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1 Zusammenfassung

Malaria ist mit tiber 300 Million Neuinfektionen und etwa 1 Million krankheits-
bedingter Todesfélle eine der bedeutendsten Infektionskrankheiten der Gegen-
wart. Ausloser sind Parasiten der Gattung Plasmodium, welche in der Lage sind
Erythrozyten zu invadieren und zu modifizieren. Die Invasion ist ein prézise
koordinierter Prozess, der auf der genauen Abfolge von Proteinsekretion und
spezifischer Protein-Protein Interaktionen beruht. Rezeptor-Phosphorylierung
scheint dabei ein wichtiger Regulationsmechanismus zu sein. Dies wurde un-
ter Anderem fiir den Vakzinkandidaten ,apikale membran antigen 1¢ (AMA1)
gezeigt. Das Typ-I-Transmembranprotein bindet mit seiner extrazelluldren Do-
méane an einen Rezeptor-Komplex in der Erythrozytenmembran, was die Vor-
aussetzung fiir die Invasion der Wirtszelle durch den Parasiten ist. Es konnte
auBerdem gezeigt werden, dass die Phosphorylierung der zytoplasmatischen Do-
méne (CPD) von AMAT1 an Serin 610 durch die Proteinkinase A (PKA) essen-
tiell fiir die Funktion des Proteins ist. Mehrere unabhingige Untersuchungen
konnten in der CPD von AMA1 neben S610 noch 5 weitere putative Phospho-
rylierungsstellen nachweisen.

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung dieser zusétzlichen Phosphorylie-
rungsstellen in Hinsicht auf deren physiologische Funktion und die identifizie-
rung der verantwortlichen Kinase(n). Durch die Herstellung von Substitutions-
mutanten konnte gezeigt werden, dass die Serine S588, S601 und S590 in vivo
keinen Einfluss auf die Funktion von AMA1 wéahrend der Erythrozyteninvasi-
on haben. Dies steht im Gegensatz zu den Mutationen der Threonine T612 und
T613, die zu einer 40 %igen bzw. 70 %igen Invasionsinhibition fithrten. Es konnte
gezeigt werden, dass die quantitative Phosphorylierung von T613 erst nach der

initialen Phosphorylierung von S610 durch die cAMP-abhangige Proteinkinase
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A nachweisbar ist. Als potenzielle Kinase fiir die T613-Phosphorylierung wurde
die ,,Glykogen Synthase Kinase 3“ (GSK3) genauer charakterisiert, da der Be-
reich um T613 einer GSK3 Substrat-Erkennungsstelle ahnelt. Die GSK3 kann
vor-phosphoryliertes Substrat weiter phosphorylieren, wird im intraerythrozy-
tédren Zyklus exprimiert und ist fiir diesen essentiell. Es konnte gezeigt werden,
dass die rekombinante GSK3 AMA1 T613-abhéngig phosphoryliert und dass das
Enzym in Schizonten zytosolisch exprimiert wird. Die Aktivierung von AMA1
scheint somit ein Zwei-Stufen-Prozess zu sein, in dem nicht nur die PKA sondern
auch die GSK3 eine entscheidende Rolle spielt.
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2.1 Malaria

Im Jahr 2009 wurde die Zahl der Malariainfektionen weltweit auf bis zu 316
Millionen geschétzt (Cibulskis et al., 2011). 2011 lebten ungeféhr 3,3 Mrd Men-
schen in Malaria-Risikogebieten. Diese Gebiete erstrecken sich tiber den geamten
tropischen und subtropischen Sektor mit Schwerpunkt auf das subsahararische
Afrika. Hier werden jedes Jahr 80 % der Neuinfektionen und 90 % der Malaria-
bedingten Todesfélle verzeichnet (WHO, 2012). Laut WHO (2012) zahlt eine
Malariainfektion noch heute weltweit zu den vier haufigsten Todesursachen von
Kindern unter 5 Jahren und ist damit neben AIDS und Tuberkulose eine der
bedeutendsten Infektionskrankheiten unserer Zeit.

Neben den klimatischen Bedingungen in diesen Gebieten sind mangelnde Infra-
struktur und die wirtschaftlich bedingte Armut weitere wichtige Faktoren fiir
die Ausbreitung von Malaria. Studien belegen, dass die durch Malaria beding-
te Mortalititsrate in den Regionen Afrikas, in denen das Pro-Kopf-Einkommen
unter 1,25 US$ pro Tag liegt, hoher ist als in einkommensstarkeren Gebieten
(WHO, 2012).

2.1.1 Geschichte und Klinik der Malaria

Die ersten Berichte iiber Malariainfektionen gehen bis in das Jahr 2700 v. Ch.
zuriick, zu Zeiten des , gelben* Kaisers Huang Ti. Damals wurde bereits eine
Verbindung zwischen Drei-, respektive Viertagesfieber und einer Vergréfierung
der Milz erkannt (Sherman, 1998). Auch der dgyptische Pharao Tutankhamun
(ca. 1300 v.C.) litt an einer Malariainfektion (Timmann & Meyer, 2010).
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Europa und die Mittelmeerregion waren von der Antike bis in die 50er Jahre

Abb. 1: Weltweites Vorkommen von P. falciparum. Die dunkelroten Gebiete auf der
Karte stellen Regionen dar, in denen die Anzahl der Neuinfektionen pro Jahr > 1 von 10000
Einwohnern ist. In den hellroten Gebieten liegt die jahrliche Neuinfektion < 1 von 10000. Die
grauen gebiete sind Malariafrei (Guerra et al., 2008).

aufgrund der weitrdumigen Moor- und Marschlandschaften noch Malaria En-
demiegebiete. Diese dienten den Malaria-iibertragenden Miicken als Brutgebiet.
Im Zuge der Industrialisierung und der Erschliefung von Wohnraum wurden
diese immer weiter ausgetrocknet, was zu einem Riickgang der Malaria fiihrte
(Knottnerus, 2002).

1897 fand der britische Mediziner Ronald K. B. Ross heraus, dass Stechmiicken
den Erreger in den Menschen tibertragen (Poser, 1999). Die Hauptiibertréger
der Parasiten sind weibliche Miicken der Gattungen Anopheles. Aber auch Aedes
und Culez konnen als Wirt fungieren (Loiseau et al., 2012; Barillas-Mury & Ku-
mar, 2005; Farajollahi et al., 2011).

Der franzosische Militararzt C.L. Laveran beschrieb im Jahr 1880 als erster den
Malariaerreger, nachdem er Blutproben von erkrankten algerischen Soldaten
unter dem Mikroskop untersucht hat. Dafiir wurde er 1907 mit dem Medizinno-
belpreis ausgezeichnet (Poser, 1999).

Der Erreger ist ein einzellige Parasit der Gattung Plasmodium. Die Gattung
umfasst iiber 200 verschiedene Arten, wobei nahezu alle Vertebraten als Wirts-
organismen dienen einschliellich Affen (Deane, 1992), Végel (Lachish et al.,
2011), Reptilien (Fricke et al., 2010), Nagetiere (Franke-Fayard et al., 2010)
und Menschen (Garcia, 2010). Es gibt 5 humanpathogene Plasmodium-Arten:
P. falciparum (Erreger der falciparum Malaria), P. ovale, P. vivaz (die Erre-

ger der Malaria tertiana) P. malariae (Erreger der Malaria quartana) und P.
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knowlesi (Erreger der knowlesi Malaria). Letzterer wurde erst vor Kurzem als
humanpathogen beschrieben (Cox-Singh et al., 2008; Sabbatani et al., 2010;
Schottelius et al., 2010; William et al., 2011). Das klinische Bild ist je nach Er-
regerart unterschiedlich.

Malaria quartana (,,Vier-Tage-Fieber“) wird durch eine Infektion mit Plasmo-
dium malariae hervorgerufen. P. vivax und P. ovale verursachen die Malaria
tertiana (,,Drei-Tage-Fieber“), wobei diese beiden Erregerspezies auch persistie-
rende Ruhestadien, so genannte Hypnozoiten, ausbilden kénnen, die in Hepato-
zyten Wochen bis Jahre verbleiben konnen. Durch einen bislang unbekannten
Stimulus reifen diese Hypnozoiten zu Leberschizonten heran und lésen so einen
Malariartickfall aus (Krotoski, 1989; Cogswell, 1992). Die Inkubationszeit be-
tragt im Schnitt zwischen 12 und 14 Tagen kann jedoch auch mehrere Wochen
dauern, je nach Zustand des Immunsystems des Patienten (White, 2003).

P. falciparum, der iiberwiegend in Afrika vorkommt, stellt den todlichsten Ver-
treter der Gattung dar (Abb.1) (WHO, 2012). Die erhéhte Mortalitat begrindet
sich durch die Modifikation der Wirtszelle. In die Zelloberfldche infizierter Ery-
throzyten werden Parasitenproteine eingelagert, die zu der Anheftung an das
Kapillarendothel und zur so genannten ,,Rosettenbildung® infizierter und nicht
infizierter roter Blutzellen fithren kénnen (Haldar & Mohandas, 2007). Dies und
eine starke Immunreaktion fiihren bei der falciparum Malaria oder Malaria tropi-
ca haufig zu Komplikationen, die mit Gewebehypoxien und Organschadigungen
einhergehen (Clark & Cowden, 1999). Treten unter anderem neurologische Aus-
fallerscheinungen auf, die bis hin zum Koma reichen kénnen, spricht man von
zerebraler Malaria (WHO, 2012).

2.1.2 Biologie des Parasiten

Die Gattung Plasmodium (gr. plasmatos = ,kleines Gebilde“) gehort in die
Klasse der Haematozoea, welche zusammen mit Gregarinea und Coccidea den
Unterstamm der Apicompleza bilden (Haldar et al., 2006). Diese Organismen
sind eukaroytische, einzellige Parasiten. Die Gruppe der Apicomplera umfasst
eine Anzahl von human- und veterinarmedizinisch relevanten Parasiten wie Fi-
meria spp (Shirley et al., 2005), Neospora spp, Babesia spp und Theileria spp.
Toxoplasma gondii ist ein weiterer humanpathogener Parasit der Apikomplexa,

dessen Endwirt Katzen sind. Als Zwischenwirt konnen fast alle Sdugetiere die-
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nen, wozu auch der Mensch gehort. Besondere Bedeutung kommt jedoch der
Maus als Beutetier der Katze zu. T. gondii hat eminente Bedeutung als Erreger
der Toxoplasmose beim Menschen und ist im Gegensatz zu vielen anderen Pa-
rasiten auch in Industrielindern weit verbreitet. Bei immunkompetenten Indivi-
duen ist die Infektion selbstlimitierend, jedoch kann eine chronische Infektion in
lokalen Entziindungen im Gehirn resultieren, welche durch in das Nervengewebe
invadierende Parasiten hervorgerufen werden (Lucius & Loos-Frank, 2008).
Die Apikomplexa sind polar aufgebaut und weisen in ihrem apikalen Bereich
spezielle sekretorischen Organellen aufweisen auf. Diese werden als Mikrone-
men, Exonemen, Rhoptrien und elektronendichten Granulae (Abb. 2) bezeich-
net und sind an der Invasion der Wirtszelle und der anschlieSfenden Ausbildung
der parasitophoren Vakuole (PV) (siehe unten) beteiligt (Singh et al., 2007;
Cowman et al., 2012). Ein weitere Besonderheit ist ein Chloroplasten-ahnliches
Organell, der sogenannte Apikoplast. Der Apikoplast ist von 4 Membranen um-
geben und seine Entstehung evolutiv durch sekundare Endosymbiose zu erklé-
ren (Waller & McFadden, 2005; Foth & McFadden, 2003; McFadden, 2011).
Das Apikoplasten-Genom umfasst ca. 35 kb und codiert fiir etwa 30 Protei-
ne (McFadden, 2011). Mit Hilfe einer N-terminalen Apikoplasten-Zielsequenz
werden tiber 400 im Zellkern kodierte Proteine in den Apikoplasten transpor-
tiert, die hier eine Vielzahl von Organell-spezifischen Stoffwechselwegen (z.B.
Isoprenoid-Synthese, Fettsaure-Biosynthese) ermoglichen (Ralph et al., 2004).
Eine weitere strukturelle Besonderheit ist ein Membransystem, das direkt un-
terhalb der Plasmamembran liegt und als ,innere Membran-Komplex“ (IMC)
bezeichnet wird (Abb.2). Der IMC ist eine synapomorphe Struktur die namens-
gebend fiir die phylogenetische Ubergruppe der Alveolata ist, zu der auch die
Apikompleza gehoren (Cavalier-Smith, 1993). Zu dieser Gruppe zahlen auch die
Cliliata und die Dinoflagellata.

2.1.3 Lebenszyklen

Plasmodium durchlauft wahrend seiner Entwicklung 3 Phasen: Die ,,Schizogo-
nie“, die die ungeschlechtliche Vermehrungsphase darstellt, die ,,Gamogonie*,
bei der sich die Geschlechtszellen (Gameten) ausbilden und die ,,Sporogonie,
bei der sich durch ungeschlechtliche Vermehrung Sporozoiten bilden. Dabei fin-

den die Schizogonie und die erste Phase der Gamogonie in Wirbeltieren und
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Abb. 2: Schematische Darstellung eines Merozoiten. (Cowman et al., 2012) Der Me-
rozoit ist die haploide, invasive Form. Im vorderen Bereich befindet sich der apikale Komplex.
Zu ihm gehoren die Mikronemen und Rhoptrien. Weitere sekretorische Organellen sind die
elektronendichten Granulae (dense granules) und die Exonemen. Unterhalb der Plasmamem-
bran liegt der innere Membran-Komplex. Jeder Merozoit besitzt einen Apicoplasten und ein
Mitochondrium. Im distalen Bereich liegt der Zellkern (Nucleus), neben dem das endoplas-
matische Retikulum und der Golgi-Apparat sitzt.

der Ubergang von der Gamogonie zur Sporogonie in den Arthropoden statt
(Abb.3) (zusammengefasst in Hiepe et al. (2006)). Durch den Stich einer weibli-
chen Anopheles-Miicke gelangen durch den Speichel Sporozoiten zunéachst in die
Haut des menschlichen Wirts. Von hier aus migrieren die Sporozoiten in Blut-
gefiBe und erreichen dabei iiber die Sinusoide die Leber. Uber die Aufnahme
durch Kupfferzellen gelangen die Sporozoiten aus dem Blutkreislauf in die Leber,
transmigrieren mehrere Hepatozyten und invadieren letztendlich einen Hepato-
zyten (Frevert et al., 2008; Mota et al., 2001; Mota & Rodriguez, 2002, 2004). In
diesem liegt der Parasit in einer parasitophoren Vakuole (PV) vor und beginnt
mit der Schizogonie. Im Leberschizonten bilden sich je nach Spezies 30.000 -
50.000 Tochtermerozoiten. Der Ubergang von der Leberphase zur erythrozyta-
ren Phase verlauft iiber das Merosom. Diese vesikeldhnliche Ausstiilpung vom
Hepatozyten gelangt in den Blutkreislauf und setzt die Merozoiten frei, welche
dann Erythrozyten invadieren kénnen (Heussler et al., 2006; Sturm et al., 2006;
Baer et al., 2007; Cowman et al., 2012). Die intraerythrozytiare Vermehrung

von P. falciparum dauert in etwa 48 Stunden. In den ersten 24 Stunden liegt




2 Einleitung

Abb. 3: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von P. falciparum. Die Ab-
bildung zeigt die Vermehrungszyklen des Parasiten. 1) Leberphase von P. falciparum. Der
Parasit bildet einen Leberschizonten im infizierten Hepatozyten. Nach Abschluss der Schi-
zogenie bildet sich ein Merosom, welches in den Blutkreislauf gelangt. Merozoiten werden
vom Merozom freigesetzt, welche 2) dann Erythrozyten invadieren. Der weitaus iiberwiegende
Teil durchlauft den asexuellen Vermehrungszyklus, wodurch neue Merozoiten gebildet und
freigesetzt werden. Einige wenige differenzieren sich zu Gameten welche in der Miicke 3) die
sexuellen Vermehrung ermdglichen. (K. Jurries, BNI, 2009)

der Parasit im sogenannten Ringstadium vor. Seinen Namen erhielt der Parasit
durch sein ringférmiges Erscheinungsbild in Giemsa-gefarbten Blutausstrichen.
In diesem Stadium werden die ersten Veranderungen der Wirtszelle durchge-
fithrt. Zwischen 24 und 36 Stunden nach der Invasion ist der Parasit im Tro-
phozoitenstadium. Ab Stunde 36 bis zum Aufplatzen der Wirtszelle nach etwa
48 Stunden befindet sich der Parasit im Schizontenstadium. Er durchlauft meh-
rere Replikationsrunden, wobei sich 16-32 Tochtermerozoiten ausbilden, welche
beim Platzen des Schizonten in den Blutkreislauf abgegeben werden und neue
Erythrozyten befallen konnen (Maier et al., 2009; Gerald et al., 2011).

Wiéhrend der intraerythrozytiren Entwicklung der Parasiten im menschlichen
Wirt entstehen aus einem infizierten Erythrozyten nicht nur Schizonten, sondern
auch Gameten. Bei dieser Gametogenese entwickeln sich ménnliche Mikrogame-

ten und weibliche Makrogameten. Beide werden bei der Blutmahlzeit von der
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weiblichen Miicke aufgenommen und gelangen in ihren Mitteldarm. Dort ver-
schmelzen weibliche und ménnliche Gameten zu einer diploiden Zygote, die sich
weiter zu einem motilen Ookinet entwickelt (Beier, 1998). Dieser nistet sich in
die Basallamina unterhalb des Mitteldarmepithels ein und entwickelt sich weiter
zur Oozyste. In den nachsten Tagen durchlauft die Oozyste 10 bis 11 Runden der
DNA-Replikation und wird zu einem Synzytium mit mehreren tausend Nuclei.
Von der Oberflache des entstandenen Sporoblasten migrieren anschliefend tau-
sende haploide Sporozoiten in die Speicheldriisen der Miicke, von wo aus sie

bei der néchsten Blutmahlzeit auf den menschlichen Wirt tibertragen werden
(Abb.3) (Gerald et al., 2011).

2.1.4 Medikament- und Vakzinentwicklung

Fir die Behandlung von Malaria stehen eine limitierte Anzahl Chemotherapeu-
tika zur Verfiigung, die sich in wenige Wirkstoftklassen einteilen lassen. Chinin,
eines der dltesten Arzneimittel gegen Malaria gehort zu der Gruppe der Chino-
line. Es wurde im 17. Jahrhundert aus Peru nach Europa importiert und wurde
aus der Rinde Chinarindenbaum ( Cinchona pubescens) gewonnen (Rocco, 2004).
Das synthetische Chininderivat ,,Chloroquin“ war lange Zeit das Standardmedi-
kament in der Malariabehandlung. Es gehort zur Gruppe der 4-Aminochinoline
und bildet stabile Komplexe mit dem Abbauprodukt von Hémoglobin, dem
Ferriprotoporphyrin IX. Das inhibiert die Polymerisation zu unschédlichem [3-
Hematin und die Ablagerung im Malariapigment (Orjih et al., 2012). Bereits
in den 60er Jahren traten Chloroquinresistente P. falciparum Stamme auf. Als
molekularer Marker wurde ein Aminosaureaustausch (K76T) im Chloroquin-
Resistenz-Transporter (CRT)-Protein identifiziert (Sidhu et al., 2002). Man geht
davon aus, dass diese Mutationen zu einem verstédrken Export von Chloroquin
aus der Vakuole fithrt (Martin & Kirk, 2004). Chloroquin wird heute nur noch
gegen P. ovale, P. malariae und P. vivar in Kombination mit anderen Prapara-
ten eingesetzt (Fidock et al., 2000). Ein weiteres Derivat von Chinin, Primaquin,
gehort zur Medikamentenklasse der 8-Aminochinoline. Primaquin wird trotz des
ungeklarten Wirkungsmechanismus zu Behandlung von P. ovale und P. vivax
eingesetzt, da es zur Zeit der einzige Wirkstoff gegen alle Leberphasenparasiten,
wozu auch die Hypnozoiten gehoren, ist (Fisk et al., 1989; WHO, 2012).
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Antifolate wie Sulfadoxin und Pyrimethamin werden als Kombinationspréaparat
(z.B. Fansidar®) werden in Kombination mit verschiedenen Antibiotika ein-
gesetzt. Antifolate hemmen die Synthese von Tetrahydrofolat, einem Cofaktor
fir den Transport von Cl-Molekiilen und essentiell fiir die Synthese von Pu-
rinbasen (dTMP) und Proteinen (Methionin). Im Unterschied zum Menschen
konnen Plasmodien aufgenommene Folsdure nicht verwerten und sind auf deren
de novo Synthese angewiesen. Spezifische Inhibitoren der Dihydrofolatreduk-
tase (DHFR) wie beispielsweise Pyrimethamin hemmen die Umwandlung von
Dihydrofolat in Tetrahydrofolat. In diesem Falle sind die Resistenzen gegen Py-
rimethamin mit Punktmutationen im dhfr-Gen verbunden und fast ebenso weit
verbreitet wie die Chloroquin Resistenz (WHO, 2012).

Artemisinin, gewonnen aus dem ,Einjdhrigen BeifuB“ (Artemisia annua) und
seine Derivate (Dihydroartemisinin, Artemether und Artesunat) werden heute
weltweit verwendet und zeichnen sich durch schnelle, antiparasitare Wirkung
aus. Artemisininderivate wirken auf alle Blutstadien des Malariaerregers, ein-
schlieflich der Gametozyten, sind aber nicht hypnozoidal (Price et al., 1996;
Yeung et al., 2009; Amaratunga et al., 2012). Eine Artemisinin-basierte Kom-
binationstherapie (ACT) ist heute die von der WHO empfohlene Standardbe-
handlung (McIntosh & Olliaro, 2000a,b; WHO, 2012). Erste Resistenzen gegen
Artemisinin und seine Derivate wurden bereits 2009 beschrieben (Yeung et al.,
2009; Amaratunga et al., 2012)

Antibiotika, die zur Malariatherapie eingesetzt werden, sind unter anderem
Doxycyclin und Clindamycin. Diese werden meist in Kombination mit Chi-
ninpriaparaten bei ,,unkomplizierter Malaria“ verabreicht. Medizinisch relevante
Resistenzen wurden bisher weder fiir Doxycyclin, noch fiir Clindamycin beschrie-
ben (Capdevila & Icart, 2010; Obonyo & Juma, 2012).

Die neue, experimentelle Substanzklasse der Spiroindolone, zeigte mit 20 Stoffen
eine gute Wirkung gegen P. falciparum und P. vivaz bei einem Inhibitor-Screen
mit tiber 12.000 potentiellen Inhibitoren aus der Datenbank der Firma Novartis
gefunden. Der aussichtsreichte Kandidat tragt die Bezeichnung NIDT609 und
wirkt iiber einen noch nicht geklarten Mechanismus auf die Proteinbiosynthese
des Parasiten. Erste Versuche bei der Behandlung von mit P. berghei infizierten
Maéusen, bestatigten die anti-parasitare Wirkung des Wirkstoff.

Das Fehlen weiterer medikamentoser Alternativen ist jedoch ausgesprochen pro-
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blematisch und verdeutlicht die Notwendigkeit der verstarkten Wirkstoff- und
Vakzinentwicklung. Der am weitesten fortgeschrittene experimentelle Impfstoff
heifit RTS,S und wird von GlaxoSmithKline™(GSK™) und der ,malaria vac-
cine initiative, (MVI-Path) entwickelt. RTS,S ist ein Fusionsprotein, das sich
aus dem “circum sporozoite protein“ (CSP) und einem Oberflachenantigen des
Hepatitis A Virus zusammensetzt (Casares et al., 2010). RTS,S befindet sich
zur Zeit in der 3. klinischen Testphase wobei die letzten Auswertung belegen,
dass dieser Impfstoff einen nicht ausreichenden Schutz vermittelt (Olotu et al.,
2011).

Ein weiterer Impfstoff, dessen Entwicklung dhnlich weit fortgeschritten ist, ist
ein sogenannter ,,Lebend-Impfstoffen”, der von der Firma Sanaria™hergestellt
und vertrieben wird. Die Vakzinierung wird durch y-bestrahlten Sporozoiten
erreicht (Nussenzweig et al., 1967; Hoffman et al., 2002). Durch die Bestrahlung
von parasitierten Miicken werden die Sporozoiten ,abgeschwicht® (attenuiert),
so dass sie noch metabolisch aktiv sind und im besten Falle eine adédquate Immu-
nantwort auslosen, aber keine Krankheitssymptome mehr hervorrufen kénnen
(Hoffman et al., 2002; Borrmann & Matuschewski, 2011).

