriibergehend an der PVM haften bleiben. Eine andere Mdéglichkeit wire, dass die
PVM iiber das Tubovesikulare Netzwerk (TVN) mit der Erythrocyten-Membran verbunden
ist (Haldar et al., 2001) und die Merozoiten an diesen Stellen mit der PVM austreten. Dabei
konnte an der Verbindungsstelle von TVN und Erythrocyten-Membran etwas Material aus der
RBC-Plasmamembran herausgerissen werden, was dann typischerweise das Bild einer kleinen
»Fahne“ an den PEMS in den IFA-Untersuchungen abgibt. Dies wire  nicht in
Ubereinstimmung mit der These von Winograd und Kollegen (1999). Sie schlugen die
Bildung einer Offnung in der Wirtsmembran und der PVM vor, was zur Evasion der
Merozoiten und zur Fusion von PVM und RBC-Membran fiithren soll. Vielmehr scheint sich
nur — zumindest in Gegenwart von E64 - die Erythrocyten-Membran zu 6ffnen. Die PVM
fusioniert demnach nicht mit der RBC-Membran und bleibt um die freigesetzten Merozoiten
erhalten.

Das Protokoll zur Isolierung von PEMS wurde insoweit modifiziert, dass vor der Inkubation
mit E64 die Parasiten aus einer Kultur angereichert wurden. Dies ergab zu Beginn des
Versuchs eine bis zu 97 %ige Parasitimie. Es waren also kaum nichtinfizierte Erythrocyten
im Ausgangsmaterial enthalten. Dies konnte in der Immunfluoreszenz bestitigt werden.
Solche Préparationen wurden dann E64 ausgesetzt, wodurch die PEMS erhalten wurden.
Gleichzeitig aber konnte mit Immunfluoreszenz-Mikroskopie festgestellt werden, dass ein
grofler Anteil von Erythrocyten-Membranen ebenfalls in der Prédparation vorhanden war.
Somit kann gefolgert werden, dass die PEMS aus den Wirtszellen austreten, ohne diese
komplett zu lysieren. Dies konnte mittels IFA auch daran erkannt werden, dass die PEMS
nach ihrem Austritt aus der Wirtszelle diese bzw. die Wirtszell-Membran zuriicklassen. Durch
differentielle Zentrifugation konnten diese Membranen nicht entfernt werden und
sedimentierten zusammen mit den PEMS. Somit konnte auch auf einem Western-Blot Bande
3-Protein in der PEMS-Préparation nachgewiesen werden, wenn auch die Banden-Intensitét
im Vergleich zu nichtinfizierten Erythrocyten geringer war.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass bei rund 50 % der Merozoiten-
Cluster nur eine Membran vorhanden war. In den Fillen, in denen zwei Membranen zu finden
waren, handelte es sich bei der inneren um die PVM und bei der duBeren um die
Plasmamembran der Wirtszelle. Dieses Ergebnis wurde schon von Lyon und Haynes fiir

andere Protease-Inhibitoren beschrieben (Lyon und Haynes, 1986). Auflerdem waren die
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Préaparationen durch Erythrocyten-Membranen kontaminiert, was konsistent mit den IFA-
Untersuchungen war. Bei Merozoiten-Clustern, die durch nur eine Membran umgeben waren,
handelte es sich tatsdchlich um PEMS. Auffillig war, dass kein elektronendichtes Material
innerhalb der Erythrocyten-Membranen zu erkennen war. Vermutlich wurden die Wirtszell-
Membranen permeabilisiert, bis es zur Evasion der Merozoiten kam. Ob dieser Effekt durch
E64 oder durch Proteasen zustande kommt, ist fraglich. Allerdings scheint E64 diesen Effekt
nicht zu verhindern, so dass ausgeschlossen werden kann, dass Cystein-Proteasen die einzige
Ursache fiir die Permeabilisierung sind. Eventuell fithren Lipasen zur partiellen Lyse der
Wirtszell-Membran, so dass diese permeabilisiert wird (Roggwiller et al., 1998). Im Laufe
dieser Lipolyse konnten dann PEMS freigesetzt werden. Die Lipolyse betrife aber nicht die
PVM, obwohl sie z. T. aus den Lipiden der Erythrocyten-Membran bestehen soll (Lingelbach
und Joiner, 1998). Dies bedeutete, dass die Merozoiten-Cluster innerhalb der PVM und der
Erythrocyten-Plasmamembran eine Vorstufe der PEMS wiren.

