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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Malaria stellt fiir viele Liander der Welt eine ernste Gesundheitsbedrohung dar. Diese
Infektionskrankheit wird durch einzellige Parasiten der Gattung Plasmodium verursacht,
die von Anopheles-Miicken auf den Menschen iibertragen werden. Als direkte Folge der
Infektion mit dem todlichsten Malariaerreger Plasmodium falciparum sterben jahrlich
435000 Menschen, insbesondere Kinder unter fiinf Jahren. Bis heute steht kein effektiver
Impfstoff zur Verfiigung und weltweit treten Resistenzen gegen alle geldufigen Substanzen

zur Malariabekdmpfung auf.

Alle Symptome der Malariaerkrankung resultieren aus der exponentiellen, asexuellen
Vermehrung des Parasiten im Blut. Unter anderem wihrend dieser Blutphase der
Infektion kommt dem Inneren Membrankomplex (IMC) eine herausragende Rolle
wihrend der Invasion in die roten Blutzellen, der Segregation der Tochtermerozoiten und
der Gametozytogenese zu. Der IMC besteht aus einer mit dem Zytoskelett assoziierten
Doppelmembranstruktur unterhalb der Plasmamembran der Merozoiten. Dieses zelluldre
Alleinstellungsmerkmal findet man lediglich bei Einzellern des phylogenetischen
Stammes der Alveolata, zu denen neben den Apikomplexa auch die Dinoflagellata und
Ciliophora zidhlen. In Plasmodien sind ca. 35 IMC-Proteine identifiziert und z. T.
charakterisiert. Einige spezifische Proteine definieren hierbei einen distinkten Bereich
innerhalb des IMC — den Basalkomplex. Diese dynamische Ringstruktur ist essentiell fiir
die Biogenese der Tochterzellen. Die Bedeutung dieser Struktur steht allerdings im klaren

Gegensatz zur begrenzten Kenntnis die wir iiber sie besitzen.

Zur Identifizierung neuer Basalkomplex-Proteine wurde eine induzierbare proximity-
dependent biotin identification-Methode (DIQ-BioID) angewendet. Hierbei vermittelt ein
FKBP-FRB-Heterodimerisierungsystem die Lokalisation der Ligase BirA* am
Basalkomplex-Markerprotein Morn1t und ermdoglich damit die Biotinylierung
benachbarter Interaktionspartner, die dann aufgereinigt und mit Hilfe der
Massenspektrometrie bestimmt wurden.

Dabei wurden als potentielle Basalkomplex-Kandidaten ein bislang uncharakterisiertes
Protein (PF3D7_1019100), eine HAD-Protein (PF3D7_1118400), MyoJ sowie u. a.
Vertreter der Kinesin-Familie identifiziert. Im Anschluss wurden fiinf Vertreter der
Kinesine in P. falciparum charakterisiert. Kolokalisations-Studien zeigen, dass die
Kinesine 5 und 8.2 im Mikrotubuli-organisierendem Zentrum (MTOC) lokalisieren.

Mislokalisation der individuellen Kinesine in den Kern, bzw. an die Plasmamembran hat
II
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keinen Einfluss auf die Proliferation der Parasiten bzw. auf die Ausbildung des IMC. Dies

deutet auf ihre redundante Funktion unter den gewihlten Versuchsbedingungen hin.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Analyse des Abbaus des IMC nach erfolgreicher
Invasion in die rote Blutzelle initiiert. Hierbei ergab eine proteinbiochemische Analyse,
dass der Abbau der IMC-Proteine wahrscheinlich iiber das Ubiquitin-Proteasom-System
erfolgt.

Die Visualisierung der GFP-markierten IMC-Proteine in vivo nach Zusammenbruch der
Doppelmembran, zeigt eine unterschiedliche Lokalisation der Proteine, bzw.
Proteinfragmente abhingig von ihrem Membranassoziationsmechanismus im IMC.
Hochaufl6sende FIB-SEM-Mikroskopie zur Darstellung der IMC-Membranen in 3D
verdeutlicht, dass der IMC innerhalb von weniger als 15 Minuten nach erfolgreicher
Invasion in die rote Blutzelle nicht mehr unter der Plasmamembran nachweisbar ist und
sich der Abbau in P. falciparum grundlegend vom Abbau des IMC in verwandten

Organismen unterscheidet.
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Kapitel 1 Einleitung

1.1 Malaria - eine der weltweit bedeutendsten
Infektionskrankheiten

1.1.1 Epidemiologie

-In den tropischen und subtropischen Regionen ist die endemische Malaria
Hauptursache fiir Morbiditdt und Mortalitdt.“
C. Laveran (1845—-1922)

An dieser Aussage des franzosischen Arztes Charles Laveran, der 1880 als Erster den
Malariaerreger Plasmodium falciparum (P. falciparum; Welch, 1987) im menschlichen
Blut nachweisen konnte, hat sich bis heute kaum etwas gedndert. Die Halfte der
Weltbevolkerung ist einem stindigen Malaria-Infektionsrisiko ausgesetzt — hauptsichlich
in den Gebieten siidlich der Sahara sowie in Siidostasien, Lateinamerika und dem Nahen
Osten (WHO, 2018). Aktuell zahlt Malaria mit 219 Millionen Krankheitsfillen und ca.
435000 Malaria-bedingten Todesfdllen jahrlich zu einer der weltweit groBten
Gesundheitsbedrohungen (WHO, 2018). Hauptsidchlich betroffen von dieser parasitiaren
Infektionskrankheit sind Kinder unter fiinf, die ca. 70 % der Todesfille ausmachen, sowie

Schwangere und HIV-infizierte Patienten.