2.2 Wirtszell-Invasionsstrategien und

Erythrozytenentwicklung

Intrazelluldre Pathogene haben verschiedene Strategien entwickelt um Wirtszel-
len zu invadieren. Die Invasion von Apikomplexa stellt eine Besonderheit dar, da
die Parasiten die fiir die Invasion notwendige Proteinausstattung inklusive des
Motorkomplexes, der die Kraft fiir die Invasion vermittelt, selber exprimieren.
Der tiiberwiegende Teil der intrazellularen Pathogene adaptieren hingegen die
Aufnahmemechanismen der Wirtszelle fiir ihre Invasion.

So besitzt der HI-Virus nur eine minimale genetische Ausstattung und nutzt
nach der Replikation in einer Wirtszelle deren Plasmamembran fir die Invasion
der nachsten Wirtszelle. Der Virus kodiert neben einigen regulatorischen und
akzessorischen Molekiilen selbst nur fiir die retroviralen Gene gag, pol und enwv.
Mit seinem Hiillen-Glykoprotein gp120 bindet der HI-Virus die Wirtszellen iiber
den Hauptrezeptor CD4, was die Voraussetzung der Bindung des Ko-Rezeptors
ist. In frithen Infektionsphasen wird CCR5 als Ko-Rezeptor genutzt, wodurch
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der Virus Makrophagen und Monozytenvorlédufer infizieren kann. In spéateren
Infektionsphasen entstehen mutierte Varianten, die den CXCR4 Rezeptor von
T-Zellen binden. Diese Bindung geht iiber das virale Protein ,Env®, das mit
gp41 verbunden ist. Uber die Ko-Rezeptoren wird es in der Wirtszellmembran
verankert. Die Bindung von Haupt- und Ko-Rezeptor fithrt zu einer Konforma-
tionsanderung der beiden Proteine, wodurch die Virusmembran und die Wirts-
zellmembran in Kontakt kommen und miteinander fusionieren. Das Viruskapsid,
bestehend aus der viralen RNA, der reversen Transkriptase und der Integrase,
wird dadurch in das Zytoplasma der Wirtszelle geschleust. Das RNA-Genom des
HI-Virus wird durch die viruseigene Reversen Transkriptase in DNA umgewan-
delt, die anschliefend in das Wirtszellgenom eingebaut wird (Klasse, 2012). Die
Invasion des HI-Virus benétigt somit nur wenige viruseigene Proteine und nutzt

die Bindung an T-Zell-Oberflichenproteine um in die Wirtszelle einzudringen.

Fiir die Invasion von Mycobacterium tuberculosis werden keine speziellen Prote-
ine des Bakteriums benotigt. Der Erreger der Tuberkulose vermehrt sich haupt-
sachlich in Makrophagen. Diese gehéren zu den Phagozyten (Fresszellen) und
sind Leukozyten (weile Blutkérperchen), die als Teil des Immunsystems wirts-
fremde Mikroorganismen beseitigen (Tiruviluamala & Reichman, 2002). M. tu-
berculosis nutzt diesen, eigentlich als Abwehrreaktion entwickelten Mechanis-
mus aus und lasst sich von den Macrophagen ,fressen®. Die Erkennung von
Bakterien wird durch ,,Toll like Rezeptoren® (TLR), Fc-Rezeptoren, Mannose-
Rezeptoren und Complement Rezeptoren vermittelt, die ,,Pathogen Associated
Molecular Patterns (PAMPs) erkennen (Ernst, 1998; Cambi et al., 2005; Tri-
cker & Cheng, 2008). PAMPs sind ausschlielich auf oder in Pathogenen zu
finden. Durch die TLR ist das Immunsystem in der Lage zwischen wirtseigenen
und wirtsfremden Oberflachenstrukturen zu unterscheiden. Die besondere Leis-
tung des Bakteriums liegt darin, nach der Aufnahme im Phagosom zu iiberle-
ben. Phagozytierte Partikel werden fiir gewohnlich durch Ansduerung des Kom-
partiments mit Hilfe von V-ATPasen zersetzt. M. tuberculosis verhindert diese
,Phagolysosom“-Entwicklung durch die Hemmung der ,,Phosphatidylinositol-3-
Kinase“ (PI3 Kinase) iiber das Membranprotein ,Lipoarabinomannan“ (LAM).
Die PI3-Kinase reichert Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PI3P) an der Mem-

bran des Phagosoms an, was als Bindungsstelle dient fiir Proteine, die an der
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Reifung des Phogolysosom beteiligt sind. Somit verhindert M. tuberculosis die
lysosomale Entwicklung des Kompartiments und kann in Makrophagen persis-
tieren (Pieters, 2008).

Auch die Invasion des Bakteriums Yersinia pseudotuberculosis ist im Gegensatz
zu P. falciparum passiv, basiert jedoch auf der Bindung zwischen Pathogen-
spezifischen Liganden und wirtsspezifischen Rezeptoren. Yersinia pseudotuber-
culosis migriert nach der Infektion durch das Darmepithel und invadiert Lymph-
zellen. Anders als bei der Aufnahme von M. tuberculosis durch Phagozyten,
sind die Endothelzellen nicht auf die Aufnahme von Krankheitserregern spezia-
lisiert. Daher exprimiert Yersinia das fiir die Invasion spezielle Membranprote-
in ,Invasin®“, das an [1-Integrin der Wirtszelle bindet. (31-Integrin vermittelt
die Bindung an die extrazellulare Matrix (ECM) (Isberg & Barnes, 2001), was
das Bakterium ausnutzt, um in die Wirtszelle zu invadieren. Invasin hat eine
100fach hohere Affinitét zu 31-Integrin als Fibronection (der natiirliche Intrgrin-
Ligand) und induziert so die Bildung von ,Integrin-Clustern® (Pizarro-CerdA;
& Cossart, 2006). Signalkaskaden aktivieren daraufhin die Kinasen FAK (Focal
adhesion kinases), Scr, PI3-Kinase und Rac. Dadurch kommt es zu einer Veran-
derung der Zellmembran und der Umgestaltung des Aktin-Zytoskeletts, wobei
der Rac-Arp2/3-Komplex eine essentielle Rolle spielt. Immer mehr Invasine bin-
den an (1-Integrin, wodurch das Bakterium von der wirtszelle wie durch einen
Reiflverschluss weiter von der Wirtszelle umschlossen wird, bis Yersinia pseu-
dotuberculosis aufgenommen ist (Cossart & Sansonetti, 2004). Diese Strategie

wird ,,Zipper-Mechanismus® genannt.

Eine wesentlich jaktivere“ Invasionsstrategie nutzen die Bakterien Shigella und
Salmonella. Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Pathogenen manipulie-
ren diese Bakterien die Wirtszelle durch mehrere hoch spezifische Invasionspro-
teine und induzieren ihre passive Aufnahme durch Macropinozytose. Sie nut-
zen dazu ein type II secretory system* (TTSS). Dieser Protein-Komplex stellt
den Kontakt zur Wirtszelle her und erlaubt das Einschleusen bakterieller Ef-
fektorproteine, die direkt mit dem Wirtszellzytoskelett interagieren. Zwei der
Komponenten des TTSS, die Proteine SipB/C bei Salmonella und IpaB/C bei

Shigella bilden eine Pore oder , Translocon® in der Plasmamembran der Wirts-
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zelle, wodurch sich ein Kontinuum zwischen dem Zytoplasma der beiden Zellen
bildet (Galan, 2001; Sansonetti, 2001). Das Shigella Protein VirA wird so vom
Bakterium in das Wirtszellzytosol injiziert und induziert die Depolymerisierung
von Mikrotubuli an der Eintrittsstelle. Dies fithrt zu einer Aktivierung der Racl
und der Bildung des Racl-IRSp53-WAVE2 Komplexes, der nach Rekrutierung
von Arp2/3 die Polymerisierung von Aktin vermittelt (Yoshida et al., 2002).
Bei Salmonella ist das eingeschleuste Protein SopE, welches den Cdc42/Racl
Komplex aktiviert und verantwortlich fiir die Bildung von filamentésem Aktin
ist (Hardt et al., 1998). In beiden Féllen wird durch massiven Umbau des Aktin-
zytoskeletts die Ausbildung einer makropinozytotische Tasche induziert, durch
die die Bakterien in die Wirtszelle aufgenommen werden (Cossart & Sansonetti,
2004).

Alle diese Invasionsstategien basieren jedoch auf der Aufnahmemaschinerie der
Wirtszelle, was mit einer verdnderten Genexpression einhergeht. P. falciparum
invadiert Erythrozyten. Diese besitzen weder einen Zellkern noch Organellen.
Der Erythrozyt vermittelt im Gegensatz zu Endothel- und Epithelzellen keine
Endozytose. Die Aufnahme von Glucose fiir die Energiegewinnung durch Glyko-
lyse mit anschliefender Milchsduregérung zum Beispiel, erfolgt iiber spezifische
Glucosetransporter wie beispielsweise ,GLUT1“ (Montel-Hagen et al., 2009).
P. falciparum exprimiert nicht nur alle Proteine, die fiir die Invasion benotigt

werden, sondern koordiniert den gesamten Invasionsvorgang.

2.2.1 Die Invasion von P. falciparum in den Erythrozyten

Das humorale Immunsystem stellt eine Gefahr fiir den Plasmodium-Parasiten
dar, der jedoch eine Anzahl von Immunevasionsstrategien entwickelt hat (Lang-
horne et al., 2008). Eine Strategie ist die zeitliche Minimierung der extrazellu-
laren Phase. Die Invasion des Erythrozyten ist in der Tat ein duflerst schneller
Prozess, der in wenige als 30s abgeschlossen ist (Treeck et al., 2009). An der
Invasion sind iiber 400 Proteine beteiligt (Hu et al., 2010), wobei nur fiir einige
wenige funktionelle Daten vorliegen.

Die Invasion des Merozoiten beginnt mit der Erkennung und der Anheftung des
Erythrozyten, gefolgt von der Reorientierung, wodurch der apikale Pol des Me-
rozoiten in unmittelbaren Kontakt zur Membran der Wirtszelle gebracht wird

(Abb.4). Die initiale Bindung eines Merozoiten an den Erythrozyten ist relativ
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Invasion des Merozoiten von P. falciparum.
Die Invasion beginnt mit der initialen Erkennung und Anheftung des Merozoiten an den Ery-
throzyten (A). Bei der Reorientierung bringt sich der Merozoit in eine Position, bei der der
Apex auf die Wirtszellmembran ausgerichtet ist (B). Uber die Bindung von Oberflichenpro-
tein wird eine sog. ,tight junction“ gebildet, welche den Merozoiten mit dem Erythrozyten
verbindet (C). Mit seinem Motorkomplex zieht der Merozoit sich aktiv in die Wirtszelle, wobei
die ,tight junction“ nun ,moving junction® genannt wird (D). Am Ende der Invasion werden
die posterioren Membranen geschlossen und der Parasit liegt in der parasitophoren Vakuole

(E).

schwach und dadurch reversibel. Es wird angenommen, dass sie iiber Oberfla-
chenproteine vermittelt wird, wie zum Beispiel das ,,Merozoiten-Oberflichen-
Protein-1¢ (MSP-1) (Holder, 1988; Sanders et al., 2006; Cowman & Crabb,
2006). Dieses wird durch einen GPI-Anker an die Membran des Merozoiten ge-
bunden. Das Protein ist essentiell und das am haufigsten vorkommende Protein
auf der Oberfliche der Merozoiten (Gerold et al., 1996; O’Donnell et al., 2000).
Es besitzt eine ,epidermal growth factor (EGF) Bindedoméane und es wird ver-
mutet, dass es das Oberflachenprotein ,Band 3“ auf dem Erythrozyten erkennt
und bindet (Goel et al., 2003; Dluzewski et al., 2008). Es sind noch mindestens
7 weitere MSPs bekannt, deren Bindungspartner jedoch noch nicht beschrieben
wurden (Kadekoppala & Holder, 2010).

Die Bindung von Parasitenproteinen an Oberflichenstrukturen von Erythro-
zyten wird durch verschiedene Domanen vermittelt. Neben den konservierten
wepidermal growth factor* (EGF) und 6-Cystein (6-Cys) Protein-Bindedoméanen
gibt es die Plasmodium-spezifischen ,,Duffy binding-like“ (DBL) und ,erythrocy-
te binding-like* (EBL) Doménen, welche diverse Funktionen bei der Erkennung

der Erythrozyten, der Invasion und der Wirtszellmodifizierung haben (Savage
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et al., 1972; Haynes et al., 1988; Adams et al., 1992; Ishino et al., 2005).

Trotz der Bindung ,rollt“ der Merozoit iiber die Oberfliche des Erythrozyten.
Hierbei spielen vermutlich weitere MSP-Mitglieder eine Rolle, die die Bindung
unter anderem durch ,Epidermale Wachstumsfaktor-“ (EGF-) Doménen oder
,Duffy &hnliche Bindedoménen* (DBL) vermitteln (Gilson & Crabb, 2009; Har-
vey et al., 2012). Bei der Reorientierung dreht sich der Merozoit auf der Ery-
throzytenmembran, so dass der apikale Pol der Wirtszelle zugewandt ist. Wie
bereits erwahnt befinden sich die sekretorischen Organellen in diesem Bereich
(Abb.2), die eine Vielzahl, verhéltnisméaBig gut charakterisierter Proteine wie
AMA1, EBA175 und Rh5 beinhalten. Die Sekretion erfolgt sequentiell, jedoch
ist die Steuerung erst in Grundziigen verstanden: Carruthers & Sibley (1999),
sowie Donahue et al. (2000) zeigten bei Fluo-4-markierten Tachyzoiten, dass die
Ausschiittung von Proteinen aus den Mikronemen bei T. gondii durch einen
Anstieg von intrazellularem Kalzium stimuliert wird. Die gleiche Beobachtung
konnte bei P. falciparum gemacht werden (Singh et al., 2010). Es konnte gezeigt
werden, dass der intrazellulire Ca?T-Efflux im freien Merozoiten das Resultat
der Kalium-armen Umgebung im Blutplasma ist (Singh et al., 2010). Durch die
Sekretion der Mikronemen und Rhoptrien werden Adhésine auf die Oberflache
des Parasiten transportiert, tiber die der Parasit physikalisch mit dem Erythro-
zyten verbunden wird. Nach der Reorientierung des Merozoiten bildet er eine
irreversible Verbindung mit der Wirtszelle, die als ,tight junction“ bezeichnet
wird.

Proteine, die eine Funktion bei der Invasion haben, kénnen in 2 Gruppen einge-
teilt werden: Die Adhdsine, die die Bindung an Erythrozyten-Oberflachenproteinen
vermitteln und die Invasine, die keine Erythrozytenstrukturen binden aber es-
sentiell fiir die Invasion sind (Cowman et al., 2012). Die beiden bedeutendsten
Proteinfamilien der Adhésine sind die ,Retikoluzyten-bindenden homologen*
(Rh) Proteine und die ,,Erythrozyten-bindenden Liganden“ (EBL). Bei P. falci-
parum gibt es 5 homologe Proteine, die zur Gruppe der EBL Proteine gehoren.
EBA140, EBA175, EBA181, EBL1 und MAEBL (Sim et al., 1990; Mayer et al.,
2001; Camus & Hadley, 1985; Adams et al., 2001; Gilberger et al., 2003). Sie
binden tiber Sialinsdure an Glykophorine in der Membran von Erythrozyten
(Hadley et al., 1987; Orlandi et al., 1992; Sim et al., 1992). Rh-Proteine be-

sitzen ebenso wie die EBL-Proteine grofie extrazellulire Doménen, die fiir die
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Rezeptor-Interaktion verantwortlich sind. Bis auf Rhl sind diese jedoch ver-
mutlich unabhéngig von Sialinsdure auf der Erythrozytenoberfliche. Fiir Rh4
konnte der ,,Complement Rezeptor 1“ (CR1) des Erythrozyten als Bindungs-
partner identifiziert werden (Tham et al., 2010).

Zuccala et al. (2012) haben durch einem bioinformatischen Ansatz eine Ranglis-
te mit 50 Invasin-Kandidaten erstellt. Dabei sind die RON Proteine unter den
Top 5 und AMAT an erster Position. Das ,,merozoite thrombospondin related
anonymous protein“ (MTRAP) und ,,Plasmodium thrombospondin-related api-
cal merozoite protein“ (PTRAMP) sind Transmembranproteine aus der TRAP-
Familie. Sie stellen vermutlich ein Bindeglied zwischen Adhésinen und Invasinen
dar (Cowman et al., 2012). MTRAP ist essentiell fiir die Ausbildung der moving
junction und bindet iiber eine ,thrombospondin repeat-like“ (TRL) Doméne
an bisher unbekannte Oberflachenstrukturen des Erythrozyten. Die Rezeptor-
Liganden Interaktion wird mit dem Aktin-Myosin-Motor des Parasiten assozi-
iert.

Hierbei bilden die zytoplasmatischen Doméanen von Adhésinen, wie beispiels-
weise MTRAP mit Adapterproteinen wie ,Aldolase“ einen Komplex, der die
Bindung mit filamentosem Aktin (f-Aktin) vermittelt. Auch MyoA bindet f-
Aktin und ist verantwortlich fiir die mechanische Kraft bei der Invasion. MyoA
ist durch Adapterproteine wie ,Myosin leichte Kette“ (MTIP), die ,,gliding as-
sociated proteins“ GAP45 und GAP50 in der IMC verankert. Die IMC selbst ist
iiber die Alveoline fest mit dem Zytoskelett des Merozoiten assoziiert. Durch die
vom Motorkomplex vermittelte Bewegung wird die tight junction zur ,,moving
junction“, welche sich ringformig zum distalen Pol des Merozoiten bewegt (Baum
et al., 2006; Kono et al., 2012). Die irreversible Rezeptor-Adhesin-Bindung wird
mit Hilfe von Proteasen aufgelost, wodurch eine gerichtet Bewegung entstehen
kann. Gut untersuchte Proteasen sind hierbei die ,,subtilisin-like sheddase 2* Pf-
SUB2 und die ,rhomboid-like protease 4“ PfROM4 (Baker et al., 2006; Olivieri
et al., 2011). Die Kalziumabhéngige Protease PISUB2 ist eine tiber die Mikro-
nemen sekretierte, membranassoziierte Protease (Harris et al., 2005). Sie spaltet
Oberflachenproteine wie AMA1, MSP1 und PTRAMP wéhrend der Invasion auf
der Merozoitenmembran. Eine weitere subtilisin-like Sheddase, PfSUBI, ist es-
sentiell fiir das Aufplatzen der Schizonten und prozessiert dartiber hinaus MSP1,
MSP6 und MSP7 vor der Invasion. Durch die Inhibition von PfSUB1 akkumulie-
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ren unprozessierte MSPs an der Merozoitenoberflache, was zu einer Beeintrach-
tigung der Invasion fithrt (Koussis et al., 2009). Membranstandige Rhomboid
Proteasen trennen im Laufe der Invasion die sehr stabilen Verbindungen zwi-
schen Merozoit und Erythrozyt, wie beispielsweise den EBA175/Glykophorin A
Komplex (O’Donnell et al., 2006). Nach der Invasion liegt der Parasit in der
Parasitophoren Vakuole vor. In dieser entwickelt er sich tiber das Trophozoiten-
stadium zum Schizonten, bevor er schlielich aufplatzt und neue Merozoiten in

den Blutstrom entlésst.

2.2.2 Apikales Membran Antigen 1 (AMA1)

Das Mikronemenprotein AMA1 wurde erstmals bei P. knowlesi beschrieben
(Deans et al., 1984). Es ist auBer bei Apicompleza bei keiner anderen phyloge-
netischen Gruppe konserviert. Es ist ein Typl Transmembranprotein, wird auf
Chromosom 11 kodiert und besteht bei P. falciparum aus 622 Aminosduren mit
einem N-terminalen Signalpeptid. Die Expression von AMA1 erfolgt im spéaten
Schizontenstadium. Noch wéahrend des sekretorischen Transportweges wird es
prozessiert, wodurch das Signalpeptid und die 71-Aminosduren grofie Prodomé-
ne des Proteins entfernt werden. Die extrazellulaire Doméne unterteilt sich in
3 Subdoménen, die durch eine Transmembrandoméne von der 56-Aminosduren
grofien, zytoplasmatischen Doméne getrennt werden (Narum & Thomas, 1994;
Hodder et al., 1996). Die proteolytische Abspalung der Prodoméne stellt sich

1 622

Abb. 5: Schematische Darstellung vom Aufbau von PFAMA1 Das amal Gen kodiert
ein 622 Aminoséduren grofes Protein von 83 kDa. AMA1 besitzt ein N-terminales Signalpeptid
(SP), worauf seine Prodoméne (ProD) folgt, welche wihrend des Transport zu den Mikrone-
men abgespalten wird. Das entstehende Protein hat eine Grofle von 66 kDa. Es folgt die in 3
Doménen eingeteilte extrazellulédre Region, welche an die Transmembrandoméne (TM) bindet.
Hinter der TM liegt die zytoplasmatische Doméne (CPD).

im Western Blot durch das Auftreten von 2 Banden dar. Die 83 kDa-Bande
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reprasentiert das unprozessierte, die 66 kDa-Bande das N-terminal prozessierte
AMA1 (Narum & Thomas, 1994). Wéhrend der Invasion wird, die extrazellu-
lare Doméne durch SUB2 weiter prozessiert (siehe oben). Im Gegensatz zu den
Rh- oder EBL-Proteinen bindet die extrazellulire Doméne von AMA1 mit dem
parasiteneigenen Rezeptor RON2 (Cao et al., 2009; Lamarque et al., 2011), der
vorher in die Membran der Wirtszelle inseriert wird (Besteiro et al., 2009; Riglar
et al., 2011). RON2 liegt hierbei als Proteinkomplex vor und wird bei P. falcipa-
rum durch 4 weiter RON-Proteine ausgebildet: RON3, RON4, RON5 und RON6
(Collins et al., 2009; Proellocks et al., 2009; Richard et al., 2010; Ito et al., 2011;
Lamarque et al., 2011; Tonkin et al., 2011). Die Bindung von RON2 wird tiber
eine hydrophobe Tasche in der extrazellulairen Doméne von AMA1 vermittelt
(Tonkin et al., 2011). AMAT1 gilt als seiner der vielversprechendsten Impfstoff-
kandiaten fiir das Blutstadium und wird in klinischen Studien in der Phase 2
getestet (Kocken et al., 2002; Schwartz et al., 2012). Diese beruhen auf der Tatsa-
che, dass Antikorper die extrazellulare Doméne von AMA1 binden und somit die
Invasion des Parasiten vollsténdig inhibieren kénnen (Polley et al., 2004; Collins
et al., 2009; Treeck et al., 2009). Diese Inhibierung kann auch durch ein, tiber
,Phage-Display“ identifiziertes Peptid (ein 20 Aminosduren grofies Oligopeptid
mit dem Namen R1) erreicht werden (Harris et al., 2005). Die evolutive Antwort
des Parasiten auf diesen, durch das menschliche Immunsystem aufgebauten Eli-
minierungsdruck, ist Polymorphismus. So konnten Chesne-Seck et al. (2005) 64
Polymorphe Aminosdauren in der Sequenz von AMA1 beschreiben. Uber 80 %
der Polymorphismen sind in der extrazelluliren Doméne zu finden und konzen-
trieren sich in der Region, die fiir die Ausbildung der hydrophoben Tasche und
der RON2-Bindung verantwortlich ist (Bai et al., 2005). Eine hoch-polymorphe
Aminoséaure sitzt an der Position 197, welches bei dem P. falciparum 3D7-Isolat
ein Glutamin ist. Dieser Rest ist das Epitop des inhibitorischen, monoklonalen
Antikorpers ,1F9“ (Harris et al., 2005). Besetzt 1F9 diese Position, verhindert
es die Bindung von RON2 in der hydrophoben Tasche von AMA1 (Tonkin et al.,
2011). In der CPD von AMAT1 sind nur drei polymorphe Aminosduren zu fin-
den. Diese Polymorphismen sind daher ein evolutiver Mechanismus gegen die
Immunanantwort des Menschen auf den Parasiten.

Verdeutlicht werden kann dieses mit dem R1 Peptid. Die Selektion dieses Pep-
tids beruht auf der AMA1 Sequenz des 3D7 Isolats (Harris et al., 2005). Dort
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bindet es wie RON2 in der hydrophoben Tasche von AMA1. R1 besitzt eine ho-
he Affinitdat zu AMA1 der 3D7- und D10-Isolate, jedoch ein sehr viel schwéchere
zu W2mef- und HB3-AMA1 (Harris et al., 2005, 2009). Die Bindung von 3D7-
AMAT1 zu R1 wird tiber die polymorphen Reste 175, 224 und 225 von AMA1
vermittelt. Insbesondere die Aminosduren 225 ist hier von besonderer Bedeu-
tung. Bei 3D7 und D10 sitzt an dieser Position ein Isoleucin, bei W2mef und
HB3 ein Asparagin. Die beiden anderen Aminosduren, Tyrosin 175 und Argi-
nin 224 sind bei 3D7 und W2mef identisch, wobei ebenfalls das Tyrosin 175
bei der R1-Erkennung eine Rolle spielt (Vulliez-Le Normand et al., 2012). Die
RON2 Bindung an AMA1 wird durch das R1 Peptide konzentrationsabhéngig
inhibiert, wobei die Affinitdt zu 3D7-AMA1 mit Kp ~80 nM wesentlich hoher
ist als zu W2mef-AMA1 mit Kp ~17 uM (Harris et al., 2009).