Beziiglich der Reinheit der PEMS-Préparationen muss hier betont werden, dass Salmon und
Kollegen (2001) ihre Analysen mit Zellen aus einer E64-inkubierten Kultur durchgefiihrt
haben. Weitere Reinigungsschritte zur Trennung der PEMS von infizierten und
nichtinfizierten RBC wurden zwar Dbeschrieben, aber nicht mittels IFA oder
Elektronenmikroskopie iiberpriift. Die Giemsa-Firbung priparierter PEMS wurde
dokumentiert und zeigte keine Unterschiede zu dem hier Beschriebenen. Dennoch war in
dieser Arbeit erst durch IFA feststellbar, dass die Préparationen Erythrocyten-Membranen
enthielten.

Zusammenfassend 146t sich sagen, dass sowohl die Ergebnisse von Lyon und Haynes als
auch die von Salmon und Kollegen bestitigt worden sind. Merozoiten-Cluster wurden sowohl
innerhalb als auch ausserhalb der Wirtszell-Plasmamembran in der Préaparation gefunden. Die
PEMS verlassen mit der PVM den Erythrocyten. Die Freisetzung der PEMS geschieht ohne
die totale Zerstorung der Erythrocyten-Plasmamembran. Dies ist in Einklang mit der Theorie
von Salmon und Mitarbeitern, dass die Evasion der Merozoiten ein Prozess ist, der in zwei
Schritten ablduft. Das Schicksal der Wirtszellen nach der Evasion wurde in deren Arbeit aber
nicht untersucht. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass die PEMS
die Wirtszelle verlassen, und dabei kleine Stiicke der Erythrocyten-Membran mitreilen. Dies
konnte bedeuten, dass der Parasit an denjenigen Stellen die Wirtszelle zuerst verlalt, an der

das TVN mit der Erythrocyten-Membran verbunden ist. Folglich gébe es keine zufillige
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Austrittspforte fiir den Parasiten aus der Wirtszelle, sondern pridestinierte Bereiche fiir die

Evasion.
4.3 Die Praparation der PVM

Die Préparation der PVM aus infizierten Erythrocyten stellt ein gro3es Problem dar (Haldar et
al., 1994). Uber die Protein-Ausstattung der PVM ist wenig bekannt, obwohl sie fiir das
Uberleben des Parasiten von entscheidender Bedeutung ist. Die PVM ist am Protein-
Transport vom Parasiten in die Wirtszelle, an der Nihrstoff- und an der Protein-Versorgung
des Parasiten beteiligt (Lingelbach und Joiner, 1998). AuBlerdem sollen Proteasen der PV an
der Evasion beteiligt und dadurch zur Aufrechterhaltung des erythrocytdren
Entwicklungszyklus erforderlich sein (Salmon et al., 2001). Offensichtlich sind die
Organellen des Apikal-Komplexes in die Bildung der PVM involviert. Bei der Invasion der
Wirtszelle durch einen Merozoiten sezernieren die Rhoptrien Proteine, die in die PVM
eingebaut werden (Sam-Yellowe et al, 1988). Um das Proteinrepertoire der PVM zu
untersuchen, musste zunichst ihre Reinigung moglich werden.

PEMS wurden dazu verwandt, ein Protokoll fiir die Prdparation der PVM zu entwickeln.
Durch Scherkrifte wurden aus préparierten PEMS die Merozoiten freigesetzt und durch
Zentrifugation entfernt. Aus dem Uberstand wurden die Membranen sedimentiert. Die
Giemsa-Farbung der Zellen in den einzelnen Fraktionen ergab, dass sich durch die Scherung
der PEMS die Merozoiten-Cluster auflosten und die entlassenen Merozoiten geerntet werden
konnten. Wie oben geschildert, konnten in dieser Arbeit PEMS isoliert werden, doch wurde
eine nicht unerhebliche Verunreinigung mit Erythrocyten-Membranen nachgewiesen. Somit
war zu erwarten, dass sich auch Plasmamembranen der Wirtszellen in derjenigen Fraktion
befanden, in denen die PVM angereichert wurden. Dies stort aber die Identifizierung von
PVM-Proteinen iiber Cell Map Proteomics nicht, da sich die 2-D PAGE-Methodik dazu
eignet, erythrocytidre Proteine durch vergleichende 2-D Gelen subtraktiv ausfindig zu machen.
In dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass sich das Proteinmuster eines 2-D Gels, in
dem Proteine aus Erythrocyten-Membranen aufgetrennt wurden, stark von demjenigen
unterschied, in dem Proteine aus der PVM-Priparation aufgetrennt wurden. Dies wurde