Malaria wird durch parasitire Einzeller der Gattung Plasmodium verursacht. Von den
mehr als 200 bekannten Arten sind bis heute fiinf Spezies als humanpathogen
beschrieben: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae und P. knowlesi (Singh et al.,
2004). Fir die Transmission der Plasmodien sind iiber 30 verschiedene Arten der
Anopheles-Miicke, dem Vektor und Endwirt des Parasiten, verantwortlich (Sinka et al.,
2011). Die geographischen Verbreitungsgebiete der Plasmodien sind auf unterschiedliche
Temperaturoptima zuriickzufiihren, die der Parasit fiir die Entwicklung in der Anopheles-
Miicke benétigt.

P. falciparum ist die am haufigsten auftretende Plasmodien-Spezies in Afrika (Roucher et
al.,, 2014) und fiir 98 % aller Todesfille verantwortlich. P. vivax hingegen zeigt eine
weitere Verbreitung und tritt auch in Gebieten mit milderen Temperaturen, haufig in

Asien, Ozeanien und Siid- und Zentralamerika, auf. Dort triagt P. vivax in erster Linie zur
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Morbiditéit bei (White, 2014). Die durch P. knowlesi verursachte Malaria ist lediglich in
Siidostasien verbreitet. Erst 2004 wurde bekannt, dass eine Ubertragung von ihrem
Hauptwirt, den Makaken-Affen, auch auf den Menschen erfolgt (Singh et al., 2004). In
Deutschland wird heute zunehmend die durch P. knowlesi verursachte Malaria bei
Reiseriickkehrern aus Siidostasien diagnostiziert (Froeschl et al., 2018).

P. ovale und P. malariae zeigen ein dhnliches Verbreitungsgebiet wie P. falciparum: in
Subsahara-Afrika, Siidostasien und der Westpazifik Region (Collins und Jeffery, 2005).
Aufgrund ihrer milden Krankheitsverlaufe sind sie jedoch von geringerer Bedeutung in
Forschung und Klinik. Insbesondere P. ovale grassierte bis Anfang des letzten
Jahrhunderts, neben anderen europidischen Lindern, auch in Deutschland. Zahlreiche
Faktoren fiihrten jedoch dazu, dass eine erfolgreiche Ubertragung des Parasiten nicht
mehr gewdhrleistet war. Dies zeigt, dass durch bestimmte MaBnahmen dem Parasiten
seine Lebensgrundlage genommen werden kann.

Erfreulicherweise sank innerhalb der letzten 16 Jahre auch die Zahl der endemischen
Lander auf dem afrikanischen Kontinent von 108 auf 91 (Health Organization, 2016). Des
Weiteren zeigen Studien, dass zwischen 2000 und 2015 die Anzahl der Malariafille in

Afrika um 40 % gesunken ist (Abb. 1, Bhatt et al., 2015).

PfPRz10in 2000

e 100%

PfPR:z10in 2015

o 100%

B 0% B 0%
Unstable Pf Unstable Pf

-transmission - transmission
Pffree Pffree

|:] Water mapIﬂ : Water

Abbildung 1: Abnahme der Gebiete mit einem Malaria-Transmissionsrisiko (2000—
2015) auf dem afrikanischen Kontinent (Bhatt et al., 2015).
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Diese Abnahme ist jedoch von groBen o6rtlichen und zeitlichen Schwankungen begleitet
(zusammengefasst in Nkumama et al., 2017) und die Vergangenheit zeigt, dass die
Herausforderung darin besteht, diese Fortschritte langfristig zu erhalten (Cohen et al.,
2012). Denn noch heute leben in vielen tropischen, ruralen Gebieten groBe Teile der
Bevolkerung unter einfachen Bedingungen, die den Schutz vor Miicken erschweren bzw.

die diesen menschennahen Lebensraum gewihren (Abb. 2).
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Abbildung 2: Ortl

iche Gegebenheiten im léindlichen Afrika (hier Fougamou, Gabun)
erleichtern eine Malariatransmission.

Links: Einfache Hiitten bieten kaum Schutz vor Insekten. Rechts: Wohnraumnahe Waschplatze
bieten Brutstatten fiir Miicken.

Eine Eindimmung der parasitdren Infektionskrankheit Malaria ist somit insbesondere
erstrebenswert, da sie in sich sowohl Ursache als auch Konsequenz fiir Armut und
Ungleichheit vereint und einen starken negativen Einfluss auf die sozioGkonomische

Entwicklung der betroffenen Lander nimmt (Sachs und Malaney, 2002).

1.1.2 Klinik und Pathophysiologie der Malaria

Bereits 500 v. Chr. erfolgte die erste Beschreibung der klinischen Symptome der Malaria
durch Hippokrates, jedoch ging man bis zur Beschreibung des Malariaerregers im Blut
durch Laveran von ,schlechter Luft“ als Ursache der Malaria aus (schlechte Luft — ital.
mal aria). Heute ist bekannt, dass alle klinischen Symptome der Malaria aus der
asexuellen Vermehrung des Parasiten im Blut des Wirtes resultieren. Hierbei bestimmt
die Malariaspezies Krankheitsbild und -verlauf.