AMA1 wird bei P. falciparum ebenfalls in Sporozoiten exprimiert. Auch hier
konnten AMAI1-bindende Antikorper die Wirtszellinvasion drastisch inhibieren
(Silvie et al., 2004).

Wiéhrend die Funktion der extrazellulairen Doméane bereits intensiv untersucht
wurde, war die Bedeutung der zytoplasmatischen Doméne lange Zeit unbekannt.
So konnte 2009 gezeigt werden, dass die zytoplasmatische Doméne von AMA1
zwar nicht fiir die korrekte Lokalisation des Proteins notwendig ist, aber den-
noch eine wichtige Funktion fiir die Invasion hat (Treeck et al., 2009). Genauere
Untersuchungen konnten zeigen, dass die Phosphorylierung der CPD an einem
Serin an der Position 610 durch die Proteinkinase A (PKA) von entscheidender
Bedeutung fir die Funktion von AMAT1 ist (Leykauf et al., 2010).

2.2.3 Das Kinom von P. falciparum

Die Gruppe der Kinasen umfasst Enzyme, die die Ubertragung von Phosphat-
gruppen auf die Hydroxylgruppen der Seitenketten von Aminosduren katalysie-
ren. Diese post-translationale Modifikation hat eine Vielzahl von zellbiologischen
Auswirkungen und dient unter anderem zur i) Aktivierung oder zur Deaktivie-
rung von Enzymen, ii) zur Kontrolle von Protein-Protein-Interaktionen und iii)
als Erkennungssequenz fiir Proteine oder Kinasen, die den negativ geladenen
Phosphatrest erkennen und binden (Johnson & Lewis, 2001). Das Genom von
P. falciparum kodiert fiir 89 Kinasen (Miranda-Saavedra et al., 2012), was im
Vergleich zum Menschen (518) oder zur Hefe (~130) (Manning et al., 2002)
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verhaltnismaBig wenig ist. Von diesen 89 Kinasen werden 65 zu den eukaryon-
tische Proteinkinasen (ePK) gezéhlt, 19 zu den FIKK-Kinasen (benannt nach
einer konservierten Aminosauresequenz) und 5 zu den atypischen Proteinkina-
sen (aPK) (Hanks & Hunter, 1995). Die aPKs sind Kinasen, die keine oder nur
geringe Ahnlichkeit mit ePKs haben, denen jedoch eine Kinaseaktivitit experi-
mentell nachgewiesen werden konnte. Zu ihnen gehoren Kinasen der RIO und
PIKK Familie jedoch scheinen die aPKs von Apicomplexa keine Orthologe bei
anderen Alveolata oder Metazona zu haben (Miranda-Saavedra et al., 2012).
ePKs konnen aufgrund der Struktur ihrer katalytischen Doméne in 9 Gruppen
eingeteilt werden (Hanks & Hunter, 1995; Ward et al., 2004), wobei die Gruppen
der Tyrosin-Kinasen und MAP-Kaskaden-Kinasen bei P. falciparum nicht iden-
tifiziert worden sind (Ward et al., 2004; Anamika et al., 2005; Miranda-Saavedra
et al., 2012).

Die meisten Kinasen gehoren zur Gruppe der ,zyklin-abhangigen, Mitogen-
aktivierten, Glykogen-Synthase- und CDK-&hnlichen Kinasen“ (CMGC-Gruppe).
Von den 22 Mitgliedern dieser Gruppe scheinen 16 Kinasen essentiell fiir P. fal-
ciparum zu sein. Dies wurde experimentell durch gezielten ,,Knock out® der
Gene untersucht, wobei Kinasen, die nicht deletierbar waren, jedoch zugénglich
fiir die Fusion mit einem C-terminalen Epitop, als essentiell eingestuft wurden
(Solyakov et al., 2011). Unter ihnen befinden sich die Glykogen-Synthase Kinase
3 (PfGSK3 [PFC0525¢]) und die Casein Kinase 2 (CK2 [PF11_0096]).

Die humane GSK3 reguliert eine Vielzahl intrazelluldrer Prozesse durch die Mo-
difikation von Transkriptionsfaktoren (Grimes & Jope, 2001; Hur & Zhou, 2010).
Dabei kontrolliert die Kinase deren Expression, die DNA-Bindeaktivitat und
die subzelluldre Lokalisation. Dariiber hinaus reguliert GSK3 die Aktivitit ver-
schiedener Mikrotubuli-assoziierter Proteine (MAP), was Auswirkungen auf die
Organisation der mitotischen Spindel und die Zellmigration von Axonen hat
(Beals et al., 1997; Neal & Clipstone, 2001; Woodgett, 2001; Grimes & Jope,
2001; Zhou & Snider, 2005; Fuentealba et al., 2007; Hur & Zhou, 2010).
Plasmodium kodiert fiir 2 GSK3-verwandte Proteine Mall3P1.84, das nur bei
Hemospriadiae konserviert ist und PFC0525¢ (PfGSK3), welches Orthologe bei
Alveolata und Metazoa besitzt. Die Funktion fiir GSK3 bei Apikomplexa konnte
bisher noch nicht geklart werden, jedoch ist die Kinase fiir den asexuellen Zy-
klus von P. falciparum essentiell (Ward et al., 2004; Solyakov et al., 2011). Wie
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bereits erwahnt kodiert P. falciparum nicht fiir Tyrosinkinasen, jedoch konn-
ten Phosphotyrosine in Untersuchungen zum Phosphoproteom des Parasiten
gefunden werden (Treeck et al., 2011). GSK3 ist eine Beispiel dafiir, da das Ty-
rosin 229 bei PfGSK3 phosphoryliert wird. Diese Phosphorylierungsstelle ist in
der humanen GSK3a/f (Tyr276/Tyr216) konserviert. Durch Autophosphory-
lierung der GSK3, wird die Aktivitdt beeinflusst (Cole et al., 2004).

Die Phosphorylierung des Serins an Position 9 der humanen GSK3 durch PKB
und PKA inhibiert die Aktivitat der Kinase (Fang et al., 2000; Dajani et al.,
2001). Sowohl die humane, als auch die plasmodiale GSK3 erkennt und bindet
ihr Substrat iiber eine phosphorylierte Aminoséure (Dajani et al., 2001; Drou-
cheau et al., 2004). Wird S9 phosphoryliert, wirkt es als Pseudosubstrat und
inhibiert die weitere Substraterkennung. Bei P. falciparum ist S9 nicht konser-
viert, jedoch besitzt die Parasitenkinase einen vergréflerten N-terminus, der bei
GSK3 einzigartig ist (Droucheau et al., 2004).

Die ,,Calmodulin-abhéngigen Kinasen* (CaMK-Gruppe) bilden die 2. grofite
Gruppe der ePKs. Die Mitglieder dieser Gruppe sind in ihrer Aktivitiat Kalzium-
oder Calmodulin-abhangig. Fir Plasmodium sind 7 CDPKs beschrieben, von
denen 4 essentiell sind. CDPK1 (PFB0815w) wird iiber die Bindung von Ca?*
wahrend der Invasion aktiviert und phosphoryliert mindestens zwei Bestand-
teile des Aktin-Myosin Motors (Green et al., 2008; Holder et al., 2012). Fir
CDPK5 (PF13_0211) konnte eine wichtige Rolle beim Aufplatzen des Schizon-
ten und der Freisetzung der Tochtermerozoiten nachgewiesen werden (Dvorin
et al., 2010). Durch den ,,Knock down® des Proteins tiber eine ,destabilisati-
on Domain“ (DD), war es moglich die Degradation des Proteins zu induzieren,
wodurch gezeigt werden konnte, dass CDPKb5-defiziente Parasiten in der spaten
Schizontenphase bleiben und die Freisetzung der Tochtermerozoiten inhibiert
wird (Dvorin et al., 2010). CDPK4 (PF07_0072) scheint notwendig fiir die Ga-
metozytenentwicklung und fiir die Transmission der Parasiten in die Miicke zu
sein (Billker et al., 2004). Interessant sind die CDPKs von Plasmodium, da sie
pflanzlichen Ursprungs (Billker et al., 2009) und nicht im Kinom des Menschen
konserviert sind (Murphy et al., 2010).

Die Gruppe der ,zyklische Nukleotid- und Kalzium/Phospholipid-abhéngigen
Kinasen“ (AGC-Gruppe) zéhlt 6 Mitglieder (Miranda-Saavedra et al., 2012).
Die bekanntesten Vertreter sind die Proteinkinase A (PKA [PFI1685w]), die
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Proteinkinase B (PKB [PFL2250c|) und die Proteinkinase G (PKG [PF14_0346])
(Ward et al., 2004; Miranda-Saavedra et al., 2012). Die Expression dieser Kina-
sen ist im spéten Schizontenstadium hoch reguliert, was auf eine potenzielle
Bedeutung fiir invasionsrelevante Prozesse hinweist.

Die Gruppe der ,Casein Kinasen 1“ (CK1-Gruppe) hat nur ein Mitglied,
die Casein Kinase 1 (CK1 [PF11_0377]). CKI ist essentiell (Miranda-Saavedra
et al., 2012) und scheint wéhrend der Schizogenie des Parasiten eine entschei-
dende Rolle zu spielen (Tewari et al., 2010).

Die Kinasen der STE-Gruppe sind meist in MAPK Signalkaskaden involviert.
Bei Apicompleza gibt es nur sehr wenige Kinasen, die in diese Gruppe fallen
und bei P. falciparum konnte bisher nur die Proteinkinase 8 (PFB0150c) der
STE-Gruppe zugeschrieben werden (Miranda-Saavedra et al., 2012).

In der TLK-Gruppe sind 6 Mitglieder zu finden. PfTLK1 (PFB0520w), PfTLK3
(PF13_0258) und PfPK4 (PFF1370w) besitzen alle eine SAM-(,,sterile alpha-
motif) Doméne und sind trotz ihres Namens Serin/Threonin Kinasen (Abdi
et al., 2010; Miranda-Saavedra et al., 2012). Durch Medikamenten-Screenings
konnte PfTLK3 als essentielle Kinase fiir die asexuelle Proliferation beschrieben
werden (Abdi et al., 2010). Spéter konnte ebenfalls fir PfTKL1 und PfPK4
eine essentielle Funktion fiir die intraerythrozytiare Phase beschrieben werden
(Solyakov et al., 2011).

Das Genom von P. falciparum kodiert ebenfalls nur fiir einen Vertreter der
yorphan protein kinase“-Gruppe OPK-Gruppe: die , Falciparum Exported Se-
rine/Threonine Kinase* (FEST) (MAL7P1.91). Sie wird in das Zytoplasma des
Erythrozyten transportiert und ist anschliefend mit den ,knobs®“ in der Plas-
mamembran assoziiert. Ihre Funktion oder ihre Substrate konnten bisher noch
nicht bestimmt werden (Kun et al., 1997).

2.2.4 Die Phosphorylierung von AMA1

Die PKA abhingige Phosphorylierung der zytoplasmatischen Doméne (CPD)
von AMA1 wurde unter 2.2.2 vorgestellt. Die Phosphorylierung des Serins an
Position 610 ist entscheidend fiir die Invasion des Parasiten. Bei der 2D Gelek-
trophorese von radioaktiv markierten Parasitenproteinen konnte gezeigt werden,
dass das 66 kDa-Fragment von nativem AMA1 in finf Varianten mit unter-

schiedlicher Ladung vorkommt, von denen drei phosphoryliert waren. Eine Mu-
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tation von S610 zu Alanin reduzierte die Anzahl der AMA1 Varianten auf zwei,
von denen keine eine Phosphorylierung aufwies. In radioaktiven In wvitro Phos-
phorylierungsansatzen wurde die rekombinant aufgereinigte CPD von AMAI1
durch Parasitenlysat phosphoryliert. Die Zugabe von cAMP verstiarkte diese
Phosphorylierung um das 17fache, was auf die Phosphorylierung durch PKA
zuriick zu fithren war und die Zugabe von Ca?* konnte die Stirke der Phospho-
rylierung verdreifachen (Leykauf et al., 2010). Diese Ergebnisse wiesen auf die
Phosphorylierung von AMA1 durch weitere Kinasen hin, die jedoch abhéngig

von der S610 Phosphorylierung zu sein schienen. Dies wurde spéter durch zwei

Merozoite

\
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AMA1

Abb. 6: Phosphorylierungsstellen in der CPD von AMAIL. Die Phosphorylierung
der zytoplasmatischen Doméne von AMA1 wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen durch
massenspektrometrische Analysen untersucht. Insgesamt 6 phosphorylierte Aminoséuren (4
Serine und 2 Threonine) konnten dabei identifiziert werden. IThre Position im Protein steht
tiber der betrefenden Aminosiaure. In Blau: beschrieben durch Solyakov et al. (2011); In Rot:
beschrieben durch Treeck et al. (2011); In Griin: beschrieben durch Gilson&Crabb (nicht
verdffentlicht).

unabhingige massenspektrmetrische Untersuchungen bestétigt (Treeck et al.,
2011; Solyakov et al., 2011). Treeck et al. (2011) konnten in ihren Untersuchun-
gen 8463 Phosphorylierungsstellen in iiber 1600 Proteinen identifizieren. Dabei
stellen Serine mit 87,5 % den Grofiteil der Phosphoakzeptorstellen und Threoni-
ne mit 12,2 % den kleineren Teil dar. In zwei weiteren Studien fanden Solyakov
et al. (2011) 1171 Phosphorylierungsstellen und Lasonder et al. in einer unverof-
fentlichten Studie 2541 Phosphorylieungsstellen (Lasonder et al., 2012). Wie in
Abb.6 schematisch dargestellt, wurden in all diesen Studien (zusammen mit ei-
ner unverdffentlichen Untersuchung von Gilson&Crabb) auch Phospho-Peptide

identifiziert, die der zytoplasmatischen Doméne von AMA1 entsprechen.
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2.3 Zielsetzung

Die Phosphorylierung der zytoplasmatischen Doméne von AMA1 ist entscheiden
fiir die effiziente Invasion von Erythrozyten. In dieser Arbeit soll Untersucht wer-
den, welche Phosphorylierungsstellen eine physiologische Relevanz haben und

welche Kinasen fir die Modifikation verantwortlich sind.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Chemikalie Hersteller (Standort)
Aceton Merck (Darmstadt)
Acrylamid, Roth (Karlsruhe)

Bisacrylamidlosung 40%

Adenosin 5-triphosphat Sigma-Aldrich (Steinheim)
Dinatriumsalz (ATP)

gamma-32P Adenosin Hartmann Analytic (Gottingen)
5-triphosphat (gamma-ATP)

Agar-Agar Becton Dickinson (Heidelberg)
Agarose Eurogentec Seraign (Belgien)

Albuma™TII Invitrogen (Karlsruhe)
AlbuMin bovine Fraction V, Biomol (Hamburg)

(BSA)

Ammoniumpersulfat (APS) Merck (Darmstadt)
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Chemikalie

Bacto™Hefeextrakt
Bacto™Pepton
Bromphenolblau

Coomassie Brilliant,
Blue G-250

Calciumchlorid
Casein

Dako Fluorescence

Mounting Medium
Desoxynukleotide (dNTPs)

4’ 6-Diamidino-2-Phenylindol
(DAPI)

Digitonin
Dikaliumhydrogenphosphat
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
1,4,-Dithiothreitol (DTT)
Entwicklerlosung G150
Essigsaure, 100%

Ethanol

Ethidiumbromid (EtBr)

EDTA

Hersteller (Standort)

Becton Dickinson (Heidelberg)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Merck (Darmstadt)

Dako (Hamburg)

Fermentas, (St. Leon-Rot)

Roche (Mannheim)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

Roche (Mannheim)

AGFA (Leverkusen)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Biomol (Hamburg)
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Chemikalie

EGTA

Fixierlosung G334
Formaldehyd (FA), 10%
Formamid

Giemsas Azur-Eosin-

Methylenblaulésung
D-Glukose

Glutardialdehyd (GDA), 25%
Glyzerin

Glycin

H89 Dihydrochloridhydrat

HEPES
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-

ethansulfonsdure

Hypoxanthin

IGEPAL CA-630 (Nonidet P-40)

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumchlorid
Manganchlorid

-Mercaptoethanol

Hersteller (Standort)

Merck (Darmstadt)
AGFA (Leverkusen)
Polyscience (Warrington, UK)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)
Biomol (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Roche (Mannheim)

Biomol (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
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Chemikalie

Methanol
Milchpulver

3-(n-Morpholino)-
Propansulfonsaure (MOPS)

N, N, N, N-TetramethylendiaMin

(TEMED)
Natriumacetat
Natriumchlorid

Natriumhydrogencarbonat

Natriumdidodecylsulfat (SDS)

Natriumdihydrogenphosphat

Natriumhydroxid

Ponceau S

Phenol Chloroform Isoamylalko-

hol (25:24:1)

RPMI (Roswell Park Memorial

Institute)-Medium
Salzséure

Saponin
SB-216763
Sorbitol

Sucrose

Hersteller (Standort)

Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Gerbu (Gaiberg)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Serva (Heidelberg)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Invitrogen (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)
Serva (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
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Chemikalie

TRIS (Tris (hydroxymethyl)-
aMinomethane)

Triton X-100

WR99210

Xylencyanol

3.1.1.1 Antibiotika

Antibiotikum

Ampicillin (amp)
Blasticidin S (BSD)

Gentamycin

Kit

NucleoSpin®Plasmid Kit
NucleoSpin®Extract 11 Kit
Plasmid Midi Kit

QIAamp®DNA Mini Kit

Western Blot ECL-Detection Kit

Western Blot ECL-Detection Kit

Hersteller (Standort)

Roth (Karlsruhe)

Biomol (Hamburg)

Jacobus Pharmaceuticals (Mary-
land, USA)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Hersteller (Standort)

Roche (Mannheim)
Invitrogen (Karlsruhe)

Ratiopharm (Ulm)

3.1.1.2 Kits und Fertigversuchansatze

Hersteller (Standort)

Macherey-Nagel (Diiren)
Macherey-Nagel (Diiren)
Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)

Thermo Fisher Scientific

(Schwerte)

GE Healthcare
(Buckinghamshire, UK)
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Kit

Novagen Thrombin Kit

3.1.1.3 DNA- und Proteinstandards

Marker

GeneRuler™1000 bp ladder

PageRuler™prestained protein
ladder

PageRuler™unstained protein

ladder

3.1.1.4 Enyme

Enzym

Firepol™DNA Polymerase
(5U/ul)

Phusion™High-Fidelity DNA
Polymerase (2 U/ul)

T4 DNA-Ligase (3U/ul)

Avrll (4 U/ul) (CTCTAGG)
Dpnl [20 U/ul]

Fast digest™Kpnl (GGTAC™C)
Kpnl [10 U /pl]

Fast digest™Notl
(GCTGGCCGC)

Hersteller (Standort)

Merck (Darmstadt)

Hersteller (Standort)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Hersteller (Standort)

Solis Biodyne (Taipei, Taiwan)

NEB (Ipswich, USA)

NEB (Ipswich, USA)
NEB (Ipswich, USA)
NEB (Ipswich, USA)
Fermentas (St. Leon-Rot)
NEB (Ipswich, USA)

Fermentas (St. Leon-Rot)
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Enzym Hersteller (Standort)

Fast digest™Xhol (CTTCGAG)  Fermentas (St. Leon-Rot)

Lamda Protein Phosphatase NEB (Ipswich, USA)

3.1.1.5 Antikorper

Primare Antikorper

Antigen Organismus Anwendung Verdiinnung Quelle

GFP Maus WB 1:1000 Dianova

TY1 Maus WB 1:2000 Diagenode

PfBiP Kaninchen ~ WB 1:10000 (Kumar et al.,
1991)

PfAMA1 Maus WB 1:2000 (Coley et al,

1F9 2001)

PfAMA1 Kaninchen = WB 1:2000 (Howell et al.,
2003)

GST Kaninchen ~ WB 1:2000 GenScript (New

Jersey, USA)
Sekundiare Antikorper
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Antigen Organismus Konjugat  Verdiinnung Quelle

Maus Ziege HRP 1:3000 Dianova
(Hamburg)
Kaninchen Esel HRP 1:2500 Dianova
(Hamburg)
Maus Ziege Alexa Fluor 1:2000 Molecular
488 Probes
(NL)
Maus Ziege Alexa Fluor 1:2000 Molecular
594 Probes
(NL)

3.1.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Gerit, Modell/Material Hersteller (Standort)

Autoklav V120 Systec (Wettenberg)

Brutschrank Binder (Tuttlingen)

Eismaschine AF-10 Scotsman (Vernon Hills, USA)

Elektroporator x-Cell Biorad (Miinchen)

Entwickler Curix 60 AGFA (Mortsel, Belgien)

LSRII Durchflusszytometer™ BD Biosciences (Franklin Lakes,
USA)

Feinwaage SBA 32 Scaltec (Gottingen)

Gel-Dokumentations-System Biorad (Miinchen)

Gelelektrophorese, Blot- & SDS-  Biorad (Miinchen)
PAGE Zubehor
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Gerit, Modell/Material

Laborwaage MC1 Laboratory L.C
2200P

Magnetrithrer 19 R3001
Mikrowelle Micromaxx MM41568
Milli-Q Reinstwasseranlage
Netzspannungsgerat

PCR Mastercycler epgradient
pH 211 Microprocessor pH Meter
Biophotometer plus

Protan Nitrozellulosemembran
Schuttelinkubator GFL 1083
Sterilfilter 0,2 pm

Sterilbank Sterigard III Advance
Thermomixer 5436

UV-Tisch PHEROlum289

Vario Macs Seperation Columns

Vortex Genie 2

Wasserbad

Mikroskope

Hersteller (Standort)

Sartorius (Gottingen)

Heidolph (Schwabach)
Medion (Miilheim)

Millipore (Bedfort, USA)
Consort (Deisenhofen)
Eppendorf (Hamburg)
Hanna Instruments (Kehl)
Eppendorf (Hamburg)
Schleicher & Schuell (Dassel)
Eppendorf (Hamburg)
Sarstedt (Niimbrecht)

Baker (Sanford, USA)
Eppendorf (Hamburg)
Biotec Fischer (Reiskirchen)
Miltenyi Biotec (Auburn, USA)

Scientific Industries

NY, USA)

(Bohemia

GFL (Burgwedel)
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Gerit, Modell/Material Hersteller (Standort)

Durchlicht-Mikroskop Zeiss (Jena)
Standard 20

Fluoreszenz-Mikroskop Axio Zeiss (Jena )

Imager. M1

Zentrifugen

Eppendorf 5415 D Eppendorf (Hamburg)
J2-MI Ultrazentrifuge Beckman (Miinchen)
Megafuge 1,0R, Rotor 2705 Heraeus (Hanau)

Sorvall Superspeed GSA-Rotor Du Pont Instruments (Bad Hom-
burg)

3.1.3 Medien & Puffer

3.1.3.1 Medien & Puffer fiir P. falciparum Kulturen

RPMI-Komplett Medium fir P. 15,87 ¢ RPMI1640, 0,218 g Glukose,

falciparum Kulturen 10 g AlbumaxII, 27,2 mg Hypoxanthin,
0,5 ml Gentamycin (40 mg/ml), pH 7,4;
ad 11dH,0

Kryo-stabilisierungslosung  zur 4,2 % D-Sorbitol, 0,9 % NaCl, 28 %

herstellung von P. falciparum Glycerol in dH5O, steril filtiert
Kryostabilaten

Auftaulosung fiir Kryo-Stabilate 35 g NaCl; ad 11 dH,0
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P. falciparum Synchronisations-

losung

Elektroporationspuffer

WR99210-Stocklosung

Losung zum fixieren von P. falci-
parum Kulturen
Permeabilisierungslosung fir

IFA-Praperate

Puffer zur selektiven Lyse von

Erythrozyten

Losung zum blockieren unspezifi-

scher AK-Bindungen

Blutkonserve

200 g D-Sorbitol; ad 11 dH,O

120 mM KCI, 150 uM CaCl,, 2 mM
EGTA, 5 mM MgCl,, 10 mM KyHPO,/
KH,PO,4, 25 mM HEPES, pH 7,6 in
dH5O, steril filtriert

7,89 mg (20mM) in 1 ml DMSO
2 ml 10 % Formaldehyd, 1,5 ul 25 %
Glutaraldehyd, 500 ul 10xPBS; ad 5,0