anhand des abundanten Erythrocyten-Proteins Bande 3 gezeigt. Dieses Protein konnte zwar
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leicht im 2-D Gel mit RBC-Membran-Proteinen entdeckt werden, aber nicht im Gel mit
Proteinen aus der PVM-Préparation. Somit ist die PVM-Fraktion relativ frei von
erythrocytiren Membran-Proteinen. Es konnte festgestellt werden, dass in der Merozoiten-
Fraktion das Bande 3-Protein und Spectrin enthalten waren. Wie die IFA-Untersuchungen
und die Elektronenmikroskopie zeigten, schienen die in der PEMS-Fraktion enthaltenen
RBC-Membranen intakt zu sein. Durch die Scherkrifte wurden vermutlich nur die PEMS
aufgeschlossen, aber nicht die Erythrocyten-Membranen, die dann mit den Merozoiten
zusammen aus der Pridparation entfernt werden konnten. Damit scheint das hier entwickelte
Protokoll zur PVM-Préparation geeignet zu sein. Die Protein-Verteilung der PVM-
Préparation zeigte nach der 2-D PAGE eine komplexes Muster. Der Vergleich der 2-D Gele
mit Proteinen der Merozoiten-Fraktion und der PVM-Priparation zeigte, dass nur relativ
wenige (18) Proteinspots im PVM-Mastergel angereichert waren, die in der Merozoiten-
Fraktion nicht zu finden waren. Diese Proteinspots miissen z. T. noch massenspektrometrisch
identifiziert werden.

Man muss in Betracht ziehen, dass auch diejenigen Proteine PVM-Proteine sein konnten, die
sowohl in Merozoiten als auch in der PVM-Priparation mit dhnlicher Intensitit im Gel
erschienen. Dies liegt daran, dass die Merozoiten als invasive Stadien schon wihrend des
Eindringens in die Wirtszelle direkt an dem Aufbau der PVM beteiligt sein sollen. So soll die
Sekretion des Rhoptrien-Inhaltes bei der Invasion zumindest teilweise an der Bildung der
PVM beitragen (Aikawa et al., 1981).

Die bekannten Proteine der PVM, EXP-1 und EXP-2, wurden in der PVM-Priparation
angereichert, was darauf schlielen 1468t, dass die Methodik der subzelluldren Fraktionierung
der PVM funktioniert. Man kann zwar nicht davon ausgehen, dass alle Proteine im PVM-
Mastergel Kandidaten dafiir sind, PVM-Proteine zu sein, doch ist die hier beschriebene
subzelluldre Fraktionierung der PVM sicherlich ein geeignetes Werkzeug, um deren Protein-
Komposition zu studieren. Abundante Proteine der Erythrocyten-Membran wie Bande 3 und
Spectrin konnten aus der PVM-Préparation effektiv ausgeschlossen werden. Es sei betont,
dass in dieser Arbeit die PEMS Ausgangsmaterial fiir die PVM-Priparation waren. Die PEMS
stellen die eine mature Form der Parasiten dar, den Segmenter. Demzufolge stellt die
priaparierte PVM die ausgereifte Form der Vakuolen-Membran dar, also mit der Protein-

Ausstattung am Ende einer Runde des Entwicklungszyklus. Losliche Proteine aus dem
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Vakuolen-Innenraum koénnen vermutlich nicht durch den hier geschilderten Ansatz erfasst
werden, da sie nicht in der Membran-Fraktion zu erwarten sind.