Speziesabhingig sind Inkubationszeiten zwischen 10 und 14 Tagen (P. falciparum und P.
knowlesi) und mehreren Wochen (P. ovale, P. malariae und P. vivax) beschrieben. Wird
eine bestimmte Parasitimie im Blut des Patienten erreicht (ca. 100 Parasiten/ul Blut),
kommt es zur Ausbildung der Symptome: Im Prodromalstadium treten unspezifische,
grippedhnliche Symptome wie Kopf- und Gliederschmerzen, Schiittelfrost,
SchweiBausbriiche und Beschwerden des Magen-Darm-Traktes auf. Mit der Manifestation

der Krankheit setzen rezidivierende Fieberschiibe ein.
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P. falciparum verursacht die gefahrlichste Form der Malaria, die Malaria tropica. Hier
treten die Fieberschiibe unregelmifBig auf, wihrend sich die von P. vivax und P. ovale
verursachte Malaria tertiana durch Fieberschiibe auszeichnet, die im 48-Stunden-Zyklus
auftreten. Kommt es zu asynchronen Mehrfachinfektionen mit Plasmodien, kann das
typische Wechselfieber auch ausbleiben und in ein konstantes Fieber iibergehen
(Knobloch, 2003; White et al., 2014).

Das charakteristische hohe Fieber resultiert aus der gemeinsamen Freisetzung von
Parasiten und parasitiaren Toxinen (z. B. Himozoin und Glycosylphosphatidylinositol) aus
den Erythrozyten in das Blut. Diese binden an Rezeptoren von Zellen des Immunsystems
und induzieren die Bildung von pyrogenen Zytokinen wie z. B. TNF-a oder IL-1f.

Neben dem Fieber ist die Andmie ein weiteres charakteristisches Krankheitsbild der
Malaria. Sie beruht einerseits auf einer durch Zytokine bedingten Herabsetzung der
Erythropoese im Knochenmark, andererseits auf dem Platzen von Erythrozyten und dem
Abbau infizierter Erythrozyten in der Milz (Miller et al., 2002).

Die besondere Gefahr der Malaria tropica beruht auf der Rosettenbildung von infizierten
und nicht infizierten Erythrozyten sowie der Anheftung von infizierten Erythrozyten an
das Endothel der BlutgefidBe. Dieses Anheften basiert auf Proteinen der Parasiten, wie
beispielsweise PfEMP1 (Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1), die
auf die Plasmamembran von Erythrozyten sekretiert werden (Marti et al., 2005) und zu
Durchblutungsstorungen fiihren konnen. Die folgende Unterversorgung mit Sauerstoff
und Nihrstoffen wirkt sich besonders drastisch in sensiblen Geweben des Gehirns aus
(zerebrale Malaria) und kann iiber Koordinationsstorungen, Krampfe, Verwirrtheit und
Bewusstlosigkeit zum Koma des Patienten fiihren (Miller et al., 2002). Weitere
auftretende Komplikationen der Infektion mit P. falciparum sind unter anderem Azidose,
Milzruptur, Hypoglykdmie sowie Leber- und Nierenschiden. Bleiben die Symptome
unbehandelt, konnen die Komplikationen der Malaria tropica innerhalb weniger Tage
zum Tod fithren (Knobloch, 2003).

Die unspezifischen Symptome sowie das breite klinische Erscheinungsbild von leichten
asymptomatischen Infektionen iiber Fieberschiibe bis hin zur schweren, todlichen Malaria
stellen ein groBes Problem bei der Diagnose und Behandlung in endemischen und
insbesondere ruralen Gebieten Afrikas dar. Haufig werden alle fieberhaften Infekte als
Malaria behandelt, dies wiederum fordert die Ausbildung von Resistenzen gegen gelaufige

Malariamedikamente (Gosling et al., 2008).
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1.1.3 Kontrolle der Malaria

Vektorkontrolle

Zahlreiche Kontrollprogramme und Initiativen der letzten Jahrzehnte zeugen von dem
Versuch der Eliminierung bzw. Kontrolle der Malaria (z. B. Global Malaria Eradication
Programme (Lepes, 1974), United Nations Millennium Declaration (UN, 2000) usw.).
Ein erfolgreiches Werkzeug hierbei war in der Vergangenheit der Einsatz von Insektiziden
zur Eliminierung der Malaria-iibertragenden Miicke (Enayati and Hemingway, 2010),
wobei Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT) eine herausragende Rolle spielte. Es hat
maBgeblich zu einer Reduktion der Malariafille in der Mitte des letzten Jahrhunderts
beigetragen (Van Den Berg, 2009; Zucker, 1996). Aufgrund der schidlichen Wirkung von
DDT auf Mensch und Umwelt wird DDT heute jedoch nur noch vereinzelt genutzt. Hinzu
kommt das Auftreten von Resistenzen gegen DDT (Hemingway und Ranson, 2000).

Heute stehen alternative Insektizide wie z. B. Pyrethroide zur Verfiigung. Pyrethroide
werden haufig zum Impréagnieren von Bettnetzen (insecticide treated bed nets - ITNs)
genutzt, welche sich in der nahen Vergangenheit als eines der effizientesten Werkzeuge
zur Malariareduktion herausgestellt haben und insbesondere Kinder schiitzen (Bhatt et
al., 2015). Allerdings ist auch die Wirksamkeit dieses Mittels der Wahl durch
Resistenzbildungen in Gefahr.