0,1 % (v/v) Triton in 1xPBS

0,03 % (w/v) Saponin in 1x PBS

1,5 ¢ BSA, ad 50 ml 1xPBS

humanes Erythrozytenkonzentrat der
Blutgruppe 0+ (Blutbank Eppendorf,
Hamburg)
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3.1.3.2 Medien & Puffer fiir biochemische Methoden

Proteinauftrennung

Elektrophoresepuffer

Trenngelpuffer
Sammelgelpuffer

Ammoniumpersulfat

SDS-Probenpuffer

Coomassie-Farbelosung 0,025 %

(w/v)

Proteintransfer - Westernblot

Transferpuffer

Blockierlosung

1 g SDS, 14,41 g Glycin, 3,02 g Tris,
add 11 dH20

4,5 g Tris, pH 8,8; ad 100 ml dH,O
1,5 g Tris, pH 6,8; ad 100 ml dH,O

10 % (w/v) in dH,0O

2 ¢ SDS, 6,05 g Tris, pH 6,8,10 % (v/v)
Glycerin, 0,02 % BPB, 15,4 ¢ DTT; ad

100 ml dH,O

0,25 % CoomassieBrillant Blue R250,
10 % Essigsaure, 40 % Methanol

20 % Methanol, ad 1 1 dH,O

3 % (w/v) Milchpulver in 1xPBS

Proteinexpression und Aufreinigung von Gluthation-S-Transferase

(GST)-Fusionsproteinen

Resuspensionspuffer

Elutionspuffer

50 mM Tris pH 7,4, 2 mM EDTA, 1 %
Triton-X100, 1 mM DTT ad 1 1 dH,O
plus Proteaseinhibitor (1 Tabl./10 ml)

0,5 & 1 mM Glutathion in Tris-HCI pH
8,0
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Phosphatase- und Kinaseassays

Lysepuffer fiir Phosphataseassay

Lysepuffer fiir Kinaseassay

5x Phosphorylierungspuffer

50 mM Tris-HCI pH 7,2, 250 mM NaCl,
0,1 % NP-40, 10 % Glycerol in dH,0O

250 mM Tris pH 7,3, 20 mM MgCls,
1 mM DTT, plus Proteaseinhibitor-
cocktail (1 Tablette auf 10 ml), 1 pl
Phosphatase-inhibitor auf 100 ul Puf-

fer

100 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM
MgClg

3.1.3.3 Medien & Puffer fiir mikrobiologische Methoden

Medien und Losungen fiir Escherichia coli Kulturen

Antibiotika

LB-Medium

LB-Platten

LB-Medium und Platten +Amp

Ampicillin (Amp) 100 mg/ml in 70 %
Ethanol

10 g NaCl, 5 g Pepton, 10 g Hefeex-
trakt, ad 1 1 dH50O

7,5 g Agar; ad 1 1 LB-Medium

autoklaviertes LB-Fliissigmedium ver-
setzt bei etwa 50 °C mit Amp
(100 mg/ml), (Endkonzentration 100

tg/ml)

Losungen zur Herstellung kompetenter Escherichia coli
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Losungl (TFBI) 4,08 g NaAc, 9,89 g MnCly, 584 g
NaCl, 147 g CaCly, 15 % (v/v) Gly-
cerin, ad 1 1 dH50

Losungll (TFB2) 2.1 ¢ MOPS, 11,03 g CaCly, 0,58 g
NaCl, 15 % (v/v) Glycerin, ad 11 dH,0

3.1.3.4 Medien & Puffer fiir molekularbiologische Methoden

Losungen und Puffer zur DNA-Fallung

Ethanol 100 % und 70 % in dH,O

Natriumacetat 3M in dH,0O, pH 5,2

Losungen und Puffer zur Auftrennung von DNA

Agarosegel 1 % (w/v) Agarose in 1xTAE-Puffer

Ethidiumbromid 10 mg/ml EtBr

6x DNA Probenpuffer 40 % (v/v) Glycerin, 0,25 % (w/v) Xy-
lencyanol, 0,25 % (w/v) Bromphenol-
blau

50x TRIS-Acetat-EDTA (TAE) 2 M TRIS, 1 M Eisessig, 0,5 M EDTA,
pH 8.5
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3.1.4 Organismen

E. coli XL-Gold TetrA(merA)183A (merCB-
hsdSMRmrr) 173  endAl supE44
thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte (F
proAB laclqZ AM15 Tnl10 (Tetr) Amy

Camr)

E. coli BL21 (DE3)- RIL B F-ompT hsdS(rB- mB-) dem+ Tetr
gal endA Hte (argU ileY leuW Camr)

Plasmodium falciparum 3D7 MR4, Menasses/ USA, Ursprung:
Afrika

Plasmodium falciparum W2mef  Indochina III/CDC-Stamm

3.1.5 Vektoren und Oligonukleotide
3.1.5.1 Vektoren

pARL1la(-) (Treeck et al., 2009)

pARLI-TY1 ist ein Derivat von pARL -la- (Crabb et al., 2004). Dieser Vek-
tor ermoglicht die Expression von Gene mit einem C-terminalen TY1 Epitop
Mathias et al. (1991); Yu et al. (1998) unter der Kontrolle des AMA1 Promo-
tors in P. falciparum. Er ist ein Shuttle-Vektor der einerseits die Amplifikation
und Selektion in E. coli ermoglicht (durch das -Lactamase Gen) und ander-
seits durch seine humane Dihydrofolatreduktase- (dhfr) Gen eine Selektion in
P. falciparum mit dem Antifolat WR99210 gewahrleistet (Abb.7). Er ist ein
Derivat des pARL1la(-) Shuttel-Plasmids (Crabb et al., 2004) und besitzt das
Gen fiir die humane Dihydrofolatreduktase (hDFHR), was die Selektionierung
transgener Parasiten durch das Antifolat WR99210 erlaubt. Fiir eine episomale
Expression von TY1-Fusionsproteinen im spaten Schizontenstadium wurde der
amal-Promotor verwendet (Treeck et al., 2009).

pGEX 4T-1

Fir die Amplifikation von GST-Fusionsproteinen wurde der Vektor pGex 4T1
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Not! Kenl Notl

PARL-AMA1-TY PARL-AMAT-GFP

6634bp 7321bp

I
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Abb. 7: pARL1(a)-Vektorkarten: Das Derivat des pARL1(a) Vektors besitzt A. ein TY1-
Epitop (rosa Pfeil) oder B. ein ,green fluorescent Protein® (GFP)-Epitop (griiner Pfeil),
welcher tiber die Restriktionsschnittstellen Avrll/Xhol eingefiigt wurde. Die hDHFR ist als
gelber Pfeil im Vektor dargestellt und der amal-Promotor als blauer Pfeil. Uber die Restrik-
tionsschnittstellen Kpnl/Avrll wird die Ziel-DNA fiir die Fusionsproteine inseriert.

benutzt (Abb.8). Dieser besitzt eine GST Doméne, welche N-terMinal zur "Mul-
tiple Cloning Site’ (MCS) liegt. Mit dieser Doméne konnen exprimierte Fu-
sionsproteine mittels affinitatschromatografischer Verfahren aufgereinigt wer-
den. Durch ein ebenfalls vorhandenes (-Laktamasegen konnen auch hier F.
coli Bakterien, die das Plasmid aufgenommen haben mit Hilfe von Ampicillin
selektioniert werden. Des weiteren besitzt der Vektor einen sog. Hybridpromo-
tor(tac-Promotor), welcher aus den Promotoren des lac(Laktose)-Operons und
des trp(Tryptophan)-Operons besteht. Durch das Laktose Analogon Isopropyl-
B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) wird der vom lacI-Gen kodierte Lac-Repressor

synthetisiert was eine induzierbare Expression des GST-Fusionsproteins erlaubt.

3.1.5.2 Oligonukleotide

Die in dieser Doktorarbeit verwendeten Oligonukleotide wurden bei der dem Un-
ternehmen Sigma-Aldrich, Steinheim synthetisiert und in lypophilisierter Form
geliefert. Zunachst wurde eine Stocklosung von 100 uM mit dH,O hergestellt.
Die im Anschluss eingesetzte Arbeitskonzentration betrug 10 uM. Tabelle 2

zeigt eine Zusammenstellung der Oligonukleotide, welche in dieser Arbeit fiir
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BamHI

EcoRI
Xmal
TspMI
Smal
Sall
Accl
Xhol
Tlil
PaeR7I
PspXI
Eagl

/Notl

/
%

w

pGEX 4.T

4969bp

Abb. 8: pGex4T1 Vektorkarte: Der pGex4T1 Vektor besitzt eine GST-Doméne (rosa
Pfeil), welche N-TerMinal zu der multiple cloning site (MCS, roter Punkt) liegt. Das Gen
fir die Ampicilinresistenz ist als grauer Pfeil im Vektor dargestellt und das Gen fiir den lac-
Repressor als beiger Pfeil. Uber die Restriktionsschnittstellen BamHI/Xholl wird die DNA
fur die Fusionsproteine inseriert.

Konstrukte mit 3D7 Hintergrund fiir die in wvitro Phosphorylierungsversuche
verwendet wurden und Tabelle 4 eine Auflistung der Konstrukte mit W2mef
Hintergrund fiir in vivo Reinvasionsassays. Bei Mutationen, welche zu weit in-
nerhalb der kodierenden Sequenz lagen wurde eine ,,Overlab“-PCR gemacht. Die
dafiir verwendeten Oligonukleotide sind in der Tabelle mit OL gekennzeichnet
und die Antisense-Oligonukleotide sind die jeweiligen reversen Komplementér-
sequenzen.

Die Klonierungen in den pARL1a-TY1 Shuttel-Vektor wurden tiber die Schnitt-
stellen Kpnl/Avrll (5’/3’) vermittelt. Bei der Kklonierung von 3’ Replacement
Konstrukten wurden die homologe Region des Zielgens tiber die Schnittstellen
NotI/Avrll (5’/3’) in den Vektor eingefiigt. Diese Konstrukte besitzen somit
keine Promotorregion und werden erst vom Parasiten exprimiert, wenn sie in
das Genom eingebaut wurden. Klonierungen in den pGEX 4T1 werden tiber die
Schnittstellen BamHI/Xhol (5°/3’) vermittelt.
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3.2 Methoden

3.2.1 Mikrobiologische Versuche

3.2.1.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli

(Hanahan, 1983)

Kompetente E. coli Bakterien werden in der Biologie genutzt, um Plasmid-DNA
schnell und in grofler Menge zu amplifizieren. Um die Aufnahme von Fremd-
DNA in E. coli zu ermoglichen, muss jedoch zunéchst ihre Zellmembran sowie
die Zellwand destabilisiert werden. Um dieses zu erreichen werden 4 ml einer F.
coli ,iber-Nacht(iiN)-Kultur® in 200 ml LB-Medium aufgenommen und bei 37°
C im Schiittelinkubator kultiviert bis die Losung eine optische Dichte (ODggp)
von 0,5 bis 0,7 hat. Im Anschluss wird die Kultur bei 4° C fiir 20 Min und
2400g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die sedimentierten Bakterien
werden in 60 ml eiskalter TFBI-Losung resuspendiert und fiir 10 Min auf Eis
inkubiert. Es folgt ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 4° C und 2400g fir 20
Min bei dem der Uberstand erneut verworfen wird. Die sedimentieren Bakteri-
en werden anschlieffend in eiskalter 8 ml TFBII-Losung resusendiert und bis zu

ihrer Verwendung in 100 pl Aliquots bei -80° C gelagert

3.2.1.2 Kaultivierung und Lagerung von E. coli

(Sambrook et al., 1989)

E. coli Bakterien wurden auf LB-Agarplatten oder in LB-Fliissigmedium kulti-
viert. Um in einer Kultur auf Zellen zu selektionieren, welche ein Plasmid mit
einem Ampicillinresistenzgen aufgenommen haben, wird das Antibiotikum Am-
picillin in einer Konzentration von 100 pg/ml zugegeben. Einzelkolonien werden
tiber Ausstriche einer Bakteriensuspension auf LB,,,,-Agarplatten und anschlie-
Bender iN-Inkubation bei 37° C gewonnen. Einzelne Bakterienkolonien werden
anschlieflend in frisches LB,,, tiberfithrt und erneut iN im Thermoschiittler bei
37°C inkubiert. Zur dauerhaften Lagerung von Bakterienkulturen, kénnen 600

ul einer uN-Kultur mit 400 pl 50% igem Glycerol bei -80° C gelagert werden.
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3.2.1.3 Transformation von kompetenten E. coli

(Dower et al., 1988; Taketo, 1988)

Transformation bezeichnet das Einschleusen von Fremd-DNA in prokaryotische
Zellen. Dafiir wird ein 100 pl Aliquot chemisch kompetenter E. coli Bakterien
auf Eis aufgetaut, mit einer entsprechenden Menge Plasmid-DNA vermengt und
fir 20 Min auf Eis inkubiert. Dieser Ansatz wird dann fiir 45 sek auf 42° C
erhitzt und anschliefend fiir 2 Min auf Eis abgekiilt. Dieser Prozess wird als
Hitzeschock bezeichnet. Die Bakterienkultur wird darauthin bei 37° C in 500
ul Ampicillin-freiem LB-Medium fiir 30 Min schiittelnd inkubiert, anschliefend
auf einer LB,n,-Agarplatte ausplattiert und iiber Nacht bei 37° C inkubiert.

3.2.1.4 Expression von GST-Fusionsproteinen in E. coli BL21 (DE3)- RIL

Durch Verwendung von Gluthation-Sepharose kann man GST-Fusionsproteine
affinitétschromatografisch aufreinigen. Fiir die Uberexpression von GST-Fusions-
proteinen werden E. coli BL21 (DE3)- RIL Bakterien verwendet. Diese besit-
zen ein zusitzliches Plasmid, welches ein Chloramphenicol (Cam)-Resistenzgen
tragt und die AMinoséuren argU (AGA, AGG), ileY (AUA) und leuW (CUA)
kodiert. Der pGEX 4T1-Expressionsvektor mit dem Gen fiir das Zielprotein
wird in die BL21 (DE3)- RIL transformiert (3.2.1.3). Eine durch Sequenzierung
positive getestete Einzelkolonie wird tiber Nacht in 10 ml LB,,,, bei 37° C schiit-
telnd kultiviert. Mit dieser Kultur werden am Folgetag 500 ml LB,,, angeimpft
und bis die Kultur eine optische Dichte (ODggy) von 0,5 bis 0,7 erreicht hat.
Anschlielend wird die Proteinexpression durch die Zugabe von 1 mM IPTG in-
duziert worauf eine weitere Inkubation bei 37° C von 2-3 Std folgt. Dann werden
die Kulturen bei 5000g fiir 30 Min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und

die sedimentierten Bakterien in Resuspensionspuffer aufgenommen.

3.2.2 Zellbiologische Methoden

3.2.2.1 Kaultivierung von P. falciparum

(Trager & Jensen, 1976)
Die Kultivierung von P. falciparum Blutstadium-Parasiten erfolgt in RPMI-
Komplettmedium in humanen Erythrozyten der Blutgruppe 0+. In 90x14 mm

Petrischalen werden die Parasiten in einer sauerstoffarmen Atmosphére (5 %
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COs2, 1 % Oz und 94 % N3) im Inkubator bei 37° C gelagert. Jede Petrischale
enthalt etwa 10 ml Medium mit 4-5 % Hématokrit (Bezeichnung fiir den Anteil
der zelluléren Bestandteile am Volumen des Bluts). Ab einer Parasitdmie (Anteil
parasitierten Blutzellen zu Gesamtblutzellen, gemessen in Prozent) von etwa 8
% wird die Kultur im Normalfall verdiinnt. Etwa alle 48 Std wiederholt sich
der intraerythrozytiare Entwicklungszyklus der Parasiten wodurch es zu einer
Versechs- bis Verachtfachung der Parasitdmie kommt. Wird die Kultur nicht

verdiinnt, muss alle zwei Tage das Medium gewechselt werden.

3.2.2.2 Herstellung von Ausstrichen und Giemsa-Farbung von P.

falciparum Blutstadien

(Giemsa, 1904)

Zur Ermittlung der Parasitdmie der Parasitenkultur werden Blutausstriche her-
gestellt, welche anschliefend mit einer Giemsa-Losung gefdarbt werden. Dazu
wird 1 pul der Blutkultur auf einen sauberen Objekttrager getropft und mit einem
zweiten Objekttréger in einem Zug ausgestrichen. Nachdem der Ausstrich an der
Luft trocknen konnte, wird er fiir 10 bis 20 sek in 100 %igem Methanol fixiert
und anschliefend in einer 10 %igen Giemsa-Losung (Azur-Eosin-Methylenblau)
fiir Mindestens 15 Min bei Raumtemperatur gefarbt. Der daraufhin unter flie-
Bendem Wasser gewaschene und sorgfiltig getrocknete Blutausstrich kann am
Durchlichtmikroskop mit Hilfe des 100x-Ol Objektives untersucht und die Pa-

rasitamie bestimmt werden.

3.2.2.3 Herstellung und Auftauen von Kryostabilaten

Herstellung von Kryostabilaten:

Parasitenkulturen kénnen bei -80° C und in Flissigstickstoff dauerhaft gelagert
und bei Bedarf wieder aufgetaut werden. Zur Herstellung von einem solchen
Kryostabilat wird eine Kultur mit einem hohen Anteil an Ringstadien (> 5 % )
sedimentiert, in 800 pl Kryo-Losung aufgenommen und in einem Kryovial bei
-80° C oder in Fliissigstickstoff bei - 196° C eingefroren.

Auftauen von Kryostabilaten:
Kryostabilate werden bei 37° C aufgetaut, in ein 15 ml Falcon-Rohrchen tiber-

fiihrt und bei 1500g fiir 5 Min zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und
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die sedimentierten Zellen in 1 ml Auftaulésung resuspendiert. Nach einem weite-
ren Zentrifugationsschritt wird der Uberstand erneut verworfen und die Zellen
2x mit RPMI-Komplettmedium gewaschen bevor sie in 10 ml Medium +5 %

Hématokrit aufgenommen und in einer Petrischale kultiviert werden.

3.2.2.4 Synchronisierung von P. falciparum mit Sorbitol

P. falciparum durchlaufen in ihrer intraerythrozytaren Entwicklung drei Stadi-
en. Das Ringstadium, das Trophozoitenstadium und das Schizontenstadium. Da
die Entwicklung der Parasiten in Kultur asynchron verlduft, findet man nach
kurzer Zeit alle drei Stadien im Blutausstrich. Fiir einige Versuche ist es not-
wendig einen hohen Anteil eines bestimmten Stadiums zu haben. Dafiir kann
die Parasitenkultur synchronisiert werden. Dazu werden die Parasiten zentri-
fugiert und das Parasitenpellet (mit einem moglichst hohen Anteil an Ring-
stadien) in dem 5-6 fachen Volumen einer 5 % igen D-Sorbitol-Lésung fir 10
Min bei 37° C inkubiert. AnschlieSfend werden die Parasiten zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und erneut in Kultur genommen. Bei der Sorbitol-Lyse
werden Trophozoiten- und Schizontenstadien durch osmotischen Druck zerstort
wodurch nur die Ringstadien in der Kultur tiberleben. Dies sorgt dafiir, dass
man eine Kultur erhalt in der die Parasiten in ihrer Entwicklung maximal 16
Std (Dauer des Ringstadiums) voneinander entfernt sind. Ist ein engeres Zeit-
fenster erwiinscht muss mehrmals synchronisiert werden (z.B. 12 h nach der

ersten Synchronisation, um ein Zeitfenster von ca. 4 h zu erhalten).

3.2.2.5 Transfektion von P. falciparum mittels Elektroporation

(Fidock & Wellems, 1997; Wu et al., 1995; Crabb & Cowman, 1996)

Transfektion bezeichnet das Einschleusen von Fremd-DNA in eukaryotische Zel-
len. Im Falle von P. falciparum muss die Plasmid-DNA mittels Elektroporation
4 Membranen tiberwinden. (7) Die Erytrozytenmembran, () die Membran der
parasitophoren Vakuole, (7) die Parasitenmembran und (77) die Kernmem-
bran. Fiir die Transfektion werden 3D7 Parasiten im Ringstadium verwendet
welche eine Parasitdmie von etwa 10 % aufweisen. 250 pul parasitierte Erythro-
zyten werden mit 100 pg Plasmid-DNA transfiziert. Die entsprechende Menge
DNA wird dazu mit 1/10 Volumen 6,5 M Natriumacetat und dem 3fachen Vo-
lumen 100 %igem Ethanol geféllt und fir 10 Min bei 13.000g zentrifugiert. Der
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Uberstand wird verworfen und das DNA-Pellet mit 70 %igem Ethanol gewa-
schen. Anschlieend wird es an der Luft getrocknet und in 20 ul TE-Puffer
resuspendiert. Zu der geloste DNA wird 380 pl Cytomix Transfektionslosung
gegeben und der gesamte Ansatz mit den parasitierten Erythrozyten resuspen-
diert. Die Transfektion erfolgt in einer Elektroporationskiivette (Spaltdicke: 2
mm) bei 310 V und 950 puF, wobei die optimale Pulszeit zwischen 8-12 ms
liegt. Anschlielend werden die Parasiten sofort in 10 ml 37° C warmes RPMI-
Komplettmedium tberfihrt, wobei des Hamatokrit wieder auf 5 % eingestellt
wird. Die Parasiten werden dann fiir 5 Std unter Kulturbedingungen gehal-
ten (vergl: 3.2.2.1), wonach ein Mediumwechsel durchgefithrt wird und bei dem
mittels 3 nM WR99210 ein Selektionsdruck fiir die Aufnahme des Plasmids her-
gestellt wird. Fir die folgenden 10 Tage wird das Medium téglich gewechselt,
anschliefend alle 2 Tage. Bei einer erfolgreichen Transfektion sollten nach 20 bis

35 Tagen die ersten transgenen Parasiten im Blutausstrich nachweisbar sein.

3.2.2.6 Isolation von Parasiten durch begrenzte Saponin-Lyse

(Umlas & Fallon, 1971)

Die Isolierung von Parasitenmaterial vom Erythrozyten wird mit der begrenz-
ten Saponin-Lyse erreicht. Saponin destabilisiert die Plasmamembran des Ery-
throzyten, indem es mit der Bindung von Phospholipiden an Cholesterin kon-
kurriert. Da Cholesterin in der Parasitenmembran nicht vorhanden ist, bleibt
diese intakt. Eine Kultur parasitierter Erythrozyten wird fir 5 Min bei 1500g
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Erythrozytenpellet mit 1x PBS
gewaschen. Dieses wird dann mit 1 ml 0,03 %igem Saponin in 1x PBS fiir 10 Min
auf Eis inkubiert. Die Suspension wird fiir 1 Min bei 13000g zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. AnschlieBend wird das Parasitenpellet mehrmals mit
eiskaltem 1x PBS gewaschen, bis der Uberstand klar ist. Das PBS-freie Para-
sitenpellet kann bei -80° C eingefroren werden oder fiir Western Blot Analysen

in 6x SDS-Probenpuffer aufgenommen werden.

3.2.2.7 Herstellung von Parasitenlysat

Parasitenlysat kann zur Phosphorylierung von Proteinen genutzt werden, da es
alle zum Zeitpunkt der ernte exprimierten Parasitenkinasen enthélt. Zur Her-

stellung von Parasitenlysat wird eine Parasitenkultur mit einem hohen Anteil
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an Schizontenstadien bendétigt. Dazu wird die Kultur im Vorfeld 2x im Ring-
stadium mit Sorbitol synchronisiert (vergl. 3.2.2.4), damit die unterschiedlichen
Entwicklungsstadien nicht weiter als 8 Std voneinander entfernt sind. Wenn
die Kultur ein moglichst spéites Entwicklungsstadium erreicht hat, werden die
Schizonten iiber eine magnetische Saule (Vario MACS Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach) von den uninfizierten Erythrozyten sowie noch spéten Thro-
phozoitenstadien getrennt und aufgereinigt. Das Eisen im Hamozoin, welches als
Abbauprodukt von Hémoglobin in Schizonten stark angereichert wird, vermit-
telt die Bindung an die magnetische Sdule. Die Saule wird anschlieend vom
Magneten entfernt und die angereicherten Schizonten in 1x PBS aufgenommen.
Anschliefend wird mittels Saponin-Lyse (vergl. 3.2.2.6) ein Parasitenpellet her-
gestellt. Dieses Pellet wird im 10fachen Volumen Lysepuffer (fir Phosphatase-
oder Kinaseassay) resuspendiert. Mit einer 1 ml Injektionsspritze wird die Sus-
pension auf Eis 10x durch eine 0,4 x 20 mm Kaniile gezogen um mogliche Zell-
Konglomerate zu zerstoren und anschlieffend 3x mit Fliissigstickstoff eingefroren
und wieder aufgetaut um die Zellen aufzubrechen. AnschlieBend wird die Sus-
pension 3 Std rollend bei 4° C inkubiert bevor sie 10 Min bei 16.000g zentrifugiert
und der Uberstand als Parasitenlysat bei -80° C gelagert wird.