Erst im Oktober 2002 wurde eine Arbeit publiziert, laut der nach Streptolysin-Behandlung
von intakten Parasiten PV- und PVM-Proteine durch Biotinylierung nachgewiesen werden
konnen (Nyalwidhe et al., 2002). Dieses Prinzip konnte man in Zukunft auch in dem hier
geschilderten Ansatz anwenden. Dazu konnten PEMS isoliert werden, und die Oberfldchen-
Proteine wiirde man vor dem Freisetzen der Merozoiten biotinylieren. Die Membranen
konnten wie beschrieben préapariert werden und deren Proteine mittels 2-D PAGE
nachgewiesen und identifiziert werden. Selbstverstandlich markierte man auch die RBC-
Membranen. Dieses Problem konnte man 16sen, indem man Erythrocyten-Membranen
prapariert, biotinyliert und die Proteine gleichermallen in einem 2-D Gel/Blot nachweist. Die
Proteinmuster der PVM-Pridparation und der RBC-Membranen lieen sich subtraktiv
vergleichen. Parasitenproteine und vom Parasiten modifizierte Wirtszell-Proteine der
Erythrocyten-Membran konnte man aber nicht auf diese Weise ausschlieBen. Dennoch stellt
diese Kombination eine Verbesserung der beiden einzelnen Methoden dar. Auch Proteine des
PV-Innenraumes lieBen sich finden, wenn man die Proteine im Uberstand nach Entfernen der
Merozoiten biotinylierte.

Durch die Isolierung der PVM konnen nun deren assoziierte Proteine identifiziert werden. So
wird erwartet, die von Desai et al. (1993) postulierte Pore bzw. deren eventuelle
Untereinheiten in der PVM zu identifizieren. Die Immunolokalisierung von identifizierten
Proteinen soll dies beweisen und deren Route vom Apikal-Komplex zu ihrem Ziel verfolgen.
Dies konnte Hinweise iiber deren Funktion bei der Invasion geben und somit auch die

Funktionen des Apikal-Komplexes erleuchten.

44 Der Effekt des Biotin-markierten Aziridin-2,3-
dicarbonsaure-Derivates auf erythrocytare Stadien von P.
falciparum

Durch die Analyse der kiirzlich veroéffentlichten Genom-Daten (www.plasmodb.org; Gardner

et al.,, 2002) konnten 13 Gene identifiziert werden, die fiir bekannte und mutmalBliche

Cystein-Proteasen codieren (Gen-Loci: PF11_0165, PF11_0162, PFB0350c, PFB0345c,
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PFB0340c, PFB0330c, PFB0325¢, PFB0335¢, PFB0360c, PFB0355¢c, PFI0135¢c, PF14_0553,
PFD0230c). Darunter sind auch die bekannten Falcipaine 1-3 und die Mitglieder der SERA-
Familie. Das Serine Rich Antigen (SERA) und seine Homologen sind wahrscheinlich an der
Evasion der Parasiten durch Proteolyse der PVM beteiligt (Blackman, 2000; Chitnis und
Blackman, 2000; Delplace et al., 1987; Gor et al., 1998; Knapp et al., 1991).

In einem weiteren experimentellen Ansatz wurde in der vorliegenden Arbeit ein zusitzlicher
Cystein-Protease-Inhibitor (1-[6-(+)-Biotinylamino]-caproyl-aziridin-2,3-dicarboxylsdure-
dibenzylester, bADS) gegen intraerythrocytire Stadien von P. falciparum eingesetzt, der
spezifisch Proteasen kovalent bindet und dadurch inaktiviert (Otto und Schirmeister, 1997).
Eine Biotinylierung der Inhibitorstruktur ermoglichte dabei den Nachweis der gebundenen
Proteasen.