Neuartige Vektorkontrollen sehen die Einbringungen von genetischen Verdnderungen in
die Miickenpopulation vor, die entweder eine Resistenz gegen Plasmodien vermitteln
(Gantz et al., 2015) oder deren Fruchtbarkeit einschrinken (Hammond et al.,, 2016).
Aufgrund von unvorhersehbaren Folgen fiir das gesamte Okosystem wird der Einsatz

dieser Methoden allerdings kontrovers diskutiert (Pennisi, 2015).

Prophylaxe und Behandlung von Malaria

Neben den oben genannten Punkten zur Kontrolle des Ubertrigers der Plasmodien spielt
die Prophylaxe bzw. die zligige und korrekte Behandlung des Patienten eine
entscheidende Rolle bei der Eindammung von Malaria.

Traditionell wurde Malaria mit Chinin, einem Extrakt aus der Rinde des
Chinarindenbaums (Cinchona pubescens), behandelt. Es wurde von den Jesuiten aus
Peru, wo dessen fiebersenkende und schmerzstillende Wirkung bereits zu Zeiten vor
Christus bekannt war, nach Europa importiert (Rocco, 2004).

Als Standardtherapie wird aktuell eine Artemisinin-basierte Kombinationstherapie
(artemisisin based combination therapy — ACT) empfohlen (Health Organization, 2017).
Hierbei wird das aktuell am schnellsten wirkende Therapeutikum Artemisinin oder eines

seiner Derivate mit einem Medikament einer zweiten Substanzklasse kombiniert (z. B.
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Lumefantin, Mefloquin oder Sulfadoxin/Pyrimethamin) (Health Organization, 2017).
Diese Therapie bietet den Vorteil, dass die kurze Eliminierungszeit von Artemisinin mit
Wirkstoffen kombiniert wird, die iiber eine lange Halbwertszeit verfiigen. Ebenso wie
Chinin haben die Artemisinine bei der Behandlung von fiebrigen Erkrankungen eine lange
Geschichte. Urspriinglich wurde es aus Extrakten des BeifuBes (Artemisia annua)
gewonnen (Klayman et al., 1984), heute jedoch halbsynthetisch hergestellt. Dr. Youyou Tu
erhielt fiir die Entdeckung der Wirkung 2015 den Nobelpreis. Sie war Mitglied einer
groBangelegten chinesischen Initiative, gegriindet nach verheerenden Malaria-bedingten
Verlusten im Vietnamkrieg mit dem Ziel, auf der Basis des Wissens der Traditionellen
Chinesischen Medizin ein neues Malariamedikament zu entwickeln. Allein im Jahr 2013
wurden fast 400 Millionen Dosen Artemisinin ausgeliefert.

Allerdings sind bereits erste Resistenzen gegen Artemisinin in Siidostasien aufgetreten
(Dondorp et al., 2009), einem bekannten Ursprungsort fiir resistente Malariaerreger in
der Vergangenheit (zusammengefasst in Blasco et al., 2017). Forschungsergebnisse zeigen,
dass die Resistenz gegen Artemisinin mit Mutationen in der Gen-Sequenz verkniipft ist,
welche die B-Propeller-Domine des Kelch-Proteins K13 kodiert (Ariey et al.,, 2016;
Straimer et al,, 2015). Hierdurch kommt es zur Aktivierung der ungefalteten
Proteinantwort und zur proteostatischen Fehlregulation der parasitdren
Phosphatidylinositol-3-Kinase (Suresh et al., 2018).

Wie oben bereits beispielhaft gezeigt, wird durch Selektion von Plasmodium-Mutanten die
Wirksamkeit aller Malariamedikamente eingeschrinkt. Die Entwicklung neuer
Medikamente zur Behandlung und Prophylaxe hat daher hohe Prioritat.

Auch wenn in den letzten Jahrzehnten wenig groBe Durchbriiche erzielt wurden, gibt es
einige vielversprechende Medikament-Kandidaten. Zur Identifizierung dieser wurden
hauptsiachlich zellbasierte Versuchsansitze in Kombination mit optimierten
Hochdurchsatz-Verfahren genutzt (zusammengefasst in Pérez-Moreno et al., 2016).
Hierdurch wurden beispielsweise die Imidazopyrazine als wirksame Substanz gegen
Plasmodien identifiziert (Mcnamara et al.,, 2014), eine Substanzklasse, welche die
Phosphatidylinositol 4-Kinase (PI,K) inhibiert. Diese Lipidkinase ist u. a. essentiell fiir die
Biogenese des Inneren Membrankomplexes (Inner Membrane Complex, IMC), einer
parasitaren Membranstruktur, die aufgrund ihrer Einzigartigkeit per se ein interessanter
Angriffspunkt fiir Medikamente ist.