3.2.2.8 Erythrozyten-Invasion Komplemetationsassay

Die Auswirkungen von Mutationen, chemischen Substanzen oder Antikérpern
auf die Funktion von AMA1 fiir die Invasion kann mit einem Komplemetations-
assay ermittelt werden. Die Bindung von PFAMAT1 aus dem P. falciparum Isolat
3D7 an den RON-Komplex wird mit dem synthetischen Peptid R1 gehemmt
und somit die Invasion in den Erythrozyten inhibiert (Harris et al., 2005). Bei
dem von Treeck et al. (2009) entwickeltem Assay kann der inhibitorische Ef-
fekt von R1 auf den das endogene AMA1 durch die Uberexpression von AMA1
des W2mef Isolats komplementiert werden, da dieses von R1 nicht beeinflusst
wird. Dadurch kénnen Auswirkungen von Mutationen bei W2mef-AMA1 bei
der Invasion untersucht werden. Dazu wird eine synchrone Trophozoitenkultur
mit einer festen Parasitdmie im Bereich von 0,5 % bis 1 % mit 100 pg/ml R1
Peptid inkubiert. 48 Std spéter wird die Parasitdmie gemessen und mit einer
Kontrollgruppe von unbehandelten Parasiten der selben Ausgangskultur vergli-

chen. Infizierte Erythrozyten werden durch eine Syto™16 Féarbung, welche die

48



3 Material und Methoden

DNA der Parasiten bindet markiert. Die Parasitdmiemessung erfolgt mit einem
Durchflusszytometer (FACS). Die Versuche werden in 150 pl Kulturansitzen in
einer 96-Loch Titerplatte durchgefiihrt. Alle Versuche werden in 3 unabhangigen

Experimenten, jeweils in dreifach-Ansétzen durchgefiihrt.

3.2.3 Mikroskopie

Lichtmikroskopie

Giemsa-gefarbte Ausstriche werden mit dem Lichtmikroskop untersucht. Auf
den Ausstrich wird ein Tropfen Immersionsél gegeben und das Préparat an-
schiefend mit dem 100x-Ol Objektiv untersucht.

Fluoreszenzmikroskopie

Parasiten welche mit einem GFP(green fluorescent protein)-Fusionsprotein trans-
fiziert wurden, konnten bei erfolgreicher Expression des Proteins mit dem Fluo-
reszenzmikroskop untersucht werden. Da die GFP-Fluoreszenzmarkierung von
Lebendpraparaten moglich, konnen hier auch dynamische Prozesse beobachtet
und untersucht werden. GFP wird mit energiereichem Licht der Wellenléngen
395/470 nm angeregt und emittiert wiederum griines Licht einer Wellenlange
von 509/540 nm (Chalfie, 1995). Einer Parasitenkultur wird zunéchst etwa 50-
100 pl Parasitenmaterial entnommen und dieses mit 1 pg/ml DAPI versetzt.
Dieser Ansatz wird fiir 10 Min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend
mit 1x PBS gewaschen. Zur mikroskopischen Analyse wird die Parasitensus-
pension auf einen Objekttrager getropft und in Deckglaschen aufgelegt. Mit
Immersions6l wurden die Parasitenpriaparate am Fluoreszenzmikroskop unter-

sucht.

3.2.4 Molekularbiologische Methoden

3.2.4.1 Sterilisierung von Gerdaten und Losungen

Glasflaschen, Pipettenspitzen sowie Losungen und Medien werden fiir 20 Min bei
1,5 bar Dampfdruck und 121 °C autoklaviert. Hitzeinstabile Losungen werden
mit Sterilfiltern der Porengréfie 0,2 wm steril filtriert.
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3.2.4.2 Polymerase-Kettenreaktion

(Mullis & Faloona, 1987; Saiki et al., 1988)

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der in wvitro Amplifizierung definierter
DNA-Fragmente mit Hilfe von Oligonukleotiden. Diese werden synthetisch Her-
gestellt und binden komplementér an die flankierenden Regionen in der Ausgangs-
DNA. Der DNA-Abschnitt zwischen den Oligonukleotiden wird durch die hitze-
stabile DNA-Polymerase beginnend am freien 3" OH-Ende synthetisiert. ,,Colony
screen-PCRs® wurden mit der Firefly™-Polymerase durchgefiihrt und Klonie-
rungen mit der Phusion™-High-Fidelity DNA-Polymerase da diese durch ihr
,proof-reading“-Funktion eine geringe Fehlerrate von 4,4x10~7 aufweist. Die
PCR besteht aus einer Abfolge von 3 Zyklen. Im Denaturierungsschritt wird
die DNA in ihre Einzelstrange geteilt damit die Oligonukleotide im Annealings-
chritt bei 42-60° C an der komplementaren Position mit der DNA hybridisieren
konnen. Die Synthese des neuen DNA-Strangs durch die Polymerase erfolgt in
der Elongationsphase bei 68-72° C. Diese Schritte wiederholen sich 28-30x wobei
sich die Anzahl der DNA-Stréange bei jedem Zyklus verdoppelt. Ein Standard-

PCR Ansatz fiir Klonierungen mit der Phusion™-Polymerase sieht wie folgt aus:

50-400 ng DNA

10 ul 5x High-Fidelity Phusion™Polymerase-Puffer

5 ul ANTPs (2mM)

2,5 ul vorwirts-Oligonukleotid (10 puM)

2,5 ul riicckwérts-Oligonukleotid (10 puM)

0,2 pl Phusion™High-Fidelity DNA-Polymerase (2 U/ul)
mit dHyOad 50 pl

Initiale Denaturierung 95° C fiir 2 Min

Denaturierung 95° C fiir 15 sek

Annealing 48,5° C fiir 30 sek 30 Zyklen
Elongation 68° C fur 0,5 - 1 Min/kbp

Finale Elongation 68° C fiir 7 Min

PCR-Ende 4° C fiir oo
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3.2.4.3 Kolonien-PCR zur Untersuchung von Bakterienstammen auf die
Aufnahme von Plasmid-DNA

Um Bakterienkolonien nach einer Transformation auf die Aufnahme von Plasmid-
DNA zu untersuchen, wird eine PCR mit Oligonukleotiden durchgefiihrt, die
spezifisch fiir das transformierte DNA-Fragment sind. Auf einer LB,,-Platte
gewachsenen Bakterienkolonien dienen bei dieser PCR als Template und werden
mit einer kleinen Pipettenspitze direkt in den PCR-Ansatz gegeben, nachdem
die Kolonie mit einem Ausstrich auf eine sogenannte ,Masterplatte iiberfiithrt
wurde. Fiir diese PCR-Methode wird die FireFly™-DNA-Polymerase benutzt.
Der Standard-PCR-Ansatz fiir eine Kolonie-PCR sieht wie folgt aus:

1 pl 10x FireFly™Polymerase-Puffer

1 ul ANTPs (2mM)

0,5 pl vorwarts-Oligonukleotid (10 uM)
0,5 pl riickwérts-Oligonukleotid (10 puM)
0,1 ul FireFly™DNA-Polymerase (2 U/ul)
mit dH,Oad 10 pl

3.2.4.4 Oligonukleotid-basierte Mutagenese

Mit Hilfe von Oligonukleotiden kénnen durch eine PCR Mutationen an beliebige
Positionen in DNA-Fragmente kloniert werden. Die sogenannte ,,Overlapping-
PCR* ist eine der am héufigsten genutzten Methoden dafiir. Bei dieser wird das
DNA-Endprodukt aus zwei separat hergestellten DNA-Fragmenten (Fragment
A und B) synthetisiert welche an der Stelle, wo die Mutation auftreten soll zuein-
ander komplementér sind. Dafiir werden 4 Oligonukleotide benétigt. Die beiden
flankierenden, welche sich am 5’ Ende und am 3’ Ende de DNA-Zielfragments
befinden, und ein komplementéres inneres Oligonukleotid-Paar welches zu der
Position in der Ziel-DNA komplementér ist, an welcher die Mutation eingefiigt
werden soll. Dieses innere Oligonukleotid-Paar sollte etwa 20-30 Basenpaare

lang sein und besitzt bereits die Mutation welche bei jedem Syntheseschritt an
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den neu entstehenden Folgestrang weitergegeben wird. Mit dem flankierenden
vorwérts-Oligonukleotid und dem inneren riickwarts-Oligonukleotid wird das
erste DNA-Fragment A hergestellt. Das zweite DNA-Fragment B wird dement-
sprechend aus dem flankierenden riickwérts-Oligonukleotid und dem inneren
vorwérts-Oligonukleotid synthetisiert. Beide DNA-Fragmente besitzen dadurch
einen 20-30 Basenpaare langen, komplementéiren Bereich. Nachdem die beiden
DNA-Fragmente aufgereinigt wurden, wird eine 3. PCR durchgefiihrt, bei der
die beiden DNA-Fragmente (A und B) sich durch ihren komplementéren Bereich
gegenseitig als Oligonukleotid dienen. Am jeweiligen 3° OH-Ende wird der eine
DNA-Strang durch die Polymerase aufgefiillt, wobei der andere DNA-Strang
als Matrize dient. In 7 PCR-Zyklen werden dadurch die DNA-Endprudukte
hergestellt, welche die Mutation besitzen. Anschiefend wird eine Standart-PCR
durchgefiihrt, bei der das Endprodukt mit Hilfe der beiden flankierenden Oligo-
nukleotide in grofler Menge amplifiziert wird. Dieses kann auf gereinigt und fiir

eine Klonierung verwendet werden.

3.2.4.5 Aufreinigung von PCR-Produkten und DNA

Fir die Aufreinigung von DNA aus einer PCR, von DNA aus Restriktions-
verdauen oder DNA aus Agarosegelen wurde das Nucleospin®Extract 11 Kit
von Macherey& Nagel verwendet. Durch eine hohe Salzkonzentration wird die
DNA reversibel an eine Silica-Membran gebunden, kann so gewaschen, sowie
Salzen, Proteinen und Verunreinigungen befreit werden, bevor es in einem Elu-
tionsschritt wieder in TE-Puffer aufgenommen werden kann. Die Aufreinigung

wurde entsprechend des Protokolls im Benutzerhandbuch durchgefiihrt.

3.2.4.6 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung und Visualisierung
von DNA-Fragmenten

(Garoff & Ansorge, 1981)

Bei der Agarose-Gelelektrophorese migriert DNA entlang eines elektrischen Fel-
des durch eine Agarosegel-Matrix. Die Migrationsgeschwindigkeit der DNA wird
zum einen durch die Agarose-Konzentration, Konformation, die angelegte Feld-
starke und der Pufferzusammensetzung bestimmt sowie zum anderen durch die
Grofle der DNA-Fragmente. Aufgrund des Zucker-Phosphat-Riickgrats besitzt

DNA eine negative Ladung, welche sie in einem elektrischen Feld in Richtung
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Anode bewegt. Die DNA-Proben werden mit 6x DNA-Probenpuffer versetzt
und als Groflenmafl dient ein DNA-Groflenmarker. In einem 1 %igen Agarosegel
werden die DNA-Fragmente anhand ihrer Gréfle aufgetrennt. Dabei Migrieren
kleinere DNA-Fragmente schneller als grofiere. Dazu wird 2 g Agarose in 200 ml
1x TAE-Puffer gelost und aufgekocht. Wenn die Losung eine Temperatur von
etwa 60° C erreicht hat wird 10 pul Ethidiumbromid zugegeben und die Agaro-
selosung zum aushéarten in eine Agarosegelkammer gegeben. Nach der Auftren-
nung kann die DNA durch Ethidiumbromid, welches mit der DNA interkaliert
unter UV-Licht sichtbar gemacht werden.

3.2.4.7 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungen werden von Seqlab in Gottingen durchgefithrt. Dazu wer-
den 600-700 ng Plasmid-DNA und 20 pmol Primer in einem Gesamtansatz von
7 ul iiber den Postweg zu Seqlab geschickt. Am Folgetag konnen die Sequenzen

von der Firmeneigenen Internetseite heruntergeladen werden.

3.2.4.8 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen sind eine Klasse von bakteriellen Enzymen, welche
in der Lage sind Phosphodiesterbindungen im Zucker-Phosphat-Riickgrat von
DNA zu hydrolysieren. Spezielle Restriktionsenzyme konnen unterschiedliche
DNA-Erkennungssequenzen detektieren, an sie binden und so den DNA-Strang
an dieser Stelle trennen. Die Erkennungssequenzen sind meist 4 bis 8 Basen
lang und bestehen héufig aus einer palindromen Sequenz. Die Restriktionsen-
zyme konnen glatte Enden (,blunt ends®) oder einzelstringige, kohésive Uber-
hénge (,,sticky ends®) erzeugen. Bei den Klonierungen in dieser Arbeit wurden
ausschliellich Restriktionsenzyme verwendet, welche ,sticky ends® erzeugen, da
man verschiedene DNA-Fragemente die mit dem selben Enzym geschnitten wur-

den, zielgerichtet zusammenfiigen kann.

3.2.4.9 Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Ligasen konnen die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen freien
5" Phosphat- und 3’ Hydroxylgruppen von DNA-Fragmenten mit kompatiblen

Enden katalysieren. Zu einem Ligationsansatz gehoren Ligase-Puffer, Ligaseen-
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zym in der Konzentration 0,15 U/ul Vektor und Insert (mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen verdaut) im molaren Verhéltnis 1:3. Der Anstatz wird fur
45 Min bei RT inkubiert und kann anschliefend in kompetente Bakterien trans-

formiert werden.

3.2.4.10 Plasmid-Isolation (Mini- und Midi-Praparation)

Um Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen zu isolieren wurde fiir Mini-Praparationen
das NucleoSpin®Plasmid Kit von Macherey-Nagel verwendet und fir Midi-
Préparationen das Plasmid Midi Kit von Qiagen. Die Verwendung verlief nach
Herstellerangaben. Beide Praparationen verlaufen nach dem Prinzip der alkali-
schen Lyse, wonach die Plasmid-DNA an eine Silica-Membran gebunden. Das
Bakterienpellet einer 2 ml (Mini) oder 100 ml (Midi) /N-Kultur wird in RNa-
se A-haltigem Puffer aufgenommen und die Zellen durch die Zugabe von Lyse-
Puffer aufgeschlossen. Neutralisationspuffer wird zugegeben und durch Zentri-
fugation die Zellreste von der DNA-Losung getrennt. Diese wird dann an eine
Silicamatrix gebunden, gewaschen und in 50 pl (Mini-Praperation) oder 200 pl
(Midi-Praparation) dH,O eluiert.

3.2.4.11 Praparation von genomischer P. falciparum DNA

Fiir die isolierung von gDNA aus Parasiten wurde das QIAamp®DNA Mini Kit
von Qiagen verwendet. Hierbei kann Parasiten-DNA direkt aus Blut aufgerei-
nigt werden. Die Blutprobe wird dazu in einem Proteinase K-haltigen Puffer
aufgenommen und die Zellen des weiteren nach dem Prinzip der alkalischen Ly-
se zerstort. Die Losung wird auf eine Silica-Matrix gegeben, dann welcher die
DNA bindet und gewaschen werden kann. AnschlieBend wird die DNA von der
Saule in 200 pl dH50O eluiert. Die Durchfithrung verlief anhand des Hersteller-
protokolls.

3.2.4.12 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Bestimmung der Konzentration von aufgereinigter DNA wurde mit einem
Biophotometer durchgefiihrt. Dieses nutzt die Licht-absorbierenden Eigenschaf-
ten von den Basen der DNA aus. Eine ODygg,,, von 1 entspricht einer Konzen-

tration von 50 pl/ml doppelstrangiger DNA. Das Absorptionsmaximum aroma-
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tischer AMinosduren in Proteinen liegt bei 280 nm. Mit diesen beiden Werten
kann die Reinheit der DNA ermittelt werden.

3.2.5 Proteinbiochemische Methoden

3.2.5.1 Affinitatschromatografische Aufreinigung von
GST-Fusionsproteinen

(Smith & Johnson, 1988)

GST-Fusionsproteine wurden tiber den pGex-4T1 Vektor exprimiert und besit-
zen eine N-TerMinale Gluthation-S-Transferase Doméne. Glutathion-S-Transferase
ist ein Enzym, welches im Koérper Glutathion an Xenobiotika bindet, wodurch
diese Verbindung von der Niere ausgeschieden werden kann. Eine GST-Doméne
hat eine sehr hohe Bindeaffinitat zu Gluthation, welches, an Sepharose-Granulat
gebunden, zur Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen genutzt werden kann.
GST-Fusionsproteine werden wie in Kapitel 3.2.1.4 beschrieben exprimiert und
das im Anschluss entstehende Bakterienpellet in 20 ml Resuspensionspuffer auf-
genommen. Die Losung wird in einen 50 ml Glasbecher gegeben, welcher auf
Eis gekiithlt wird. Die Losung wird sonifiziert (4x 1 Min) wodurch die Bak-
terienzellen aufgeschlossen werden. In einem folgenden Zentrifugationsschritt
werden die Zelltrimmer bei 10.000g und 4° C fiir 30 Min sedimentiert und der
Uberstand, welcher unter anderem das GST-Fusionsprotein beinhaltet, in ein
neues 50 ml Falconréhrchen iiberfithrt. 50 ul High-Affinity Resign werden 3x
mit Resuspensionspuffer gewaschen und anschlielend fiir 3 Std bei 4-8° C rol-
lend mit der GST-Proteinlosung inkubiert. Nachdem die GST-doméne an das
Granulat gebunden hat, wird es 7x mit eiskaltem Resuspensionspuffer gewa-
schen wobei es bei 1500g fiir 1 Min zentrifugiert wird. Anschlieend wird das
GST-Fusionsprotein von dem Granulat eluiert. Dazu wird es 2x mit 0,5 mM
Gluthation fiir 15 Min bei 4-8° C gerollt, bei 2000g fiir 3 Min zentrifugiert und
der Uberstand in ein neues Reaktionsgefifl iiberfithrt. Anschlieflend folgt ein
Elutionsschritt mit 1 mM Gluthation. Bei der Elution konkurriert das l6sliche
Glutathion mit dem Glutathiongranulat um die Bindung am GST-Epitop. Da-
bei wird das GST-Fusionsprotein in Losung gebracht und bei -20° C gelagert.
Ein Teil der GST-Fusionsproteine bleiben am Granulat gebunden und wird mit

100 ul Resuspensionspuffer bei 4° C gelagert. Mit einem 10 %igem SDS-Gel
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kann der Erfolg der Aufreinigung iiberpriift werden.

3.2.5.2 Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

(Laemmli, 1970)

Proteine kénnen in einem SDS-Gel anhand ihrer Gréfle aufgetrennt und visua-
lisiert werden. AMinosauren verhalten sich amphoter, was bedeutet, dass sie
je nach Milieu unterschiedliche Reaktionen zeigen. So besitzen die Proteine in
einem Milieu mit einem pH-Wert, der hoher ist als der isoelektrische Punkt eine
negative Ladung und in einem Milieu mit einem niedrigeren pH-Wert eine posi-
tive Ladung. Bei der SDS-PAGE wird dieses Verhalten ausgenutzt und die Pro-
teine entlang eines elektrischen Feldes anhand ihrer Grofle aufgetrennt. Das SDS
dient als Denaturierungsmittel fiir Proteine, indem es die nicht-kovalenten Bin-
dungen unterbricht und so deren Quartéar- und Tertidrstruktur zerstort. Ebenso
werden Protein-Protein-Interaktionen unterbrochen. Bei der SDS-PAGE werden
zwei Gel- und Puffersysteme eingesetzt. Zunéchst miissen die Proteine durch
ein ,weitmaschiges“ Sammelgel in einem glycinreichen Puffer mit dem pH 6,8.
Glycin liegt in diesem sauren pH-Wert als Zwiterion vor und zeigt daher ein
langsames Migrationsverhalten im elektrischen Feld. Chlorid-Ionen, welche als
weitere Ladungstriager dienen, passieren das Sammelgel aufgrund ihrer gerin-
geren Grofle und negativen Ladung schneller. Die Proteine wandern somit in
einem Feldstéirke-Gradienten zwischen Chloridionen und Glyin wodurch sie an
der Grenzflache von Sammelgel und Trenngel in einer diinnen Zone konzentriert
vorliegen. Das Trenngel besteht aus einem Tris -Glycin Puffer und hat einen
pH Wert von 8,8. Dadurch bekommt das Glycin eine negative Gesamtladung
und iiberholt die Proteinfront was zu einer Auftrennung nach dem Molekularge-
wicht fithrt. Die Gele konnen je nach Anwendung mit unterschiedliche Mengen
an Acrylamid hergestellt werden, was zu einer hoheren Auflésung bei der Auf-
trennung der Proteine fithrt. In dieser Arbeit wurden 4 %ige Sammelgele und

12 %ige und 15 %ige Trenngele verwendet.

Sammelgel (4 %)

1 ml Sammelgelpuffer
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2,4 ml dH,O

534 ul 40 % Acrylamid
5 ul TEMED

40 ul 10 % SDS

20 ul 10 % APS

Trenngel (12 % / 15 %)

1,5 ml Trenngelpuffer

2 ml/1 ml dH,O

2,5 ml/1,5 ml 40 % Acrylamid
5 Wl TEMED

60 ul 10 % SDS

25 ul 10 % APS

3.2.5.3 Coomassie-Farbung von SDS-Gelen

(Weber & Osborn, 1969)

Mit einer Coomassiefarbung konnen Proteinbanden in einem SDS-Gel sichtbar
gemacht werden. Der Triphenylmethanfarbstoff im Coomassie bindet an die ba-
sischen Seitenketten der Proteine. Nach einer Inkubation des SDS-Gels in der
Coomassie-Losung fiir 30 Min kann das Gel mit dH,O entfirbt werden, wobei

Farbung der Proteine sehr stabil ist und somit gut erkennbar.

3.2.5.4 Westernblot

(Kyhse-Andersen, 1984)

Um Proteine, welche tiber ein SDS-PAGE separiert wurden mit Hilfe einer
Antikérperfarbung sichtbar zu machen, miissen diese vom SDS-Gel auf eine
Nitrozellulose-Membran transferiert werden. Diese Methode nennt sich Western
Blotting. In dieser Arbeit wurde das Prinzip des ,Wet-Blotting“ genutzt. Da-
bei werden alle Proteine im Gel iiber ein elektrisches Feld mit 80mA fur 1 Std
auf die Nitrozellulosemembran tibertragen und binden an dieser iiber hydrophoe
Wechselwirkungen. Anschlieend wird die Membran in 5 %iger Milch fiir 1 Std

inkubiert, damit ungeséttigte Bindestellen am der Membran blockiert werden.
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Die Inkubation mit dem Primérantikérper (3.1.1.5) erfolgt in 5 %iger Milch tber
Nacht bei 8° C. Dieser wird danach 3x in 1x PBS fiir 15 Min ausgewaschen bevor
der Sekundéreantikorper in 5 %iger Milch fiir 45 Min bei Raumtemperatur inku-
biert wird. Dieser ist an die Meerrettichperoxidase (HRP) gebunden und wird
ebenso 3x in 1x PBS fiir 15 Min ausgewaschen. Die Antikérperbindung kann
mit einem ECL-Kit nachgewiesen werden, wobei das in der Losung enthaltene
LuMinol durch die HRP in ihre Derivate gespalten wird. Diese entwickeln eine
ChemiluMineszenz die mit einem aufgelegten Rontgenfilm nachgewiesen werden

kann.

3.2.5.5 Phosphatase-Assay

Bei einem Phosphatase-Assay kann der Phosphorylierungssatatus eines Proteins
in vitro nachgewiesen werden. Dabei wird das veranderte Laufverhalten des Pro-
teins bei einem SDS-PAGE durch das Vorhandensein oder die Entfernung einer
Phosphatgruppe ausgenutzt. Synchronisierte Parasiten werden mit einer hohen
Parasitamie (8-10 %) geerntet und durch Saponinlyse von den Erythrozyten ge-
trennt. AnschlieBend muss das Protein aus dem Parasiten gelost werden. Dazu
wird das Parasitenpellet im 10x Volumen Lysepuffer fiir Phosphataseassays re-
suspendiert 10x mit einer 1 ml Injektionsspritze 10x durch eine 0,4 x 20 mm
Kantile gezogen und 3x in Fliissigstickstoff eingefroren und wieder aufgetaut. Die
Suspension wird 3 Std bei 4° C rollend inkubiert und anschliefend bei 12.000g
fiir 10 Min zentrifugiert. Zu dem Uberstand wird die entsprechenden Menge 10x
PMP Puffer und 10x MnCl; gegeben und der gesamt Ansatz geteilt. Zur einen
Hélfte wird 1 ul Lambda Phosphatase (4000 Units) gegeben und die andere H&lf-
te wird zur Kontrolle ohne Phosphatase angesetzt. Beide Ansétze werden fir 15
Min bei 30° C inkubiert und anschliefend in reduzierendem 5xSDS-Probenpuffer

aufgenommen und mittels Westernblot ausgewertet.