Aus Schizonten konnten mindestens 24 distinkte Proteine nachgewiesen werden, an die bADS
gebunden hat, darunter auch Falcipain 2, eine bereits bekannte Cystein-Protease der
Nahrungsvakuole des Parasiten. Die Anzahl der erhaltenen, markierten Proteine ist groB3er als
es mutmaBliche Cystein-Proteasen als Genprodukte aus dem Genom abzuleiten sind. Hier
konnte es sich zum Teil um artifiziell mit bADS markierte Proteine handeln. Ein Vorteil des
Inhibitors ist darin zusehen, dass der pl des Proteins durch seine Kopplung nicht verdndert
wird. Andere markierte Proteine wurden in der hier dargestellten Arbeit
massenspektrometrisch noch nicht identifiziert. SERA wurde zwar identifiziert, doch konnten
keine Proteine mit einer entsprechenden molekularen Masse und dem pl auf der Membran
markiert werden. SERA und seine Homologen gehoren zur Familie der Papain-dhnlichen
Proteine (Gor et al., 1998). Es bleibt zu bedenken, ob SERA wirklich eine aktive Cystein-
Protease ist, da die Papain-dhnliche ,,Protease-Doméne* ein vermutlich aktives Serin anstelle
von Cystein besitzt, so dass nicht klar ist, ob bADS {iiberhaupt spezifisch an SERA binden
kann (Higgins et al., 1989; Li et al., 2002). Uber einen eventuellen Hydrolysemechanismus
kann bisher nur spekuliert werden. Die 120 kDa-Form wird kurz vor der Freisetzung der
Merozoiten prozessiert, so dass zeitlich und rdumlich ein Zusammenhang zwischen SERA
und der Evasion der Merozoiten aus der Wirtszelle besteht. FEin bestimmtes
Prozessierungsprodukt (P50) besitzt die Protease-dhnliche Doméne (Li et al., 2002). Es kann
vermutet werden, dass dieses P50 eine wichtige Rolle bei der Evasion spielt. Es ist moglich,
dass die Proform nicht proteolytisch aktiv ist. Es wurde ein pl von 5,3 und eine molekulare

Masse von 49 kDa berechnet. Im Bereich dieser Koordinaten sind zwei
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nebeneinanderliegende Proteinspots nach 2-D PAGE und Proteintransfer auf eine PVDF-
Membran markiert worden, so dass es sich bei diesen Proteinen durchaus um das
Prozessierungsprodukt von SERA, P50, handeln konnte. Die massenspektrometrische
Analyse der Proteinspots muss diese Vermutung noch bestitigen.

Elektronenmikroskopisch konnte gezeigt werden, dass bADS-behandelte Trophozoiten eine
Nahrungsvakuole mit ungewohnlich grofler Elektronendichte besitzen. Aulerdem erscheinen
die Hamozoin-Kristalle relativ klein und mengenméafig reduziert. Dies spricht dafiir, dass der
Globin-Abbau in der Vakuole durch bADS zum Erliegen kommit, dieses und weitere Proteine
des Wirtscytoplasmas aber weiter vom Parasiten aufgenommen werden und dadurch der
Vakuoleninhalt elektronendichter erscheint als selbst das Erythrocyten-Cytoplasma. Folglich
ist auch die Hidmozoin-Bildung eingeschrinkt. Dies ist auch schon fiir andere Cystein-
Protease-Inhibitoren wie Leupeptin festgestellt worden (Dluzewski et al., 1986; Rosenthal,
1995; Rosenthal et al., 1988; Vander Jagt et al., 1989).

Die Lokalisation von bADS in infizierten Erythrocyten mittels Affinitdtsmarkierung durch ein
Streptavidin-Cy3-Konjugat zeigte ein interessantes Ergebnis: In jungen Parasitenstadien
(Trophozoiten) wurde bADS in der Nahrungsvakuole und rund um den Parasiten spezifisch
lokalisiert. Ob die Lokalisation auf die Nahrungsvakuole und das Erythrocyten-Cytosol
beschriankt ist oder auch die PV betrifft konnte nicht optisch aufgelost werden. Im
Cytoplasma des Parasiten wurde kein bADS nachgewiesen. Es ist anzunehmen, dass Cystein-
Proteasen des Parasiten nicht nur in der Nahrungsvakuole vertreten sind, sondern auch im
Wirts-Cytoplasma, vielleicht auch in der PV. Nichtinfizierte Erythrocyten und unbehandelte
Parasiten zeigten keine Signale, so dass weder endogenes Biotin (z. B. Acetyl-CoA
Carboxylase, putative; Gen-Locus PF14_0664) noch erythrocytidre Cystein-Proteasen wie die
Calpaine (Michetti et al., 1996) die Lokalisation beeinflussten. Vor kurzem wurde berichtet,
dass erythrocytire Calpaine keinen Einfluf3 auf die Invasion von Merozoiten haben (Hanspal
et al., 2002b), obwohl dies zuvor angenommen wurde (Olaya und Wasserman, 1991). Junge
Schizonten zeigten ein dhnliches Bild, aber in maturen Schizonten, die kurz vor der Evasion
von Merozoiten stehen, wurde nur die Nahrungsvakuole markiert, die Markierung im Wirts-
Cytoplasma war sehr schwach und randstindig. Dies kann damit zusammenhéngen, dass sich
der Parasit wihrend der Reifung im iRBC ausdehnt und so das Wirts-Cytoplasma verdringt.
Durch die Aktivitdt von Parasiten-Proteasen im Cytosol des Wirts konnte eine fortschreitende