Des Weiteren wurde beispielsweise MMV666693, eine Komponente der Malaria Box
(eine Substanzsammlung zusammengestellt vom Medicines for Malaria Venture;
Spangenberg et al., 2013) als spezifischer Inhibitor eines Plasmodien-Kinesins

identifiziert (Liu et al., 2014).
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Impfstoffentwicklung

Ein weiterer Versuch zur Eindimmung der Malaria, der eine langjahrige
Forschungsgeschichte aufweist, ist die Suche nach einem wirksamen Impfstoff. Die
Hoffnung auf Erfolg wird unter anderem dadurch gendhrt, dass Bewohner von
Hochendemie-Gebieten nach wiederholter Infektion mit P. falciparum im Kindesalter
eine Semi-Immunitit entwickeln (Greenwood, 1987). Dieses Phinomen fiihrt zu einem
milden oder sogar asymptomatischen Krankheitsverlauf im Alter, ist jedoch gleichzeitig
mit der hohen Kindersterblichkeit durch Malaria verbunden. Als Probleme bei der
Impfstoffentwicklung erweisen sich unter anderem die kurze Prisentation des Parasiten
gegeniiber dem Immunsystem sowie seine Antigenvielfalt, welche keine Kreuzimmunitat
aufkommen lisst (Leffler et al., 2017).

Der von der Wirkung vielversprechendste, jedoch auch in der logistischen Umsetzung
impraktikabelste Ansatz (diskutiert in Richie et al., 2015) ist die Impfung mit durch
Bestrahlung attenuierten Sporozoiten, genannt PfSPZ (Clyde et al., 1973; Nussenzweig et
al., 1967; Seder et al., 2013). Als proof-of-principle dient hierfiir eine Studie aus dem Jahr
1967, in der die Doktores Nussenzweig einen Aktivimpstoff herstellten (Nussenzweig et
al., 1967). Dieser Ansatz wird heute durch die Firma Sanaria vorangetrieben, allerdings ist
wahrscheinlich, dass dieser Impfstoff nicht im groBen MaBstab eingesetzt wird.

Die Attenuierung kann bei diesem Impfstoffansatz neben der Bestrahlung auch durch
genetische Manipulation oder medikamentos erfolgen. Allen gemein ist jedoch ein
Durchlaufen der praerythrozytiren Stadien, welches fiir den Aufbau einer Immunitat
ausreichend ist (zusammengefasst in Friesen und Matuschewski, 2011). Eine kiirzlich
veroffentlichte Studie von Mordmiiller und Kollegen zeigt, dass unter Chemophrophylaxe
mit Malaria infizierte Probanden eine mehrwochige Immunitidt gegen praerythrozytire
Stadien aufbauen (Mordmiiller et al., 2017).

Der in Hinsicht auf die Zulassung am weitesten entwickelte Impfstoff ist der
rekombinante Impfstoff RTS,S/ASO2 (Handelsname Mosquix®/GSK). Hierbei handelt es
sich um ein Fusionsprotein aus einem Hepatitis-B-Oberflichenprotein sowie dem
Plasmodien-Protein CSP (circumsporozoite protein). Obwohl die Studienergebnisse zur
klinischen Phase III in Subsahara-Afrika nur unbefriedigende Ergebnisse lieferten
(Reduktion der Malaria-Falle abhingig vom Alter zwischen 15 und 46 %; Agnandji et al.,
2014), steht eine Zulassung kurz bevor. Hierbei besteht allerdings die Gefahr, dass es zu
einer Zunahme der Malaria-Fille durch Auftreten des Rebound-Effektes in endemischen
Malaria-Gebieten kommt (Olotu et al., 2016).

Zusammengefasst kann man sagen, dass trotz weitreichender Forschung, vielfiltiger
Impfstoffansidtze und einer vielversprechenden Reduktion von Malaria-Fallzahlen ein

Durchbruch bei der Bekimpfung der Malaria noch aussteht. Weiterfiihrende, innovative
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Forschung zur Aufklirung der Biologie des Malariaparasiten P. falciparum ist daher

unabdingbar.

1.2 Biologie des Malariaerregers P. falciparum

1.2.1 Der Lebenszyklus von P. falciparum

Plasmodien durchlaufen einen komplexen Lebenszyklus, der einen obligaten
Wirtswechsel zwischen der schwangeren Anopheles-Miicke und ihrem vertebraten Wirt
umfasst. Die Miicke bildet hierbei den Endwirt, in welchem die sexuelle Fortpflanzung
(Gametogenese) stattfindet, wiahrend im Zwischenwirt die asexuelle Vermehrung

(Schizogonie) ablauft.

Abbildung 3: Der Lebenszyklus von P. falciparum. .

Der Lebenszyklus von P. falciparum lasst sich in drei Stadien gliedern: A) Nach der Ubertragung
durch eine weibliche Anopheles-Miicke auf den Menschen wandern die Sporozoiten in die Leber
und replizieren in den Hepatozyten (Exoerythrozytiare Entwicklung). B) Nach dem Entlassen des
Parasiten ins Blut invadieren diese Erythrozyten und vermehren sich (Intraerythrozytire
Entwicklung). C) Mit der Blutmahlzeit einer Miicke werden u.a. geschlechtliche Stadien
(Gametozyten) aufgenommen und vermehren sich hier. Der Kreislauf schlieft sich mit der Bildung
invasionsfahiger Sporozoiten in der Miicke. (K. Jiirris, BNI, unveroffentlicht)