3.2.5.6 In vitro Phosphorylierungsassay

In dieser Arbeit wurde die Phosphorylierung von Proteinen auf zwei Arten
nachgewiesen. Zum einen durch ein verédndertes Laufverhalten von phosphory-
lierten zu unphosphorylierten Proteinen in SDS-Gelen und zum anderen durch
die radioaktive Markierung der phosphorylierten Proteine mit y-P4P markier-

tem ATP. Bei beiden Assays werden etwa 10 ug aufgereinigtes, an Sepharose
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gebundenes GST-Fusionsprotein eingesetzt. Zur Sepharose wird 5x Phospho-
rylierungspuffer (3.1.3.2), 10 uM ATP und 1 pl/100 pl Phosphataseinhibitor
gegeben. Zur Phosphorylierung wurde (wenn nicht anders angegeben) entweder
3 ug/100 pl gesamt-Parasitenlysat, 1 U 1 Maus-PKA oder 0,5 U humane GSK3
gegeben. Je nach Versuch wurde dem Ansatz 10/100 uM cAMP, 1 uM CaCl,
und/oder 2 uM EGTA zugegeben. Aufgefiillt wurden die Anséitze mit dH5O.
Radiokative Phosphorylierungsassays wurden mit der Zugabe von 1 puCi radio-
aktivem BZP markierten ATP gestartet. Die Phosphorylierungsassay werden fiir
40 Min bei 30° C inkubiert. Nicht-radioaktive Assays wurden anschliefend in
5x SDS-Probenpuffer aufgenommen und durch Western Blots ausgewertet. An-
sitze, in denen Parasitenlysat verwendet wurde, konnen durch Lysatbestandtei-
len verunreinigt sein, welche in der Auswertung von radioaktiven Phosphorylie-
rungsassays ein unspezifisches Signal zeigen konnen. Bei radioaktiven Phospho-
rylierungsassays wird daher die Sepharose 3x mit eiskaltem dH,O gewaschen,
wobei sie nach jedem Waschschritt bei 2000g fiir 2 Min zentrifugiert wird. Wenn
das Protein nicht mehr durch einen Thrombinverdau vom GST gelost werden
soll, kann der Ansatz in 5x SDS-Probenpuffer aufgenommen und auf ein 15 %iges
SDS-Gel geladen werden. Die Proteine werden bei 150V und 95 mA fiir 50 Min
aufgetrennt und Coomassie-gefarbt. Durch das auflegen eines Rontgenfilms oder
einer Fuji Phospho-Imager Detektionsplatte kann der Phosphorylierungsstatus

einer Probe analysiert werden.

3.2.5.7 Thrombinverdau von GST-Fusionsproteinen

Der pGEX 4T1 Vektor besitzt das Gen fiir eine Faktor Xa Schnittstelle, tiber
die ein aufgereinigtes GST-Fusionsprotein durch die Trypsin-ahnliche Serin-
Protease Thrombin von der GST Doméane abgeschnitten werden kann. Diese
Methode wurde anhand der Herstellervorgaben durchgefiihrt. Dazu werden die
Sepharose-gebundenen GST-Fusionsproteine mit der entsprechenden Menge 10x
Thrombin-Puffer und 0.04 Units biotinyliertes Thrombin inkubiert. Der Ansatz
wird fir 2 bis 3 Std bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend fiir 3 Min
bei 2000g zentrifugiert. Der Uberstand wird in 5x SDS-Probenpuffer aufgenom-

men und kann auf ein SDS-Gel geladen und analysiert werden.
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4.1 Die Funktion von S588, S590 und S601 in der

zytoplasmatischen Domane von AMA1

Die Féhigkeit von Merozoiten rote Blutzellen zu invadieren hangt mafigeblich
von der Phosphorylierung der zytoplasmatischen Doméne (CPD) von AMA1 ab
(Treeck et al., 2009). Leykauf et al. (2010) konnten zeigen, dass die Phosphory-
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Abb. 9: Homologievergleich der zytoplasmatischen Domine von AMA1. Das Ali-
gnment der Proteinsequenzen wurde mit Hilfe des PRofile ALIgNEment (PRALINE) erstellt.
(http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww /) Pf=Plasmodium falciparum, Pr=Plasmodium
reichenowi, Pv=Plasmodium wvivar, Pc=Plasmodium cynomolgi, Py=Plasmodium yoelii,
Pb=Plasmodium berghei. ,,Consistency“ zeigt den Grad der Konservierung, welcher von blau:
nicht homolog, bis rot: identisch, geht.

lierung des Serins an Position 610 durch die PKA fiir alle weiteren Phosphory-
lierungen in der CPD, sowie fiir die Invasion essentiell ist. Neben dem Serin 610
besitzt die CPD drei weitere Serine, zwei Threonine und fiinf Tyrosine (Abb.9).
Das Genom von P. falciparum kodiert nicht fiir konventionelle Tyrosin-Kinasen
(Gardner et al., 2002; Ward et al., 2004), weshalb diese Phosphorylierungform
in der vorliegenden Arbeit nicht berticksichtigt wird.

Zunéchst sollte geklart werden, ob neben S610 auch noch andere Serine phos-

phoryliert werden, ob diese gegebenenfalls funktionell sind und ob eine Phospho-
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rylierung auch unabhéngig von S610 stattfindet. Dazu wurden die Serine 588,
590 und 601 auf ihren Phosphorylierungsstatus hin und auf ihre Bedeutung fiir

die Invasionsfahigkeit des Parasiten untersucht.

4.1.1 Funktionelle Untersuchung der in vitro
Phosphorylierung von S588, S590 und S601

In proteomweiten, massenspektrometischen Untersuchungen mit anschlieBender
Analyse der Phosphorylierungsmotive wurde die Phosphorylierung der Reste
S588, S590, S601, S610, T612 und T613 nachgewiesen (s. Einleitung). Um die
Auswirkungen der Mutationen von S588, S590 und S601 auf den Phosphorylie-
rungsstatus der CPD zu untersuchen, wurde die entsprechenden rekombinanten

CPDs mit Parasitenlysat inkubiert.

4.1.2 Expression und Aufreinigung von AMA1-CPD

Mutanten als GST Fusionsproteine

Zunéchst wurden S588, S590 oder S601 in der CPD von AMA1 mit Alanin sub-
stituiert, um diese Mutanten als GST-Fusionsprotein in F. coli zu exprimieren

und wie unter 3.2.5.1 beschrieben aufzureinigen. Alle chiméren Proteine hatten

o-GST

Abb. 10: Expression von AMA1 GST-Fusionsproteinen. A: Comassie gefarbtes SDS-
Page der aufgereinigten Proteine GST-AMA 1w, GST-AMA1g610a, GST-AMATg5884, GST-
AMA1g590a und GST-AMA1lggo1a. B: Western Blot der GST-Fusionsproteine mit Hilfe eines
anti-GST Antikoérpers. Die 33 kDa Protein-Bande im Comassie und im Western Blot entspricht
dem theoretischen MW von 32,9 kDa

erwartungsgemafl ein Molekulargewicht von 33 kDa und konnten in Western
Blot-Analysen mittels GST-spezifischer Antikorper dargestellt werden (Abb.10).
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4.1.3 Evaluation eines alternativen AMA1-spezifischen

Phosphorylierungsassays

In einem initialen AMA1-Phosphataseassay konnten Treeck et al. (2009) zeigen,
dass die De-phosphorylierung von AMA1 mittels Phosphatase ein verdndertes
Laufverhalten in der SDS-PAGE verursacht. Dieser Mobilitétsshift kann somit
umgekehrt als Indikator fiir die Phosphorylierung von AMA1 verwendet wer-
den (Abb.11). Nach der Inkubation mit Parasitenlysat sind in jedem Ansatz
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Abb. 11: In vitro Phosphorylierung fiihrt zu einem veridnderten Laufverhalten
im SDS-Page. Die aufgereinigten GST-Fusionsproteine (GST-AMA1lwr, GST-AMAlgg104,
GST-AMAlgs884, GST-AMA1g5904 und GST-AMA1g6014) wurden fiir 60 min mit Parasiten-
lysat und 1 uM cAMP inkubiert. Als Kontrolle wurde zusétzlich GST-AMAlwr im Ansatz
ohne Lysat inkubiert. Sowohl im Coomassie-gefirbten SDS-PAGE (A) als auch im Western
blot (B) (mit Hilfe des anti-GST Antikérpers (1:3000)) ist das verdnderte Laufverhalten dar-
stellbar.

Protein-Doppelbanden zu erkennen, welche beide Phosphorylierungsformen der
CPD repréasentieren. GST-AMAIgg10a (Leykauf et al., 2010), sowie unbehandel-
tes GST-AMA 1wt dienen dabei als Negativkontrolle.

Als Erweiterung des urspriinglichen Assays, wurden die Ergebnisse zuséitz-
lich in einem radioaktiven Phosphorylierungsassay in Anwesenheit von B2P-
markiertem ATP iiberprift (vergl.3.2.5.6). Wie Abb.12 zeigt, korreliert der Mo-
bilitétsshift der CPD von AMAI1 direkt mit dem Einbau von B2P-markierten
Phosphatgruppen. In Abb.12 wird auflerdem deutlich, dass die Phosphorylie-
rung von rekombinantem AMAT1 zum einen von der cAMP-Konzentration ab-
héangig und zum anderen durch den PKA-spezifischen Inhibitor H89 hemmbar
ist. Dieses Ergebnis unterstreicht wiederum die herausragende Stellung der PKA
bei der AMA1-Phosphorylierung (Leykauf et al., 2010).
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Abb. 12: Radioktiver Phosphorylierungsassay der CPD von AMA1lwTGST. Re-
kombinante Fusionsproteine wurden mit Parasitenlysat in Gegenwart von 2P-markiertem
ATP, sowie mit 1 uM, 10 uM und 100 pM cAMP inkubiert. Zusétzlich wurde die Reaktion in
Anwesenheit von 50 uM H89, einem PKA spezifischen Inhibitor, durchgefiihrt. Als Negativ-
kontrolle wurde AMA1-p.1-GST ohne Lysat inkubiert. Rekombinante Proteine wurden mit
Hilfe eines SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coomassie sichtbar gemacht. Die kovalente Bin-
dung von [B2/P-markierten Phosphatgruppen wurde durch die Verwendung des Phosphoimager
FLA7000 (Fuji) dargestellt.

34 kDa—

4.1.4 In vitro Phosphorylierung von S588, S590 und S601

Fiir weitergehende Untersuchungen der Phosphorylierung von S588, S590 und

S601 wurden AMAI1-Mutanten hergestellt, bei denen alle putativen Phospho-

rylierungsstellen der CPD gegen Alanin ausgetauscht wurden, mit Ausnahme

der zu untersuchenden Serine. Die entsprechenden Mutanten wurden wiederum

als GST-AMAlgsss, GST-AMA1g590 und GST-AMA1gg0; bezeichnet (Anhang:

Abb.26). Nach der erfolgreichen Aufreinigung der GST-Fusionsproteine (Abb.13

A) wurde untersucht, ob die einzelnen Aminosduren durch Parasitenlysat phos-

phoryliert werden.

GST-AMA1py;, also die Mutante, bei denen allen Phosphorylierungsstellen mit

Alanin substituiert wurden, diente als Negative- oder Spezifitdtskontrolle, GST-

AMA 1w als Positiv-Kontrolle (Abb.13 B). Die GST-Doménen der GST-Fusions-
proteine wurden durch einen Thrombin-Verdau entfernt (Vergl.3.2.5.6), um einen
Einfluss des Epitops bei der kovalenten Bindung von radioaktiven Phosphat-

gruppen auszuschliefen. Wie in Abb.13 B gezeigt wird weder AMA1gss3 noch

AMA1py; phosphoryliert. Dagegen werden sowohl AMA 1gs99 als auch AMA1gg01

cAMP unabhéngig phosphoryliert.
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Abb. 13: Expression und Phosphorylierung von AMA1 GST-Fusionsproteinen.
A: Western Blot mit Hilfe eines anti-GST Antikérpers der aufgereinigten Proteine GST-
1A1VLA1PM7 GST—AMA15588, GST—AMA13590 und GST—AMA15601. Die 33 kDa Protein-Bande
im Western Blot entspricht dem theoretischen MW von 32,9 kDa. B: Radioktiver Phospho-
rylierungsassay von AMAlgsgs, AMAlgs90 und AMAlggp1. AMAlpy und AMAlwr stellen
positive und negative Kontrollen da. Rekombinante Proteine wurden mit Parasitenlysat und
BAP-markiertem ATP, sowie in Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (-) von 10 uM cAMP
inkubiert. Anschliefend wurde die GST Doméne durch einen Thrombin-Verdau abgespalten.
Rekombinante Proteine wurden mit Hilfe eines SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coomassie
sichtbar gemacht. Die kovalente Bindung von [32/P-markierten Phosphatgruppen wurde durch
die Verwendung des Phosphoimager FLA7000 (Fuji) dargestellt.

4.1.5 S590 wird abhangig von Kalzium jedoch unabhiangig
von S610 phosphoryliert

Im Gegensatz zu den von Leykauf et al. (2010) dargestellten Ergebnissen konnte
eine S590 Phosphorylierung unabhingig von der S610-Phosphorylierung nachge-
wiesen werden. Das und die cAMP-unabhéangige in vitro-Phosphorylierung von
AMA1g590 weisen auf die Beteiligung einer weiteren Kinase hin. Fir weitere Un-
tersuchungen wurde zunéchst die eigentliche Negativkontrolle GST-AMAlgg10a
in einem radioaktiven Phosphorylierungsassay untersucht (Abb.14 A). Es konn-
te gezeigt werden, dass AMAlggioa genau wie AMAlgsgy von Parasitenlysat
cAMP-unabhéngig phosphoryliert wird. Leykauf et al. (2010) konnten zeigen,
dass die Zugabe von 1 uM Ca?" zu Parasitenlysat die Phosphorylierung von
AMAT1lwr stimuliert. Phosphorlierungsversuche mit AMAlgs9 in Anwesenheit
von entweder Ca?" oder dem Chelat-Bildner EGTA zeigten, dass die Phospho-
rylierung von AMAlgsgo Ca?T-abhingig ist und diese durch die Anwesenheit
von EGTA (2 uM) inhibiert werden kann (Abb.14 B).
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Abb. 14: Radioktiver Phosphorylierungsassay von AMA1lggi10a und AMAIlgsg0.
A: AMA1lpy und AMATlwr stellen positive und negative Kontrollen da. Rekombinante Pro-
teine wurden mit Parasitenlysat und *?/P-markiertem ATP, sowie in Anwesenheit (- - -) oder
Abwesenheit von 1 uM Ca2?*, 1 uM cAMP oder 10 uM cAMP inkubiert. B: Rekombinan-
tes AMAlgsgo wurde mit Parasitenlysat und 32P-markiertem ATP inkubiert und mit 1 uM
Ca?*t stimuliert. Zur Inhibierung wurde 2 uM des Ca?*t-spezifische Chelat-Bildner EGTA
eingesetzt. Anschlieflend wurde die GST Doméne durch einen Thrombin-Verdau abgespalten.
Rekombinante Proteine wurden mit Hilfe eines SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coomassie
sichtbar gemacht. Die kovalente Bindung von [32/P-markierten Phosphatgruppen wurde durch
die Verwendung des Phosphoimager FLA7000 (Fuji) dargestellt.

4.1.6 Phanotypisierung der Mutanten S588A, S590A und
S601A in vivo

Die Auswirkung der Mutationen S588A, S590A und S601A auf die Invasions-
fahigkeit des Merozoiten sollte in vivo untersucht werden. AMA1 ist fur P.
falciparum essentiell. Zur funktionellen Analyse dieses Proteins wurde deshalb
ein Komplementationsassay entwickelt (Treeck et al., 2009), welcher auf der
Inhibition des endogenen AMA1 Proteins und auf einer episomalen Uberexpres-
sion einer AMA1 Variante beruht (3.2.2.8). Dazu wurden die entsprechenden
Serine in der CPD von AMA1 mittels PCR-Mutagenese (3.2.4.4) mit Alanin
(A) und gegen negative geladene Asparaginsédure (D) ausgetauscht (Abb.27).
Alle Mutanten basieren auf der W2mef-Sequenz, wodurch die funktionelle Ana-
lyse von AMA1 in 3D7 erméglicht wird (siehe oben). Die Konstrukte wurden
in den pARLlamal-TY1 Vektor kloniert (Treeck et al., 2009) und in 3D7 Pa-
rasiten transfiziert (3.2.2.5). Dieser Vektor ermoglicht die Expression Epitop-
fusionierter Gene unter der Kontrolle des amal Promotors im spiten Schizon-
tenstadium. Die Expression aller Mutanten wurde im Western Blot mit Hilfe
von anti-TY1 Antikérpern nachgewiesen. AMAT1 stellt sich im Western Blot in
zwei Varianten dar: Als 85 kDa Protein (AMA1: 83 kDa + TY1: 2 kDa) und als
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Abb. 15: Expression von AMA1-TY1 Varianten in P. falciparum. Proteine wurden
im Western Blot mit Hilfe von einem anti-TY1 Antikoérper (1:2000) und einem sekundéren,
HRP-gekoppelten anti-Maus IgG Antikorper (1:2500) dargestellt. 3D7 Wildtyp-Parasiten wur-
den als Kontrolle eingesetzt. Die obere Bande (etwa 85 kDa) entspricht dem nicht prozessierte,
die unter Bande (etwa 68 kDa) dem prozessierten AMA1 +TY1. Anti-PfBiP wurde als Lade-
kontrolle verwendet.

68 kDa prozessiertes Protein (AMA1: 66 kDa + TY1: 2 kDa) (Abb.15). Durch
N-terminale Prozessierung wird die etwa 15 kDa grofle Prodoméne abgespalten
(Howell et al., 2001; Narum & Thomas, 1994). PfBiP (HSP70), ein luminales
Protein des ERs mit einer Grofle von etwa 75 kDa wurde als Ladekontrolle ver-
wendet.

Zur funktionellen Untersuchung dieser Mutanten wurden Invasions-Inhibitions
assays in Anwesenheit des R1 Peptids (Vergl.3.2.2.8) durchgefiihrt. Dieses er-
moglicht eine direkte Quantifizierung der Komplementationsfidhigkeit der ein-
zelnen AMA1-Mutanten. Im Gegensatz zu der bereits veroffentlichten S610A
Mutation, die zu einer iiber 80 %-verringerten Invasionsfahigkeit der Merozoi-
ten fithrt (Leykauf et al., 2010), zeigten die Mutanten AMAlgsssaTY1 und
AMA1s500ATY1 keine signifikant (und AMATIge04TY1 nur eine um 20 %) ver-
ringerte Invasion. Die Doppelmutante AMAlgsgsa /g5004TY1 und die Tripelmu-
tante AMAlgsgsa/ss00a/s601a TY 1 wiesen jedoch eine um 20 %-, beziehungsweise
um 40 %-verringerte Invasionsfahigkeit auf. Der Austausch der Serine mit As-
partaten (AMAIgsssp/sso0n/s6010 TY 1) fiihrte zu einer fast vollstdndigen Rekon-
stitution der Komplementationféhigkeit von AMA1 (Abb.16).
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Abb. 16: Invasions-Komplemetationsassay der Mutanten von S588, S590 und
S601. In A fiir AMAlsg,ggA—TYl, AMA13590A—TY1, AMAlSGOlA—TYl, AMAlsﬁloA—TYl, SO-
wie fiir die Doppelmutante AMAlgsgsa /s5904-TY 1. Fiir die Inhibierung von 3D7-AMA1 wur-
den 100mg/ml R1 Peptid eingesetzt. Parentale 3D7 dienen als R1 Inhibitionskontrolle und
AMA1g,-TY1 als Komplementationskontrolle. B zeigt die Komplementationsassays der Kon-
strukte AMA18588A/S590A/S601A'TY1 und AMA18588D/S590D/S601D_TY1' Die Versuche wurden
jeweils in Triplets in drei unabhéngigen Experimenten durchgefiihrt. Dargestellt ist der Durch-
schnittswert mit der Standardabweichung.

4.2 Untersuchung von T612 und T613

Auch die beiden Threonine in der CPD von AMA1 an den Positionen 612 und
613 wurden in massenspektrometrischen Untersuchungen als Phosphoakzeptor-
stellen ermittelt (Treeck et al. (2011); Gilson&Crabb nicht veroffentlicht).

4.2.1 Phanotypisierung der Mutanten T612A und T613A in
vivo

Zunéchst sollte untersucht werden, ob die Threonine T612 und T613 fiir die
Invasionsfidhigkeit des Parasiten von Bedeutung sind. Die entsprechenden Mu-
tationskontrukte AMAIlqg12 und AMA1lqg3 wurden in den Transfektionsvek-
tor pARL-TY1 kloniert und in 3D7 Parasiten transfiziert. Die Expression der
Transgene wurde mittels Western Blot-Analysen verifiziert (Abb.17A) und ihre

Komplemetationseffizienz in Invasionsassays untersucht. Beide Substitutionen
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(T612A und T613A) zeigten im Vergleich zu AMAlwrTY1 eine 40 %ige re-
spektive ein 70 %ige Reduktion in ihrer Komplementationsfahigkeit und haben
somit eine funktionell signifikante Auswirkungen auf die Invasionsfahigkeit der
Parasiten (Abb.17B).
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Abb. 17: ,,Loss of Function* Mutanten AMA1rgi2a und AMA1rg13a. A. Expressi-
on von AMA1 T612 und T613 Varianten in P. falciparum. 3D7 Wildtyp-Parasiten wurden als
Kontrolle eingesetzt. Die obere Bande (etwa 85 kDa) entspricht dem nicht prozessierten, die
unter Bande (etwa 68 kDa) dem prozessierten AMA1 + TY1 Epitop. Anti-PfBiP wurde als La-
dekontrolle verwendet B. Komplementationsassay fiir AMA1rg104TY1 und AMAI1g134TY1.
Fiir die Inhibierung von 3D7-AMA1 wurde 100mg/ml R1 Peptid eingesetzt. Parentale 3D7
sowie AMAlg6104TY1 dienen als R1 Inhibitionskontrolle und AMA1g,;-TY1 als Komplemen-
tationskontrolle. Die Versuche wurden jeweils in Triplets und in 3 unabhangigen Experimenten
durchgefiihrt. Dargestellt ist der Durchschnittswert mit der Standardabweichung.

4.2.2 Die Phosphorylierung von T613

Die Mutation von T613 zu Alanin fithrt zu einer starken Beeintrachtigung der
Invasionsfidhigkeit des Parasiten, was phanotypisch vergleichbar mit S610A ist.
Aufgrund der Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchungen liegt es
nahe, dass T613 ebenso wie S610 phosphoryliert wird. Um dies genauer zu un-
tersuchen wurden die rekombinanten GST Fusionsproteine GST-AMA 11413 und
GST-AMATlg610/71613 hergestellt. Die rekombinanten AMA1 Varianten wurden

in einem radioaktiven Phosphorylierungsassay eingesetzt. AMAlgg10/71613 konnte
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Abb. 18: Expression und Phosphorylierung von GST-AMA1lrgi3-
Fusionsproteinen. A: Western Blot der aufgereinigten Proteine GST-AMAIlrg;3 und
GST-AMAlg610/71613 mit Hilfe eines anti-GST Antikorpers. Die 33 kDa Protein-Bande im
Comassie und im Western Blot entspricht dem theoretischen MW von 32,9 kDa. B: Die re-
kombinanten AMAlrg;3 und AMAlgg10/7613 Wurden mit Parasitenlysat und B2 P_markierten
ATP und in Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (-) von cAMP inkubiert. Anschliefend
wurde die GST Doméne durch einen Thrombin-Verdau abgespalten. Rekombinante Proteine
wurden mit Hilfe eines SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coomassie sichtbar gemacht. Die
kovalente Bindung von 32/P-markierten Phosphatgruppen wurde durch die Verwendung des
Phosphoimager FLA7000 (Fuji) dargestellt.

durch Parasitenlysat phosphoryliert werden, wohingegen AMA 11413 keine Phos-
phorylierung durch Parasitenlysat zeigte (Abb.18, B).