Permeabilisierung der RBC-Plasmamembran mit der Reifung des Parasiten einhergehen, so
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dass diese Proteasen ins Medium freigesetzt werden. Andererseits wire eine Proteolyse der
Proteasen mit steigendem Reifungsgrad des Parasiten vorstellbar, da immer weniger
Wirtsproteine als Substrate iibrig bleiben oder der Parasit nimmt seine eigenen Proteasen aus
dem Wirts-Cytoplasma wieder auf. In den durchgefiihrten Studien konnte die
Nahrungsvakuole auch in Segmentern markiert werden. Es wurde bereits berichtet, dass
Proteasen des Parasiten ins Wirtscytosol gelangen und dort Erythrocyten-Proteine spalten
(Deguercy et al., 1990; Dua et al., 2001; Le Bonniec et al., 1999; Raphael et al., 2000;
Roggwiller et al., 1996). Zu diesen Proteasen gehoren eine Aspartat-Protease, eine Serin-
Protease sowie Cystein-Proteasen. Kiirzlich wurde beschrieben, dass die Cystein-Protease
Falcipain 2 aus P. falciparum bei neutralem pH-Wert Komponenten des Cytoskeletts der
Wirtszelle (Ankyrin und Protein 4.1) angreift. Bis dahin war bekannt, dass Falcipain 2 an dem
Héamoglobin-Abbau in der Nahrungsvakuole des Parasiten beteiligt ist. Bei saurem pH-Wert,
wie er in der Nahrungsvakuole vorliegt, gibt es eine erhohte Substratspezifitit fiir das
Hamoglobin. Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt zur Himoglobin-Spaltung ab dem
Trophozoiten-Stadium abnimmt und die Aktivitit fiir das Spalten der Cytoskelett-
Komponenten bis zum Schizonten-Stadium zunimmt. Die proteolytische Spaltung von
Ankyrin und Protein 4.1 soll demnach fiir die Destabilisierung der Erythrocyten-Membran
eine Rolle spielen, was den Merozoiten ihre Freisetzung ermoglicht (Hanspal et al., 2002a).
Die in dieser Arbeit gezeigte Lokalisation von bADS-markierten Proteinen stimmt demnach
mit den Ergebnissen von Hanspal et al. (2002a) iiberein. Sowohl in der Nahrungsvakuole als
auch im Cytosol des Wirts konnte der Cystein-Protease-Inhibitor in Trophozoiten und
Schizonten nachgewiesen werden. Ob auch Falcipain 1 und 3, sowie andere Cystein-
Proteasen, Komponenten des Wirts ausserhalb der Nahrungsvakuole spalten, ist nicht
bekannt. Aber es wurde vermutet, dass auch andere Proteasen vom Wirtscytosol aus das
Cytoskelett des Erythrocyten angreifen und damit die Evasion der Merozoiten einleiten
(Rosenthal, 2002).

Wenn die Inhibition von Cystein-Proteasen noch zuldlt, dass der Parasit die Wirtszelle
verld3t, aber nicht die PVM, wie bei der PEMS-Préaparation gesehen, kann die
Destabilisierung der Erythrocyten-Plasmamembran nicht nur durch die Aktivitdt von Cystein-
Proteasen erfolgen, sondern es miissen noch andere Klassen von Proteasen beteiligt sein.

Eine zelluldre Lokalisation von Cystein-Proteasen mit Hilfe eines biotinylierten Inhibitors

wurde hier erstmals bei P. falciparum durchgefiihrt und bestétigte das noch neue Bild der
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Aktivitdten von Parasiten-Proteasen im Wirtscytosol. Weitere Erkenntnisse sollte in Zukunft
die Identifizierung weiterer Zielproteine von bADS mittels Affinitdtsreinigung, 2-D PAGE

und Massenspektrometrie liefern.