In Abbildung 3 ist der Lebenszyklus dargestellt und wird im Folgendem niher
beschrieben, wobei der Fokus auf der asexuellen und der sexuellen Vermehrung im Blut

des Menschen liegt, da diese fiir die vorliegende Arbeit relevant sind.
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Die Infektion des Menschen beginnt mit der Ubertragung von weniger als hundert
Sporozoiten, dem infektiosen Stadium des Parasiten, mit der Speichelfliissigkeit der
infizierten Miicke wihrend deren Blutmahlzeit. Die Sporozoiten migrieren ungerichtet
durch das Gewebe und einige Parasiten gelangen mit dem Blutstrom in die Leber
(Prudéncio und Mota, 2007). Dort entwickeln sie sich in den Hepatozyten innerhalb einer
parasitiren Vakuole in Leberschizonten. Diese bestehen aus mehreren tausend
Merozoiten, der invasiven Form des Parasiten. Mit Ablauf der ersten rapiden Vermehrung
induziert der Parasit den Tod seiner Wirtszelle und es bilden sich parasitengefiillte
Vesikel, die sogenannten Merosome, aus (Sturm et al.,, 2009), welche iiber die
Lungenkapillare in den Blutstrom gelangen (Baer et al., 2007). Diese Phase des
Lebenszyklus dauert bei P. falciparum ca. fiinf Tage und ist, obwohl klinisch unauffillig,
fiir die Ausbildung einer Immunitét gegeniiber dem Parasiten von Bedeutung (Friesen et
al., 2010).

In die Blutbahn entlassen, invadieren die Merozoiten ausschlieBlich Erythrozyten und
entwickeln sich in diesen in 48 h-Intervallen iiber das Ring-, Trophozoiten- und

Schizontenstadium in 16—32 Tochtermerozoiten (Abb. 4).

Merozoite
.

Abbildung 4: Intraerythrozytire Entwicklung von P. falciparum.

Schematische Darstellung des 48 h-Entwicklungszyklus in der roten Blutzelle. Nach Invasion des
Merozoiten erfolgt die Reifung iiber das Ring- und das Trophozoitenstadium. Im
Schizontenstadium erfolgt die Bildung der Tochtermerozoiten. (De Niz et al., 2017)

Schizont

Die Invasion der Merozoiten (die detaillierte Beschreibung erfolgt in Abschnitt 1.3.2) in
die Erythrozyten ist hierbei ein iiberlebenswichtiger und hervorhebenswerterweise
wirtszellunabhéngiger Schritt des asexuellen Replikationszyklus. Die Wahl des
Erythrozyten als Wirtszelle hat hierbei den Vorteil, dass diese in groBer Anzahl im
menschlichen Korper auftritt, Himoglobin besitzt (welches der Parasit als Nahrstoffquelle
nutzt) und immundefizient ist.

Mit dem Eindringen des Parasiten in den Erythrozyten etabliert dieser sich in der
parasitophoren Vakuole (PV), die wihrend der Invasion aus der parasitophoren
Vakuolenmembran und der Plasmamembran des Parasiten gebildet wird (Lingelbach,
1993). Durch den Einbau spezifischer Proteine (De Koning-Ward et al., 2016; Khosh-
Naucke et al., 2018) kontrolliert sie Nahrstoffaufnahme, Entsorgung von Metaboliten und

den Proteinexport.
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Wihrend des verhdltnismaBig langen Ringstadiums (ca. 18 h) etabliert sich der Parasit im
Erythrozyten und modifiziert seine Wirtszelle. Hierbei kommt es 1,5 — 3 h nach der
Invasion (Griiring et al., 2011) zur Bildung von sogenannten Maurerschen Spalten,
membranosen Strukturen im Zytosol des Erythrozyten, die vermutlich fiir den Export von
Virulenzfaktoren in die Membran der Wirtszelle (Mundwiler-Pachlatko und Beck, 2013)
wihrend des Trophozoitenstadiums wichtig sind. Zu diesen Proteinen zihlen Stevors,
Rifins und PfEMPs die die Adhasion der infizierten Erythrozyten in den Kapillaren
verschiedener Organe vermitteln und dafiir verantwortlich sind, dass im Blut des Malaria-
Patienten lediglich Ringstadien detektierbar sind.

Das Trophozoitenstadium ist gepréagt durch einen erh6hten Metabolismus, was durch eine
Vermehrung der Ribosomen und einer Ausweitung des Endoplasmatischen Retikulums
(ER) (Bannister et al., 2000) sowie den Abbau des erythrozytiren Hamoglobins deutlich
wird.

Ca. 36 h nach Invasion der Merozoiten beginnt das Schizontenstadium, wahrenddessen es
zur Bildung der Tochterzellen kommt. Diese induzieren in einem streng regulierten,
Kalzium-abhingigen Prozess die Ruptur ihrer Wirtszelle (Glushakova et al., 2018; Salmon
et al., 2001; Thomas et al., 2018) und werden dann in den Blutstrom entlassen.

Die klinische Malaria (siehe Abschnitt 1.1.2) manifestiert sich in der oben beschriebenen
Blutphase, wihrend sich der Parasit erheblich vermehrt. Fiir die Ubertragung des
Parasiten ist allerdings eine Induzierung der Gametogenese notwendig. Wihrend der
Gametogenese entwickelt sich eine geringe Population der Parasiten, wihrend der oben
beschriebenen asexuellen Vermehrung im Blut, in die geschlechtlichen Stadien, die
sogenannten Gametozyten.

Die Entscheidung, ob ein Parasit zum Gametozyt differenziert, wird wahrscheinlich
wiahrend der Trophozoitenphase getroffen, da alle Merozoiten eines Schizonten in
Gametozyten differenzieren und gleichen Geschlechts sind (Bruce et al., 1989; Silvestrini
et al., 2000). Es wurde gezeigt, dass der Transkriptionsfaktor AP2-G (activating protein
2) als Hauptregulator der Gametogenese hierbei durch epigenetische Faktoren wie HP1
(heterochromatin protein 1) und HDA2 (histone deacetylase 2) reguliert wird (Brancucci
et al.,, 2014; Flueck et al., 2009) und eine wichtige Rolle bei der Induktion der
Gametozytogenese spielt (Kafsack et al., 2014; Sinha et al., 2014).