4.2.3 T613 Phosphorylierung in Abhangigkeit der S610
Phosphorylierung

Die Aminosaure-Substitutionen S610A und T613A fithren beide zu einem Funk-
tionsverlust von AMAT1, wobei GST-AMAlgg19 in vitro phosphoryliert wird,
GST-AMA17g13 jedoch nicht. Dies konnte dadurch erklart werden, dass T613
erst nach der initialen Serin 610-Phosphorylierung als Phosphoakzeptor zur Ver-
fiigung steht. Um dieses putative S610/PKA-abhéngie ,phospho-priming® zu
untersuchen, wurde GST-AMAlgg10/1613 mit rekombinanter Maus PKA in vi-
tro vorphosphoryliert. Nachdem ein weiterer Inkubationsschritt mit PKA keine
weitere Phosphorylierung mehr zeigte, konnte davon ausgegangen werden, dass
S610 vollstandig phosphoryliert vorlag.

Das PKA-vorphosphorylierte GST-AMA1gg10/1613 Wurde dann mit Parasitenly-
sat inkubiert und die dadurch bewirkte Phosphorylierung von GST-AMA1g610/7613,
die nun S610/PKA-unabhéngig sein sollte, im radioaktiven Assay dargestellt.
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PKA-phosphoryliertes GST-AMA1g610/7613 wird durch Parasitenlysat weiter phos-
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Abb. 19: Die S610 Phosphorylierung ist ein ,,Priming*“-Schritt fiir die T613 Phos-
phorylierung. Aufgereinigte AMA1-GST-Fusionsproteine wurden mit PKA inkubiert. An-
schlieBend wurden die Proteine entweder mit Parasitenlysat oder PKA und 32/ P-markierten
ATP inkubiert. AMAlwr und AMA1py dienten als Positiv- und Negativkontrolle. Anschlie-
Bend wurde die GST Doméne durch einen Thrombin-Verdau abgespalten. Rekombinante Pro-
teine wurden mit Hilfe eines SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coomassie sichtbar gemacht.
Die kovalente Bindung von [2/P-markierten Phosphatgruppen wurde durch die Verwendung
des Phosphoimager FLA7000 (Fuji) dargestellt.

phoryliert, was darauf hindeutet, dass die Phosphorylierung von S610 die Vor-

aussetzung fiir eine T613-Phosphorylierung ist.

4.3 T613-Phosphorylierung und die Glykogen
Synthase Kinase 3

Die Sequenz der CPD von AMA1 wurde auf Erkennungssequenzen putativer
Kinasen hin untersucht. NetphosK (http:// www.cbs.dtu.dk /services/NetPhosK /)
ist ein Programm, das die Wahrscheinlichkeit von Phosphorylierungsstellen in ei-
ner Aminosduresequenz ermittelt, sowie putative Kinasen vorhersagt. Fiir T613
in der AMA Sequenz werden zwei Kinasen mit einem Wahrscheinlichkeits-score
von 0,5 und 0,54 angegeben: p38MAPK und die Glykogen Synthase Kinase 3
(GSK3). Als verantwortliche Kinase fiir eine mogliche T612 Phosphorylierung
wird die Protein Kinase C (PKC) genannt (Abb.20), welche jedoch bisher nicht
im Plasmodien-Kinom nachgewiesen werden konnte (Ward et al., 2004). Die p38
»Mitogen-Activated Protein Kinase“ (p38MAPK) ist an Signalwegen beteiligt,
welche die Weiterleitung von apoptotischen Signalen in malignen Zellen vermit-

teln. Ein Homolog dieser Kinase ist im Genom von P. falciparum bisher nicht
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B:EGFR [K:CKI A:PKA  QPKC  Xp38MAPK X.GSK3 §:scr
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Abb. 20: NetPhos-Vorhersage putativer Phosphorylierungsstellen und verant-
wortlicher Enzyme. Die Aminosduresequenz der CPD von AMA1 wurde durch die Inter-
netplattform ,NetPhosK* (http:// www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/) auf putative Phos-
phorylierungsstellen und dafiir verantwortlichen Kinasen untersucht.

identifiziert wurden (Dorin-Semblat et al., 2007; Ward et al., 2004), so dass sich
GSK3 als viel versprechender Kandidat fiir die T613 Phosphorylierung darstellt.

4.3.1 Expression und Lokalisation von GSK3 in P. falciparum
Blutstadien

Die GSK3 liegt in humanen Zellen zytosolisch vor. Zur Lokalisation von PfGSK3
im Parasiten wurde das endogene Protein mit GFP fusioniert. Dies wurde durch
homologe Rekombination im 3’-Bereich des gsk3-Gens erreicht. Das transfizierte
Plasmid (pARL-3’-gsk3-GFP) enthéilt 854 Basenpaare des 3’-Endes des gsk3-
Gens, sowie gfp. Dieser offene Leserahmen des Plasmids wird nicht durch einen
Promotor reguliert und besitzt auch kein Start-Kodon (Abb.21 A). Die Inte-
gration des Plasmids und die Expression von PfGSK3-GFP wurden mit Hilfe
von Western Blot-Analysen bestatigt (Abb.21 B). PfGSK3-GFP stellt sich, wie
sein humanes Homolog, in Epifluoreszenz- (Abb.21 C) und Konfokalaufnahmen
(Abb.21 D) zytosolisch dar.

4.3.2 In vitro Phosphorylierung von AMA1 durch GSK3

Die GSK3-abhingige Phosphorylierung von AMA1 wurde zunéchst mit rekom-
binanter, humaner GSK3 getestet. Die Inkubation von GSK3 mit der CPD von
AMA 1w fithrt zu einer Phosphorylierung des Proteins, wobei AMA1py; als Ne-
gativkontrolle nicht phosphoryliert wird (Abb.22 A). Ebenso phosphoryliert die
GSK3 AMA17¢3, jedoch weder AMAlgsss(Abb.22 B), noch AMAlrg2 (Abb.22

C), wobei ersteres auch nicht von Parasitenlysat phosphoryliert wurde (vergl.
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Abb. 21: Schematischen Darstellung des 3’-Replacement von gsk3, Integration,
Expression und Lokalisation. A: Das P. falciparum gsk3-Gen (PF3D7_0312400) umfasst
2324 Basenpaare mit sechs Introns. Etwa 850 Basenpaare des 3’-Endes des gsk3-Gens wurden
mit der kodierenden Sequenz von GFP fusioniert (schwarzer Pfeil) und in den pARL1(a)-
Vektor kloniert. Durch die humane Dihydrofolatreduktase (hDHFR grauer Pfeil) kann die
Kultur auf die Parasiten selektiert werden, welche das Plasmid aufgenommen haben. B: Die
Expression des GFP-Fusionsproteins wurde im Western Blot mit einem anti-GFP Antikor-
per nachgewiesen. Die Bande bei etwa 85 kDa entspricht der errechneten Grole des GFP-
Fusionsproteins (ca.80 kDa). Zelluldre Lokalisation von GSK3-GFP in C: Epifluoreszenz und
D: konfokaler Fluoreszenz. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefirbt. Balken: 2 pm
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Abb.13 B). Auch die CPDs von MTRAP, Eba-175 und Rh1' konnten nicht
durch GSK3 phosphoryliert werden, jedoch Eba-175 und Rh1 durch Parasiten-
lysat. Da hGSK3 durch den hGSK3-spezifischen Inhibitor SB-216763 (Coghlan
et al., 2000) gehemmt wird, wurde dieser in nachfolgenden Untersuchung einge-

setzt.

15 kDam—

10 kD@m=
15 KD Gmem

coomassie
10 KD @

Abb. 23: Inhibition der hGSK3-Phosphorylierung von AMA1gg;9,/1613- SB-216763
inhibiert die Phosphorylierung von PKA-vorphosphoryliertem AMA1gg10/1613- PKA vorphos-
phoryliertes AMAlg610/1613 wurde mit 1 U mPKA oder 0,5 U hGSK3 und in An- oder Ab-

wesenheit von 100 nM SB-216763 mit 32/ P-markiertem ATP inkubiert. AnschlieBend wurden
die GST-Doménen durch einen Thrombin-Verdau entfernt. Rekombinante Proteine wurden
mit Hilfe eines SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coomassie sichtbar gemacht. Die kovalente
Bindung von [*2/P-markierten Phosphatgruppen wurde durch die Verwendung des Phosphoi-
mager FLA7000 (Fuji) dargestellt.

Wie die Abb.23 zeigt, wird PKA-vorphosphoryliertes AMAgg19/T613 durch
GSK3, jedoch nicht durch eine erneute PKA-Inkubation phosphoryliert. Die
GSK3-Phosphorylierung kann wiederum durch den Inhibitor SB-216763 ge-
hemmt werden. Die inhibitorische Wirkung von 100 nM SB-216763 kann jedoch
nicht bei der Verwendung von Parasitenlysat erzielt werden. In diesem Versuch
wurde PKA-vorphosphoryliertes AMAgg10/1613 auch in Anwesenheit des Inhibi-
tors phosphoryliert (Abb.24 B). Ebenso zeigte der Inhibitor keine Auswirkungen
auf eine in vivo-Parasitenkultur (Abb.24 A).

1 zur Verfiigung gestellt von K. Engelberg
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Abb. 22: hGSK3 Phosphorylierung von AMA1. Phosphorylierung mit hGSK3 in An-
wesenheit von 32 P markiertem ATP von A: AMAlwr und AMAlpy, B: AMAlgsgs und
AMA1lrg13, sowie C: AMAlrg12 und AMA1l1g13. AMAlpy diente als Negativkontrolle. An-
schliefend wurden die GST-Doménen durch einen Thrombin-Verdau entfernt. D: Die rekom-
binant an GST fusionierten CPDs von MTRAP, Eba-175 und Rhl wurden entweder mit
Parasitenlysat, oder mit hGSK3 in Anwesenheit von 132/ P markiertem ATP inkubiert. GST
diente als Negativkontrolle. Rekombinante Proteine wurden mit Hilfe eines SDS-PAGE auf-
getrennt und durch Coomassie sichtbar gemacht. Die kovalente Bindung von 32 P-markierten
Phosphatgruppen wurde durch die Verwendung des Phosphoimager FLA7000 (Fuji) darge-

stellt.
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Abb. 24: Auswirkungen von SB-216763 auf die in vitro-Phosphorylierung und auf
P. falciparum in vivo. A. PKA-vorphosphoryliertes AMAlgg10/7613 wurde mit 1 U mPKA
oder Parasitenlysat und in An- oder Abwesenheit von 100 nM SB-216763 mit [*2/P-markiertem
ATP inkubiert. Anschlieend wurden die GST-Doménen durch einen Thrombin-Verdau ent-
fernt. Rekombinante Proteine wurden mit Hilfe eines SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coo-
massie sichtbar gemacht. Die kovalente Bindung von [32/P-markierten Phosphatgruppen wurde
durch die Verwendung des Phosphoimager FLA7000 (Fuji) dargestellt. B. Proliferationsassay
von P. falciparum. Synchrone Trophozoitenkulturen wurden fiir 48 Stunden mit verschiede-
nen Konzentrationen SB-216763 inkubiert. DMSO wurde als Kontrolle verwendet. Angegeben
wurde die Reinvasion prozentual zur unbehandelten Kontrolle. Die Parasitdmie wurde per
FACS bestimmt und die Versuche in Triplets durchgefiihrt.
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Durch die einzigartige und prazise aufeinander abgestimmte Invasionsmaschine-
rie ist P. falciparum in der Lage, Erythrozyten in 30 Sekunden zu invadieren
(Treeck et al., 2009; Gilson & Crabb, 2009). Zwei wichtige Proteingruppen, die
diesen Prozess ermoglichen sind die Adhésine und die Invasine. Das bedeutends-
te Invasin ist AMA1 (Zuccala et al., 2012). Die in der vorliegenden Arbeit un-
tersuchte Phosphorylierung der zytoplasmatischen Doméne von AMA1 beginnt
mit der cAMP-abhéngigen Phosphorylierung von S610 durch die PKA. Welches
Signal die cAMP Synthese durch Adenylat Zyklasen (AC) und somit die Phos-
phorylierung von AMA1 aktiviert, ist noch nicht eindeutig geklart (Cowman
et al., 2012). ACs werden iiber die Phospholipase C und den ,second Mes-
senger® Kalzium aktiviert (siehe unten). Die grundlegenden Mechanismen und
insbesondere die Rolle von Kalzium bei der Sekretion der apikalen Organellen
wurde vor allem bei T. gondii intensiv erforscht (Moreno et al., 2011; Louri-
do et al., 2012). So zeigten Lovett & Sibley (2003) dass T. gondii-Tachyzoiten
wahrend des , glidings“ ein hohes Level an zytosolischem Ca?t aufweisen, das
wieder sinkt, wenn der Parasit sich an die Wirtszelle heftet. Ein kiinstlich in-
duzierter Anstieg des zytosolischen Ca?"-Levels fiihrte zur Translokation des
Mikronemenproteins ,MIC2“ an die Oberfliche von Tachyzoiten (Carruthers &
Sibley, 1999). Es stellte sich heraus, dass dieser Ca?*-Anstieg im Zusammenhang
mit einem Anstieg von zytosolischem Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) steht, das
durch die Phospholipase C (PLC) synthetisiert wird (Lovett et al., 2002). 1P
bindet an IP3-Rezeptoren am ER, dem Hauptspeicher fiir intrazellulares Kalzi-
um, wodurch dieses freigesetzt wird (Moreno et al., 2011). Die Prasenz von IP3-
Rezeptoren bei T. gondii wird zwar vermutet, konnte jedoch bisher noch nicht

experimentell nachgewiesen werden. Weitere Untersuchungen zeigten, dass die



5 Diskussion

PLC bei freien Tachyzoiten durch niedrige Kalium-Konzentrationen aktiviert
werden kann (Moudy et al., 2001), was jedoch vor kurzem in Frage gestellt wur-
de (Pillai et al., 2013). Die Rolle von Ca? als essentieller ,,second messenger* fiir
die Ausschiittung der apikalen Organellen und fiir die erfolgreiche der Invasion
ist hingegen unstrittig. So konnten Untersuchungen bei P. falciparum zeigen,
dass Ca?t wie bei T. gondii eine entscheidende Rolle bei der Ausschiittung
der apikalen Organellen und bei der Invasion spielt (Singh et al., 2010; Holder
et al., 2012). Auch beim Malariaparasiten spaltet die PLC Phosphatidylinositol-
4,5-bis-Phosphat (PIP;) zu Diazylglyzerol und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3).
Durch den resultierenden, IPs-vermittelten Ca?*-Ausstrom aus dem ER werden
unter anderem die Ca?*-abhingige Proteinkinase 1 (CDPK1) (Green et al.,
2008) und die CDPK5 (Dvorin et al., 2010) aktiviert. CDPK1 phosphoryliert
das ,,myosin tail domain interacting protein“ MTIP und das ,,glidosome asso-
ciated protein® GAP45 (Green et al., 2008). Beide sind wichtige Bestandteile
des Motorkomplexes, des essentiell fir die Invasion des Parasiten in die Wirts-
zelle ist (Baum et al., 2006). Durch den Anstieg des zytosolischen Ca?* wird
das Mikronemenprotein EBA-175 auf die Oberfliche des Merozoiten sekretiert.
Es konnte gezeigt werden, dass die Bindung von EBA-175 an Glykophorin A
(GPA) die Riickfiihrung von Ca®" in das ER Lumen reguliert. Dies stimuliert
tiber einen noch unbekannten Signalweg die Ausschiittung der Rhoptrien (Singh
et al., 2010).

Die wichtige Rolle der PKA-vermittelten Phosphorylierung der CPD von AMA1
fiir die Invasion wurde bereits in der Einleitung genauer beschrieben. Die Ak-
tivierung der PKA durch cAMP steht mit dem zytosolischen Ca?"-Anstieg in
freien Merozoiten in Verbindung. Die PKA, eine Serin/Threonin-Kinase, be-
steht in der Regel aus zwei regulatorischen beta- und zwei katalytischen alpha-
Untereinheiten, im Falle von P. falciparum jedoch scheinbar nur aus jeweils
einer Untereinheit (Haste et al., 2012). Sie liegt in Abwesenheit von cAMP als
Heteromer vor. Die PKAr hat eine hohe Affinitat zu 3’-5'zyklischem Adeno-
sinmonophosphat (cAMP). Zwei cAMP Molekiile binden an eine Untereinheit,
wodurch die PKAc dissoziiert und aktiv vorliegt. cAMP wird durch Adenylat-
Zyklasen (ACs) aus ATP synthetisiert. Das Genom von P. falciparum kodiert fiir
2 ACs, PfACx und PfACf. Die Expression der PFACa ist im asexuellen Stadium

sehr niedrig und es wird vermutet, dass sie eine Funktion in der Gametogenese
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hat (Read & Mikkelsen, 1991). Die PfACB wiederum zeigt ein Expressions-
maximum im spaten Schizontenstadium (Le Roch et al., 2003), weswegen sie
mit hoher Wahrscheinlichkeit fiir die cAMP-Synthese bei der PKA-Aktivierung
wahrend der Invasion verantwortlich ist. Eine kiirzlich verdffentlichte Studie von
Lasonder et al. (2012) untersuchte das Phosphoproteom von P. falciparum. 425
Proteine weisen demnach ein PKA-Phosphorylierungsmotif auf (Lasonder et al.,
2012), wobei neben AMAT1 noch weitere Invasionsrelevante Proteine wie MTIP,
GAP45 und die CDPK1 durch die PKA phosphoryliert werden. Diese Daten un-
terstreichen die herausragende Stellung von cAMP und PKA fiir die Invasion.
Adenylat-Zyklasen spielen bei der PKA-Regulation eine besondere Rolle. Myco-
bacterium tuberculosis exprimiert beispielsweise 16 verschiedene Isoformen der
Adenylat Zyklase, die zytosolisch, membranassoziiert oder als integrale Mem-
branproteine vorliegen (McDonough & Rodriguez, 2012). 10 Effektorproteine
steuern die differenzielle Aktivitdt von mehr als 100 Genen. Im Gegensatz dazu
kodiert das Genom von P. falciparum nur fiir zwei AC-Isoformen und fir PKA
als scheinbar einziges Effektorprotein (Baker, 2011; McDonough & Rodriguez,
2012). Die Reduktion dieses Signalweges im Parasiten kénnte ein Hinweis darauf

sein, dass sich noch weitere Regulations-Mechanismen entwickelt haben.

5.1 Bedeutung der AMA1-Phosphorylierung fiir

die Invasion

Die Phosphorylierung von Serin 610 in der CPD von AMA1 ist von entscheiden
Bedeutung fiir die Funktion des Proteins und die Invasion des Parasiten (Treeck
et al., 2009; Leykauf et al., 2010). Nachfolgende Untersuchungen identifizierten
weitere Phosohorylierungstellen in der CPD (Treeck et al., 2011; Solyakov et al.,
2011; Lasonder et al., 2012) und Ziel dieser Arbeit war es, diese funktionell zu un-
tersuchen. Es wurden insgesamt 5 weitere Phosphorylierungsstellen untersucht:
S588, 5590, S601, T612 und T613 (Abb.6). Die einzelnen Mutationen der Serine
5588, S590 und S601 bei AMA1 zeigte keine Auswirkung auf die Invasionsféahig-
keit der Parasiten (Abb.16 A). Dies deutet auf eine funktionelle Redundanz hin.
Interessanterweise zeigte die gleichzeitige Mutation aller drei Serine zu Alanin
eine Auswirkung auf den Phénotyp (geringere Komplementationsfahigkeit), die

jedoch durch die Substitution mit Asparaginsdure wieder auf Wildtyp-Niveau
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angehoben werden konnte (Abb.16 B). So scheint die Phosphorylierung diese
Aminosauren eine eher untergeordnete, synergistische Funktion zu haben. Dies
ist umso erstaunlicher, da das S588/S590 Fragment das mit Abstand am héufigs-
ten detektierte Phosphopeptid ist (Solyakov et al., 2011; Lasonder et al., 2012).
Moéglicherweise besitzen diese Aminosauren aber eine regulatorische Aufgabe bei
der funktionellen Steuerung von AMAT1 in Sporozoiten. Auch dort scheint AMA1
eine wichtige Rolle bei der Invasion zu spielen (Silvie et al., 2004). Denkbar wire,
dass die S588/S590-Phosphorylierung das Ligandenspektrum von AMA1 bei der
Hepatozyten-Invasion modifiziert, indem sie zu einer Strukturveranderung der
extrazelluliren Doméne fithrt (Johnson & Lewis, 2001; Valbuena et al., 2006).
Die Abhéangigkeit der S590-in wvitro-Phosphorylierung von Kalzium deutet auf
die Funktion die Ca*"-abhéingigen Proteinkinasen (CDPKs) hin (vergl.2.2.3).
Ein moglicher Kandidat fiir die S590 Phosphorylierung ist die CDPK1. In vitro
Experimente konnten bereits zeigen, dass die CDPK1 in der Lage ist die CPD
von AMA1 zu phosphorylieren (Blackman&Gilberger, unveroffentlicht).

Neben den Moglichkeiten einer synergistischen Funktion bei der Invasion von
Erythrozyten, oder der moglichen Funktion bei der Invasion von Hepatozyten,
konnte die Phosphorylierung dieser 3 Aminosiuren aber auch ohne physiolo-
gische Bedeutung sein. Dies scheint aber aufgrund der energetischen Anforde-
rungen eher unwahrscheinlich, da die Synthese von ATP Energie benétigt. Der
Einsatz von ATP fiir scheinbar funktionslose, metabolische Prozesse erscheint
aus evolutiver Sicht schwer nachvollziehbar. Die Phosphorylierung der zytoplas-
matischen Doméne eines anderen Adhesins, Rh2b, wurde vor Kurzem im Detail
untersucht (Engelberg et al., under revision). Obwohl dieses Protein in vivo an
nur einer Aminoséure phosphoryliert wird, zeigt die Mutation der Aminoséure
keinerlei phénotypische Auswirkung. Dies steht im Gegensatz zu den Mutatio-
nen der Threonine T612 und T613 im AMA1, die zu einer 40 %igen bzw 70
%igen Invasions-Inhibition fiihren (Abb.17).

5.2 Zwei-Stufen-Regulation der AMA1-Funktion
durch ,,phospho-priming*

Die funktionelle Inaktivierung von AMA1 durch die T613A-Mutation ist ver-
gleichbar mit der S610A-Mutation und kann durch die fehlende Phosphatgrup-
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pe erklart werden. Interessanterweise ist die T613-Phosphorylierung in wvitro
erst nach einer initialen PKA-vermittelten S610-Phosphorylierung nachweisbar
(Abb.19). Ein mogliches Modell, das die pS610-abhéngige Phosphorylierung von
T613 erkldren konnte, ist das sogenannte ,,phospho priming* (Koivomaegi et al.,
2011; Ma & Poon, 2011; Belov & Mohammadi, 2012). Hierbei ist die phospho-
rylierte Aminosaure selbst Teil der Substrat-Erkennungssequenz der Kinase. So
ist beispielsweise eine initiale Phosphorylierung der N-Acetyltransferase Ecol
bei Hefen durch die ,cyclin-dependent kinase 1¢ (Cdk1) essentiell fir die gere-
gelte Abfolge von zwei weiteren Phosphorylierungen. Nur nach Cdk1-Phospho-
priming konnen die ,,cell division cycle 7 Kinase“ (Cdc7) und die ,,Meiosis and
centromere regulatory kinase 1¢ (Mckl) Ecol weiter phosphorylieren. Diese
Phosphorylierungs-Kaskade vermittelt die Degradation von Ecol (Lyons et al.,
2013). Auch die humane ,,Casein Kinase 1-a* (CK1-«), sowie die ,,Glykogen syn-
thase Kinase 3 (GSK3) erkennen phosphorylierte Aminoséuren in der Substrat-
Erkennungssequenz (Flotow et al., 1990; Dajani et al., 2001; Droucheau et al.,
2004).