AbschlieBend bleibt zu sagen, dass durch die Anwendung von Cell Map Proteomics in der
vorliegenden Arbeit neue Erkenntnisse iiber die mogliche Organisation subzelluldrer
Strukturen von P. falciparum erhalten worden sind. Dabei wurde die subzellulire
Fraktionierung aus einem Parasiten-Homogenat mit der 2-D PAGE und Massenspektrometrie
kombiniert. Der Verdacht verdichtete sich, dass Rhoptrien und Micronemen einen Komplex
mit hoher physikalischer Dichte bilden, die zusammen prépariert werden. Auflerdem weisen
einige der hier vorgestellten Ergebnisse auf eine Assoziation des ER mit den Rhoptrien und
Micronemen des Apikal-Komplexes hin.

Die Versuche zur PEMS- und PVM-Priéparation deuten auf die nicht-explosionsartige Ruptur
der Wirtszellen bei der Evasion hin, und es gab ein Indiz, dass die Merozoiten an einer
rdaumlich sehr begrenzten Stelle der Erythrocyten-Membran austreten, z. B {iiber eine
Verbindungsstelle von TVN und Wirts-Plasmamembran.

Es wurde ein Protokoll zur Subfraktionierung der PVM erstellt, das auf der PEMS-
Praparation basierte. Es konnte durch Affinitdtsmarkierungen festgestellt werden, dass
Cystein-Protease-Inhibitoren nicht nur Proteasen der Nahrungsvakuole inhibieren, sondern
auch Parasiten-Proteasen, die in das Cytosol der Wirtszelle transportiert werden.

Die weitergehende Analyse der Proteinrepertoires des Apikal-Komplexes und der PVM sollte
entscheidende neue Einblicke in die Bildung der PVM einerseits und iiber die Funktionen der
Organellen des Apikal-Komplexes andererseits ermoglichen und damit neue Erkenntnisse
iiber Mechanismen der Invasion, der Evasion und des intrazelluldren Uberlebens des Parasiten

liefern.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden mature, intraerythrocytire Formen des Malaria-Erregers
Plasmodium falciparum zur Pridparation zweier subzelluldrer Strukturen verwandt; der
Rhoptrien des Apikal-Komplexes und der parasitophoren Vakuolen-Membran (PVM). Bei
beiden handelt es sich um einzigartige Strukturen, die fiir den Parasiten von essentieller

Bedeutung sind.

Bei der Pridparation der Rhoptrien stellte sich heraus, dass diese zusammen mit den
Micronemen, ebenfalls Organellen des Apikal-Komplexes, isoliert wurden. Die Isolierung der
PVM gelang erstmalig durch die Modifikation eines Protokolls zur Isolierung von
Merozoiten, die noch von der PVM umgeben waren (Parasitophorous Vacuolar Membrane-

Enclosed Merozoite Structure, PEMS).

Die Proteine jeder Prdparation wurden dazu verwandt, jeweils zwei-dimensionale Mastergele
herzustellen, Schablonen der jeweiligen Protein-Verteilung. Dazu wurde im Rahmen dieser
Arbeit zundchst die Zwei-dimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2-D PAGE) fiir
Plasmodium falciparum etabliert. Die Protein-Verteilungsmuster der Mastergele wurde mit
derjenigen in priparativen Gelen verglichen. Fiir letztere wurden Proteine zuvor aus einem
Zellextrakt auf unterschiedliche Weise fraktioniert. Ausgesuchte Proteine aus den
praparativen Gelen wurden mittels Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation Time-Of-
Flight Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS) identifiziert und entsprechenden Proteinen in
den Mastergelen zugeordnet. Die Analyse der Préaparationen der Rhoptrien/Micronemen und
der PVM sowie die nachfolgenden massenspektrometrischen Analysen lieferten folgende

Ergebnisse:

1) Der Priparation von Rhoptrien und Micronemen konnte eine Reihe von Proteinen
zugeordnet werden, die als Proteine der Parasitophoren Vakuole, der Merozoiten-
Oberflache, der Nahrungsvakuole und des Endoplasmatischen Reticulums (ER) bekannt

sind. Es wurden Indizien dafiir gefunden, dass zusammen mit den Rhoptrien/Micronemen
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auch Komponenten eines ER- und/oder Vesikel-vermittelten Transports gereinigt
wurden. Hieraus lédsst sich schlieen, dass ein derartiger Transportweg iiber den Apikal-
Komplex verlauft und die beteiligten Kompartimente mit ihm in Verbindung stehen.