Des Weiteren konnten Filarsky und Kollegen kiirzlich zeigen, dass HP1 durch GDV1
(gametocyte development 1) reguliert wird (Filarsky et al., 2018). GDV1 wurde bereits
2012 (Eksi et al., 2012) mit der Bildung von Gametozyten in Verbindung gebracht. Es wird
vermutet, dass GDV1 wiederum durch Umweltfaktoren beeinflusst wird, wie bspw. durch
Molekiile im Blut (Brancucci et al., 2017). Brancucci und Kollegen konnten in vitro zeigen,

dass das Absinken von im Blut vorhandenen Lysophosphatidylcholin-Molekiilen, die
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Bildung von Gametozyten induziert. Dies geschieht ebenfalls im Patienten im Verlauf

einer akuten Malariainfektion.

I-lla

Abbildung 5: Schematische Abbildung der Gametozyten.

Frithe Stadien (I-IIa) dhneln asexuellen Parasiten. In Stadium II schwillt ein Bereich des
Gametozyten an und im weiteren Verlauf der Gametogenese elongiert der Parasit, bis er schlief3lich
die Form eines Bumerangs (Stadium V) annimmt. MT: Mikrotubuli, Ob: Hz: Hamozoin, IMC:
Innerer Membrankomplex, MC: Maurersche Spalten. (Dixon et al., 2012)

Die Entwicklung von weiblichen und méannlichen Gametozyten benétigt in vivo ebenso
wie in vitro zehn bis zwolf Tage (Jensen, 1978; Williams, 1999). Sie umfasst fiinf
charakteristische Stadien (Hawking et al., 1971), die sich durch eine spezifische
Morphologie (Abb. 5) sowie molekulare Marker auszeichnen. Frithe Stadien #hneln
asexuellen Parasiten, im weiteren Verlauf der Gametogenese elongieren diese und
nehmen schlieflich eine Bumerang-dhnliche Form an. Im Blutkreislauf des Patienten
lassen sich lediglich die Stadien I und V der Parasiten detektieren, da unreife Stadien in
Milz und Knochenmark sequestrieren (Joice et al., 2014). Es wird davon ausgegangen,
dass die Sequestrierung auf morphologische und biophysikalische Veranderungen der
infizierten Erythrozyten zuriickzufiihren ist, da die Parasiten wiahrend der Gametozyten-
Reifung sehr rigide werden. Jiingere Studien zeigen, dass dies auf eine Polymerisation von
Aktin wihrend eines frithen Stadiums der Gametogenese zuriickzufiihren ist (Hanssen et
al., 2012; Hliscs et al., 2014). Diese Struktur des Zytoskeletts bietet einen Ausgangspunkt
fiir die Positionierung von subpellikularen Mikrotubuli und des IMC, dessen Biogenese in
dem Stadium III der Gametozyten initiiert wird (Kono et al., 2012). Markerproteine dieser
membranosen Struktur direkt unter der Plasmamembran erscheinen im Mikroskop als
distinkte Struktur in der Peripherie des Parasiten. Diese dehnt sich im weiteren Verlauf
aus und umrundet schlieBlich den Gametozyten. Der Innere Membrankomplex scheint
hier wihrend der Morphogenese eine strukturgebende Funktion zu tibernehmen (Dixon et
al., 2012). Ein Wechsel in der Morphologie fiihrt schlieSlich dazu, dass Gametozyten in
der Peripherie zirkulieren konnen und die mannlichen und weiblichen Gametozyten mit
der Blutmahlzeit der Miicke aufgenommen werden; dort findet die geschlechtliche
Fortpflanzung von P. falciparum statt. Im Darm der Miicke reifen die Gametozyten

aufgrund des Temperaturabfalls, des Anstiegs des pH-Wertes und der Anwesenheit von
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Xanthurensiaure (Billker et al., 1999) zu Mikro- und Makrogameten heran. Diese
befruchten sich und es entstehen motile Zygoten, welche sich zu Oozysten entwickeln, aus
welchen wiederum infektiose Sporozoitenstadien entlassen werden. Mit deren

Ubertragung auf einen weiteren menschlichen Zwischenwirt schlieBt sich der Kreislauf.

1.2.2 Der unkonventionelle Zellzyklus von P. falciparum

Wihrend des komplexen Lebenszyklus von P. falciparum findet an vier Punkten eine
massive VergroBerung der Parasitenpopulation statt, die mit einer erheblichen DNA-
Synthese einhergeht: (1) bei der Entwicklung von minnlichen Gameten (2) bei der
Bildung von Sporozoiten (3) in der Leberphase und (4) wihrend der erythrozytiren
Schizogonie. Allen vier Phasen ist gemein, dass sie mit mehreren Runden der Mitose
einhergehen, wihrend der es zur Replikation des Genoms, zur Zellteilung und zur Bildung
multinukleidrer Zellen sowie als Endpunkt zur Bildung invasiver Stadien kommt. In dieser
Arbeit liegt der Fokus auf der erythrozytiaren Schizogonie, die sich deutlich von bekannten
Mustern in anderen Organismen unterscheidet. Somit stellt der Zellzyklus der
Plasmodien, ebenso wie der Invasionsprozess, einen kritischen und Parasiten-spezifischen
Vorgang der Plasmodien bzw. der Apikomplexa dar, der jedoch auf zellularer und
molekularer Ebene nur in Grundziigen verstanden ist.