5.3 Die Rolle von GSK3 bei der
T613-Phosphorylierung

Vor dem Hintergrund der hier beschriebenen Ergebnisse scheint die Amino-
sdure T613 und ihre Phosphorylierung neben der cAMP-abhéingigen, PKA-
katalysierten S610-Phosphorylierung ein weiterer, entscheidender Kontrollpunkt
fiir die Funktionsfahigkeit von AMA1 bei der Invasion zu sein. Die verantwort-
liche Kinase konnte damit einen interessanten Interventionspunkt darstellen, da
die spezifische Inhibition dieses Parasiten-Enzyms zu einem drastischen Verlust
der Invasionsfdhigkeit der Parasiten fiihren wiirde. Die Umgebung von T613
in der CPD von AMA1 weist Erkennungssequenzen fiir eine Phosphorylierung
durch die p38MAP-Kinase, oder durch die GSK3 auf (Abb.20). Da weder die
p38MAP-Kinase, noch ein Homolog bei P. falciparum nachgewiesen werden
konnte (Ward et al., 2004; Miranda-Saavedra et al., 2012), wurde eine mégliche
Funktion der GSK3 fiir die T613-AMA1-Phosphorylierung genauer untersucht
(4.3.2). P. falciparum besitzt 2 GSK3-Homologe. Das eine, MAL13P1.84 er-
scheint spezifisch fir Haemosporidia (Miranda-Saavedra et al., 2012). PFC0525¢
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(PfGSK3) ist das plasmodiale GSK3 Homolog zur GSK3 bei Metazoa (Drou-
cheau et al., 2004; Ward et al., 2004; Miranda-Saavedra et al., 2012). Im Ge-
gensatz zu MAL13P1.84, das nicht im intraerythrozytaren Stadiun exprimiert
wird, sind die Transkripte der PfGSK3 in der gesamten intraerythrozytaren Pha-
se nachweisbar, mit einem leichten Anstieg im spéten Schizonten (Abb.21) (Le
Roch et al., 2003). Solyakov et al. (2011) konnten dartiber hinaus nachweisen,
dass PfGSK3 fiir den asexuellen Zyklus des Parasiten essentiell ist. Die humane
GSKS3 liegt in zwei Isoformen (GSK3o« und GSK3f) vor, die in ihrer Kinasedo-
méne zu 98 % identisch sind, jedoch in der N- und C-terminalen Doméne signifi-
kante Unterschiede aufweisen (Shaw et al., 1998; Force & Woodgett, 2009). Die
Funktionen der humanen GSK3f3 sind vielfaltig. Sie reguliert unter anderem die
Zellwanderung durch Phosphorylierung mehrerer Mikrotubuli-assoziierter Pro-
teine und sie phosphoryliert 3-Catenin im Wnt-Signaltransduktionsweg (Wang
et al., 2010; Kumar et al., 2009; Hur & Zhou, 2010). Wie bereits angespro-
chen ist eine phosphorylierte Aminosiure Bestandteil der Erkennungssequenz
der humanen GSK3 (Dajani et al., 2001). Diese Besonderheit wird durch ih-
re Tertidarstruktur ermoglicht. Die Aminosduren Arg96, Argl80, Lys205 und
Val214 der hGSK3f3 bilden eine positiv geladene Tasche, die die Bindung mit
einem negativ geladenen Phosphatrest einer phosphorylierten Aminosaure be-
giinstigt (Dajani et al., 2001; Droucheau et al., 2004). Dieser Bereich ist bei
der plasmodialen GSK3 vollstandig konserviert (Argll9, Arg205, Ly230 und
Val239). Jedoch konnte gezeigt werden, dass hGSK3[ ebenso unphosphorylier-
te Substrate erkennt (Abb.22) (Frame et al., 2001; Dajani et al., 2001).

Droucheau et al. (2004) lokalisierten das plasmodiale Enzym mit Hilfe von po-
lyklonalen Antikorpern nahezu ausschliefilich (bis auf einen schwachen zytoso-
lischen Pool) in den ,Mauer’s Clefts®, vesikuliare Strukturen im Zytosol des
infizierten Erythrozyten. Diese Lokalisation steht im klaren Gegensatz zu der
hier gezeigten, zelluldren Verteilung, die ausschliefllich zytosolisch ist (Abb.21).
Gegen die verdffentlichte Lokalisation und fiir eine zytosolischen Lokalisation
spricht i) das Fehlen eines PEXEL Exportmotivs, was fiir eine Vielzahl von
exportierten Proteinen eine notwendige, N-terminale Exportsequenz darstellt
(Marti et al., 2005), ii) das Fehlen einer Transmembrandoméne, die im Zu-
sammenhang mit dem Export einiger PEXEL-negative exportierter Proteine
(PNEPs) steht (Spielmann & Gilberger, 2010) und iii) dass endogen-markiertes
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PfGKS3 zytosolisch im Parasiten vorliegt und es keinerlei Anzeichen fiir den
Export in das Zytosol der infizierten Wirtszelle gibt (Abb.21). Der hier gewéhl-
te experimentelle Ansatz, die Fusion von GFP an das 3’-Ende des gsk3-Gens,
bietet den Vorteil, dass a) durch die Fusion mit GFP keine Fixierung der Zelle
notwendig ist und damit Artefaktbildung minimiert wird und b) die GSK3-GFP
Expression vom endogenen Promotor gesteuert wird und dadurch eine Fehllo-
kalisation durch Uberexpression verhindert wird. Das gfp als Reportergen hat
keine negative Auswirkung auf den Export von Fusionsproteinen, wie eine Viel-
zahl von Studien belegen (Marti et al., 2005; Haase et al., 2009; Gruering et al.,
2011, 2012). Ein weiterer Datensatz unterstreicht die zytosolische Lokalisation
von PfGSK3: Die Kinase wurde als essentiell fiir den intraerythrozytaren Pa-
rasiten beschrieben (Ward et al., 2004; Solyakov et al., 2011). Wiirde die GFP
Lokalisation zu einer Fehllokalisation fithren, kann davon ausgegangen werden,
dass dieses Enzym nicht mehr seine Funktion erfiillen konnte. Deswegen kann
davon ausgegangen werden, dass PfGSK3, wie das humane Homolog (Takahashi
et al., 1994; Bijur & Jope, 2001) im zytosolisch ist. Die veréffentlichte , Mauer’s
Clefts“-Lokalisation kann z.B. durch eine Kreuzreaktivitat des verwendeten, po-
lyklonalen Antikérpers erklart werden. Auch kann eine Fehl-Lokalisation durch
die verwendete Fixierungsmethode nicht ausgeschlossen werden. Rekombinante,
humane GSK3 zeigt eine Spezifitéat fiir T613 und phosphoryliert weder S588 noch
T612 (Abb.22 B, C,). Eine vorherige Phosphorylierung von S610 scheint nicht
notwendig zu sein (Abb.22 A), wobei natiirlich der verwendete Assay nur sehr
limitiert die physiologischen Gegebenheiten in der Zelle widerspiegeln kann. So
wird z.B. die Substratspezifitdt der hGSK3 durch eine PKB-vermittelte Phos-
phorylierung von S9 moduliert. Die Phosphorylierung von S9 verhindert die
Substratbindung dadurch, dass es als Pseudosubstrat in der oben beschriebene
positive Tasche bindet (Fang et al., 2000; Frame et al., 2001). Obwohl S9 in
der PfGSK3 nicht konserviert ist, besitzt das plasmodiale Homolog einen ver-
langerten N-terminalen Bereich, der an der Regulierung der Aktivitdt und der
Substratbindung beteiligt sein kénnte (Droucheau et al., 2004). Eine weitere
Erklarung der hGSK3 Aktivitdt, die unabhédngig von einem phosphorylierten
Substrat war, konnte auch eine unphysiologische Konzentration der Kinase im
Assay sein, was zu unspezifischen Phosphorylierung fithren kann (Tan et al.,
2010). Die Aufreinigung und Charakterisierung der PfGSK3 in vivo ist Gegen-
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stand fortlaufender Untersuchungen.

Ein mogliches Zusammenspiel von PKA und GSK3 fiir die Aktivitdt von AMA1

wahrend der Invasion ist in Abb.25 dargestellt. Am Ende der Schizogonie (TO)

liegt AMA1 unphosphoryliert vor. Die katalytische Untereinheit der PKA (PKAc)
ist mit der membrangebundenen regulatorischen (PKAr) assoziiert. Durch ein

bisher unbekanntes Signal wird die Synthese von cAMP durch die Adenylat

Zyklase-f (ACP) stimuliert. AC kann entweder iiber gekoppelte, membran-

stindige G-Proteine oder iiber Ca?* und die Phospholipase C (PLC) aktiviert

werden. cAMP bindet an die regulatorische Untereinheit der PKA. Diese Bin-

TO | | |

T
<

T2 | | | Q
(@)
N
o,
—+

T 3 | | {

Ta "

L —

Abb. 25: Modell der AMA1 Phosphorylierung und der méglichen Auswirkungen.
Schematische Darstellung der moglichen zeitlichen und rdumlichen Abfolge der AMA1 Phos-
phorylierung. TO: AMA1 liegt unphosphoryliert vor und die katalytische Untereinheit von
PKA ist mit der regulatorischen verbunden. T1: Nach einem Signal wird die Synthese von
cAMP durch die Adenylat-Zyklasef (ACR) aktiviert, wodurch die katalytische Untereinheit
von der regulatorischen dissoziiert. T2: PKA phosphoryliert Serin 610, was dazu fiihrt, dass
T3: T613 durch die GSK3 phosphoryliert werden kann. T4: Durch die T613 Phosphorylie-
rung ist AMA1 voll funktionsfahig. Als Folge kénnen entweder Effektor- oder Adapterproteine
binden und/oder eine weitere Konformationsinderung findet statt.
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dung bewirkt eine Konformationsanderung, die fiir die Dissoziation von PKAr
und PKAc und damit fir die Aktivierung der PKAc verantwortlich ist, die dar-
aufhin AMA1 am Serin 610 phosphoryliert (T2). Die S610 Phosphorylierung
scheint eine wichtige Voraussetzung fiir die T613 Phosphorylierung zu sein und
konnte mit einer Strukturverdnderung der CPD zusammenhéngen, durch die
erst die GSK3 Bindungsstelle offen gelegt wird (T3). Nur durch die Phosphory-
lierung von S610 und T613 (+T612) ist AMA1 funktionsfihig (T4). Diese Ak-
tivierung konnte zum Beispiel durch eine Strukturdnderung der extrazellularen
Doméne und eine damit verbundene Regulation der AMA1-RON-Interaktion
erzielt werden. Eine Doppelphosphorylierung kénnte aber auch fiir die Interak-
tion der CPD mit anderen Effektorproteinen notwendig sein. Interessanterweise
gibt es zwei Populationen von AMA1 an der Oberfliche von freien Merozoiten.
Eine ist am apikalen Pol lokalisiert, die andere auf der gesamten Oberfliche
des Merozoiten. FRAP-Analysen zeigten, dass die periphere AMA1-Population
frei beweglich ist, die apikale Population jedoch als Komplex in der Membran
feststeckt (Treeck et al., 2009). Ob dies das Resultat eines unterschiedlichen
Phosphorylierungsmusters der CPD sein konnte, miissen Folgeuntersuchungen

zeigen.

5.4 Invasion und Inhibition der GSK3

Die spezifische Phosphorylierung von T613 in der CPD von AMA1 duch hGSK3
und die Anwesenheit einer GSK3-Substrat-Erkennungssequenz sind Indizien da-
fiir, dass diese Kinase an der AMA1-Phosphorylierung und ihrer Regulation
beteiligt ist. Eine spezifischen Inhibierung von GSK3 sollte damit drastischen
Auswirkungen auf die Proliferation des Parasiten haben. Deswegen wurde das
Arylindolemaleimid ,,SB-216763% in vitro und in vivo als spezifischer GSK3 In-
hibitor getestet. Dieser Inhibitor hemmt spezifisch die humane GSK3 durch
seine hohe Affinitat zur ATP-Bindungstasche (Inhibitionskonstante: 9,1 nM)
und der mittleren inhibitorischen Konzentration (ICsq) von 34,3 nM (Coghlan
et al., 2000). SB-216763 zeigte jedoch keine inhibierende Wirkung auf die AMA1
Phosphorylierung unter Verwendung von Parasitenlysat (Abb.24 A), obwohl er
schon in wesentlich geringeren Konzentration die hGSK3 vermittelte Phospho-

rylierung inhibiert (Abb.23). Interessanterweise ist der Inhibitor auch in der
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in vivo Parasitenkultur selbst in hohen Konzentrationen unwirksam (Abb.24
B). Ausgehend davon, dass es sich bei PfGSK3 um eine essentielle Kinase fir
das intraerythrozytare Wachstum der Parasiten handelt, kann vermutet wer-
den, dass strukturelle Unterschiede beispielsweise in der ATP-Bindedoméne die
Griinde fiir die Unwirksamkeit des Inhibitors sind. Vor Kurzem wurde eine
Plasmodium-spezifische GSK3 Inhibitorklasse (3,6-Diamino-4-(2-Halophenyl)-
2-Benzoylthieno[2,3-b|Pyridin-5-Carbonitrile) beschrieben (Fugel et al., 2013).
Dabei wurde die Wirkung von 10480 chemischen Stoffen auf die rekombinante
PfGSK3 in einem in vitro Kinaseassay untersucht. 18 von diesen Stoffen zeigten
eine tiber 50 %ige Inhibition der PIGSK3-Aktivitéit bei einer Konzentration von
10 uM. Diese wurden erneut auf ihre Spezifitat fiir die plasmodiale GSK3 im
Vergleich zur Kinase vom Schwein (Sus scrofa) getestet. Fiinf von dieses zeig-
ten eine verwandte Struktur, ein 3-Amino-4-arylthieno|[2,3-b]pyridin Motiv. Die
in diesem Ansatz beschriebene, Plasmodium-spezifische Inhibitorklasse konn-
te ein vielversprechendes Instrument, um die Bedeutung der PfGSK3 fiir die
AMAT1-Phosphorylierung und damit auch fiir die Invasion genauer zu untersu-
chen (Fugel et al., 2013).

Der Bereich um T613 in der CPD von AMAT1 entspricht nicht der klassische
GSK3-Phosphorylierungsstelle. Dort liegt die vor-phosphorylierte Aminoséure
in der +4 Position in Richtung C-Terminus zu der Phosphoakzeptorstelle (Da-
jani et al., 2001; Droucheau et al., 2004). Bei AMAT1 liegt das Serin 610 jedoch
drei Aminosauren N-terminal von Threonin 613. Moglicherweise kann aber die
negative Seitenkette der Glutaminsaure K618 dies kompensieren. Diese Ami-
nosaure ist in fast allen Plasmodium-Spezies, sowie bei T. gondii und Babesia
bovis konserviert. Treeck et al. (2009) zeigten, dass eine Deletion der letzten 5
Aminosauren von AMA1, zu denen ebenfalls E618 gehort zu einer drastischen
Reduktion der Invasionfahigkeit fithrt. Ob T612 phosphoryliert vorliegt und so-
mit einen Einfluss auf die Phosphorylierung von T613 durch die GSK3 hat, ist

nicht bekannt, jedoch Gegenstand weiterfithrender Untersuchungen.

Fazit
Phosphorylierung ist eine posttranslationale Modifikation, die in nahezu allen
biologischen Systemen essentiell ist. Die Funktionen der Phosphorylierung sind

vielfaltig und kleinste Fehlschaltungen in den Abldufen kénnen weitreichende
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Auswirkungen haben. Auch bei der Entwicklung neuer Therapiemoglichkeiten
gegen Malaria riicken Proteinkinasen immer weiter in den Vordergrund (Doerig

et al., 2010; Gamo et al., 2010; Zhang et al., 2012).

Diese Arbeit beschreibt erstmals T613 als funktionelle Phosphorylierungsstelle

in der zytoplasmatischen Doméne von AMA1, welche fiir die erfolgreiche Inva-
sion von P. falciparum essentiell ist.

Diese Phosphorylierung scheint abhéngig von einer initialen PKA-Phosphorylierung
zu ein. Eine Vielzahl von Indizien sprechen fiir die Involvierung von PfGSK3 als
verantwortliche Kinase fiir die T613 Phosphorylierung, wodurch erstmals ein

Ziel dieser anscheinend essentiellen Kinase identifiziert worden wére.
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( GST CCPDD

YKRKGNAEKYDKMDEPQDYGKSNSRNDEMLDPEASFWGEEKRASHT TPVLMEKPY! GST—AMA1WT
YKRKGNAEKYDKMDEPQDYGK N RNDEMLDPEA FWGEEKRA H  PVLMEKPYY| GST—AMA1PM
YKRKGNAEKYDKMDEPQDYGK - NSRNDEMLDPEASFWGEEKRASHTTPVLMEKPYY GST-AMA13588A
YKRKGNAEKYDKMDEPQDYGKSN - RNDEMLDPEASFWGEEKRASHTTPVLMEKPYY GST—AMA18590A
YKRKGNAEKYDKMDEPQDYGKSNSRNDEMLDPEA - FWGEEKRASHTTPVLMEKPYY! GST-AMA18601A
YKRKGNAEKYDKMDEPQDYGKSNSRNDEMLDPEASFWGEEKRA - HTTPVLMEKPYY GST-AMA1SG10A
YKRKGNAEKYDKMDEPQDYGKSNSRNDEMLDPEASFWGEEKRASH - TPVLMEKPYY GST—AMA1T612A
YKRKGNAEKYDKMDEPQDYGKSNSRNDEMLDPEASFWGEEKRASHT  PVLMEKPYY GST—AMA1T613A
YKRKGNAEKYDKMDEPQDYGKSN - RNDEMLDPEA - FWGEEKRA * H* PVLMEKPYY GST-/-\MA13588
GST-AMA1 oo,
GST-AMAT g4
GST-AMA1 .
GST-AMAT gy 7o
GST-AMAT g0 7615

Abb. 26: Schematische Darstellung der GST-Fusionsproteine fiir die in vitro Phos-
phorylierungsassays. Die CPD von P. falciparum 3D7-AMA1 mit einer GST-Doméne verse-
hen, in E-Coli exprimiert und anschliefend aufgereinigt. Mit den Oligonukleotiden aus Tab.2
wurden die verschiedenen Mutationskontrukte erstellt.
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Konstrukt
AMA1-CPD WT sense

AMA1 WT antisense

AMA1 STT610/612/613A antisense
AMA1 ST610/T613A antisense
AMA1 T612A antisense

AMA1 T613A antisense

AMA1 SSS588/590/601A OL
AMA1 SS588/601A OL

AMA1 SS590/601A OL

AMA1 S588A OL

AMA1 S590A OL

AMA1 SS588/590A OL

AMA1 S601A OL

Oligo 5’ zu 3’
CGCGGGATCCTATAAAAGAAAAGGAAATGCTGAAAAATAT
G
CGCGCTCGAGATAGTATGGTTTTTCCATCAGAACTGGTGT
TGTATGTGATGCTC
CGCGCTCGAGTTAATAGTATGGTTTTTCCATCAGAACTGG
TGCTGCATGTGCTGCTCTTTTTTCTTCCCC
CGCGCTCGAGATAGTATGGTTTTTCCATCAGAACTGGTGC
TGTATGTGCTGC
CGCGCTCGAGATAGTATGGTTTTTCCATCAGAACTGGTGT
TGCATGTGATGCTC
CGCGCTCGAGATAGTATGGTTTTTCCATCAGAACTGGTGC
TGTATGTGATGCTC
GATTATGGGAAAGCAAATGCAAGAAATGATGAAATGTTAG
ATCCTGAGGCAGCTTTTTGGGGGGAAG
GATTATGGGAAAGCAAATTCAAGAAATGATGAAATGTTAG
ATCCTGAGGCAGCTTTTTGGGGGGAAG
GATTATGGGAAATCAAATGCAAGAAATGATGAAATGTTAG
ATCCTGAGGCAGCTTTTTGGGGGGAAG
CCACAAGATTATGGGAAAGCAAATTCAAGAAATGATGAAA
TGTTAGATCC
CCACAAGATTATGGGAAATCAAATGCAAGAAATGATGAAA
TGTTAGATCC
CCACAAGATTATGGGAAAGCAAATGCAAGAAATGATGAAA
TGTTAGATCC
GATGAAATGTTAGATCCTGAGGCAGCTTTTTGGGGGGAA
GAAAAAAGAGC

Tab. 2: Aufstellung der Oligonukleotide fiir in vitro 3D7-Konstrukte welche in dieser
Arbeit verwendet wurden. Die antisense Oligonukleotide fiir die OL-PCR waren die jeweiligen
reversen komlementédr Sequenzen. Oligonukleotide am 3’ Ende des Konstrukts wurden mit
einer Xhol Restriktionsschnittstelle (Rot markiert) versehen und das Oligonukleotid am 5’
Ende mit einer BamHI Schnittstelle (Blau markiert).
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Konstrukt
AMA1 WT sense

AMA1 WT antisense

AMA1 STT610/612/613A antisense

AMA1 ST610/T613A antisense

AMA1 T612A antisense
AMA1 T613A antisense
AMA1 T612D antisense
AMA1 T613D antisense
AMA1 SSS588/590/601A OL
AMA1 SS588/601A OL
AMA1 SS590/601A OL
AMA1-S588A OL
AMA1-S590A OL
AMA1-SS588/590A OL
AMA1-S601A OL

AMA1 SSS588/590/601D OL

Oligo 5’ zu 3’
CGCGGGTACCATGAGAAAATTATACTGCGTATTATTATTGA
GCGCC
CGCGCCTAGGATAGTATGGTTTTTCCATCAGAACTGGTGT
TGTATGTGATGCTC
CGCGCCTAGGTTAATAGTATGGTTTTTCCATCAGAACTGG
TGCTGCATGTGCTGCTCTTTTTTCTTCCCC
CGCGCCTAGGATAGTATGGTTTTTCCATCAGAACTGGTGC
TGTATGTGCTGC
CGCGCCTAGGATAGTATGGTTTTTCCATCAGAACTGGTGT
TGCATGTGATGCTC
CGCGCCTAGGATAGTATGGTTTTTCCATCAGAACTGGTGC
TGTATGTGATGCTC
CGCGCCTAGGATAGTATGGTTTTTCCATCAGAACTGGTGT
ATCATGTGATGCTC
CGCGCCTAGGATAGTATGGTTTTTCCATCAGAACTGGATC
TGTATGTGATGCTC
GATTATGGGAAAGCAAATGCAAGAAATGATGAAATGTTAG
ATCCTGAGGCAGCTTTTTGGGGGGAAG
CATTATGGGAAAGCAAATTCAAGAAATGATGAAATGTTAG
ATCCTGAGGCAGCTTTTTGGGGGGAAG
CATTATGGGAAATCAAATGCAAGAAATGATGAAATGTTAG
ATCCTGAGGCAGCTTTTTGGGGGGAAG
CCACAACATTATGGGAAAGCAAATTCAAGAAATGATGAAA
TGTTAGATCC
CCACAACATTATGGGAAATCAAATGCAAGAAATGATGAAA
TGTTAGATCC
CCACAACATTATGGGAAAGCAAATGCAAGAAATGATGAAA
TGTTAGATCC
GATGAAATGTTAGATCCTGAGGCAGCTTTTTGGGGGGAAG
AAAAAAGAGC
CCACAACATTATGGGAAAGATAATGATAGAAATGATGAAAT
GTTAGATCCTGAGGCAGATTTTTGGGGGGAAG

Tab. 4: Aufstellung der Oligonukleotide fiir in vivo W2mef-Konstrukte welche in
dieser Arbeit verwendet wurden. Die antisene Oligonukleotide fiir die OL-PCR, waren die je-
weiligen reversen komlementéir Sequenzen. Oligonukleotide am 3’ Ende des Konstrukts wurden
mit einer Avrll Restriktionsschnittstelle (Rot markiert) versehen und das Oligonukleotid am
5’ Ende mit einer Kpnl Schnittstelle (Blau markiert).
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@B DI DI DIl WCCPDTID

YKRKGNAEKYDKMDEPQHYGKSNSRNDEMLDPEASFWGEEKRASHTTPVLMEKPYY

YKRKGNAEKYDKMDEPQHYGK - NSRNDEMLDPEASFWGEEKRASHTTPVLMEKPYY

YKRKGNAEKYDKMDEPQHYGKSN - RNDEMLDPEASFWGEEKRASHTTPVLMEKPYY

YKRKGNAEKYDKMDEPQHYGK - N - RNDEMLDPEASFWGEEKRASHTTPVLMEKPYY
YKRKGNAEKYDKMDEPQHYGKSNSRNDEMLDPEA - FWGEEKRASHTTPVLMEKPYY
YKRKGNAEKYDKMDEPQHYGK N RNDEMLDPEA  FWGEEKRASHTTPVLMEKPYY

YKRKGNAEKYDKMDEPQHYGK - N - RNDEMLDPEA - FWGEEKRASHTTPVLMEKPYY

YKRKGNAEKYDKMDEPQHYGKSNSRNDEMLDPEASFWGEEKRA - HTTPVLMEKPYY

AMA1, . TY

AMAT (oo TY

AMAT oo TY
AMATg5eensse0aT ¥

AMAT 0 aTY

AMA1 SSSBA/SSQOA/SGMATY

AMAT s sespisseopissotn | ¥
AMA1

S61 OATY
AMAT o TY
AMAT . TY
AMA1 $610/T61 2TY

AMA1 $610/T61 3TY

Abb. 27: Schematische Darstellung der zytoplasmatischen Doméne der AMA1
Mutanten. Die Konstrukte fiir die Aminsosduren S588, S590, S601, T612 und T613 wurden
als Einzelmutationen hergestellt und in Kombination miteinander. Alle Mutanten basieren

auf der Kodierenden Sequenz vom W2mef Isolat und besitzen ein C-Terminales TY1 Epitop
(hellrot). Der Wildtyp ,AMA1l-g,;“ dient als Positivkontrolle und ,,AMA1l-gg104“ als Nega-

tivkontrolle.
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