Es wurden sechs bisher hypothetische Proteine der Priparation zugeordnet, wobei fiir vier
ein Signalpeptid vorhergesagt wird, was auf eine extracytosolische Kompartimentierung
hindeutet. Eines davon wird erst sehr spdt im Entwicklungszyklus des Parasiten
synthetisiert, wodurch besonders nahe liegt, dass es an der Invasion oder Evasion von
Plasmodien beteiligt ist.

2) Fiir die Préaparation der PVM konnten zunéchst die als PEMS bezeichneten Strukturen
isoliert werden. Hier zeigte sich eine Kontamination mit Erythrocyten-
Plasmamembranen. Wéhrend der Priparation der PEMS, die in der Gegenwart von E64
stattfindet, einem Inhibitor von Cystein-Proteasen, wurde beobachtet, dass die Evasion
nicht die vollige Zerstorung der Wirtszell-Membran zur Folge hat. Dies deutet darauf hin,
dass die Evasion nur an einer begrenzten Stelle der Wirtzelle erfolgt.

Die Merozoiten konnten aus den PEMS mechanisch freigesetzt und so die PVM von den
Parasiten getrennt werden. Es stellte sich heraus, dass in der Priparation keine
abundanten Verunreinigungen durch Proteine der Plasmamembran und des Cytoskeletts
von Erythrocyten, vorhanden waren. Diese, in der vorliegenden Arbeit entwickelte
Methodik ermoglicht es erstmalig, die PVM zu isolieren und damit ihr Proteinrepertoire

umfassend zu analysieren.

Die Bedeutung von Cystein-Proteasen bei der Evasion der Parasiten wurde bereits bei der
Praparation der PEMS gezeigt. Es ist allerdings nicht bekannt, welche Proteasen direkt
beteiligt sind. Um dieser Frage nachzugehen, wurde der Cystein-Protease-Inhibitor bADS, ein
biotinyliertes Derivat der Aziridin-Dicarbonsdure, gegen intraerythrocytiare Plasmodien
eingesetzt. Durch die Biotinylierung wurden Zielproteine von bADS, die ihren Ursprung im
Parasiten haben, in der Nahrungsvakuole und zusitzlich im Cytosol der Wirtszelle lokalisiert.
Es konnte gezeigt werden, dass die Lokalisation der Proteine, vermutlich Cystein-Proteasen,
stadienspezifisch ist. In spédten Stadien der Parasiten-Entwicklung sind sie hauptsédchlich in
der Nahrungsvakuole nachzuweisen, bei Trophozoiten-infizierten Erythrocyten jedoch
zusitzlich im Wirts-Cytosol. Diese Beobachtungen lassen auf eine wichtige Funktion von

Cystein-Proteasen bei der Parasiten-Reifung und seiner Evasion aus der Wirtszelle schlie3en.

159



Zusammenfassung

Mit Hilfe der 2-D PAGE und anschliefender Affinitdts-Markierung von bADS gekoppelten
Proteinen konnten zwischen 20 und 30 Proteine als mogliche Zielproteine des Inhibitors
sichtbar gemacht werden. Eines davon ist Falcipain 2, eine bereits bekannte Cystein-Protease
in Plasmodium. Des weiteren wurden Indizien gefunden, dass ein Prozessierungsprodukt von
SERA als aktive Protease an bADS bindet.

Die Erkenntnisse aus der vorliegenden Arbeit liefern die Grundlagen zu einer weiterfiihrenden
Analyse derjenigen Proteine, die mit dem Apikal-Komplex und/oder der PVM assoziiert sind.
Die Identifizierung und Untersuchung der Cystein-Proteasen in maturen Parasitenstadien
werden deren Funktionen im intraerythrocytiren Entwicklungszyklus aufkldren.

Dies alles wird dazu beitragen, die molekularen Mechanismen der Invasion und der Evasion

des Parasiten in seine und aus seiner Wirtszelle zu verstehen.
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