Die ,traditionelle” eukaryotische Zellteilung erfolgt in vier Phasen: In der Interphase
findet das Zellwachstum statt, wiahrend der S-Phase kommt es zur Replikation der
Chromosomen und der Duplikation des Mikrotubuli-organisierenden Zentrums (MTOC),
dem folgt die M-Phase, die Phase der Zellteilung (Mitose) und der Verteilung der
Chromosomen auf die Tochterzellen. G-Phasen flankieren die S-Phase. Die Kontrolle des
komplexen Ablaufs erfolgt iiber fixe Kontrollpunkte sowie kontrollierte Zyklen von
Proteinphosphorylierung und Proteinabbau (zusammengefasst in Alberts et al., 2012).

Im Gegensatz zur bindren Zellteilung der eukaryotischen Zellen werden wihrend der
Blutphase des plasmodialen Lebenszyklus eine Vielzahl von Nachkommen pro Zelle
generiert. Wiahrend dieser Schizogonie wird ein multinukleidres Synzytium gebildet, erst
nachfolgend findet die Bildung der Tochterzellen und die Zytokinese statt (= Schizogonie;
synzytiale und asynchrone Form der Replikation und Zellteilung).

Wihrend der erythrozytiren Schizogonie entwickelt sich nach der Invasion eines
haploiden Merozoiten in den Erythrozyten dieser in einen Trophozoiten (in zu 2n).
Wihrend der ersten 24 h der Blutphase liegt ein haploider Nukleus vor und im Vergleich
zu Saugerzellen findet wihrend dieser ,Interphase” keine Kondensation des Chromatins
statt. Nachfolgend, etwa 24 h.p.i., finden drei bis vier Runden der DNA-Synthese, Mitose

und nukledren Teilung statt, es bildet sich ein synzytialer Schizont mit 16—22 Zellkernen.
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Wihrend dessen teilt und lagert sich das MTOC (auch zentriolarer Plaque oder Zentrosom
genannt) an die Kernmembran an, hierbei kommt es nicht zum Zerfall der Membran, die
Spindelmikrotubuli lagern sich an die nukleare Seite des MTOC an und es kommt zur
Teilung der Chromosomen. Zwei Modelle werden fiir den folgenden Verlauf
herangezogen: (1) es kommt zur kontinuierlichen Chromosomen-Replikation und einer
abschlieBenden Runde der Segregation, Zellteilung und Tochterzellbildung oder (2) es
erfolgt ein wiederholter Zyklus von Replikation, Segregation und Teilung der nukledren
Kernmembran.

Die Arbeiten von Striepen und seinen Kollegen (Francia und Striepen, 2014; Striepen et
al., 2007) schlagen des Weiteren vor, dass lokale und globale Kontrollmechanismen (d. h.
frei diffundierende Transkriptionsfaktoren, Kinasen und Cykline) zusammenspielen und
ein remanentes Flagellum das Bilden der Tochterzellen, das sogenannte budding,
koordiniert. Als Masterregulator der Zellteilung dient hierbei das Zentrosom. Es bietet
raumliche und zeitliche Kontrolle und dient als Aufthdngung der zelluliren Komponenten.

Arbeiten aus unserem Labor und andere Arbeiten zeigen einen engen Zusammenhang
zwischen Zellteilung und der Bildung des IMC, der parallel mit der Bildung von
Tochterzellen, der Merozoiten, ablauft. Mit der Bildung dieser Merozoiten (,,Segmenter®)

wird die Schizogonie allgemeingiiltig als abgeschlossen betrachtet.
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1.3 Der Merozoit - invasives Stadium von P. falciparum

1.3.1 Der Merozoit

Der Merozoit ist trotz seiner geringen Linge von 2 ym mit den meisten, fiir eukaryotische
Zellen typischen Organellen ausgestattet, namentlich dem Zellkern mit angrenzendem
Endoplasmatischen Retikulum (ER), dem Mitochondrium und dem Golgi Apparat, wobei
dieser eine fiir Plasmodien charakteristische Form aufweist (Abb. 6, Bannister et al.,

2004; van Dooren et al., 2005; Struck et al., 2005).

Endoplasmatisches  Zell-

Reticulum/ Golgi ~ membran Dichte

Granula

subpellikulére
Mikrotubuli

Zellkern

Innerer
Membrankomplex g
e Polringe
- Mikronemen
Exonemen  Rhoptrien

Ribosomen

Abbildung 6: Morphologie des Merozoiten.

gg}izl)l?atische Darstellung eines Merozoiten und seiner Zellorganellen (angepasst, Cowman et al.,
Zusatzlich, als evolutionire Anpassung an seine parasitire, intrazellulidre Lebensweise, hat
der Parasit, dhnlich wie andere Apikomplexa, spezifische Organellen ausgebildet. Hierzu
zahlt der namensgebende apikale Pol des Merozoiten und der sogenannte Apikalkomplex,
bestehend aus Rhoptrien, Mikronemen und dichten Granula. Diese sekretieren wiahrend
der Invasion spezifische Proteine auf die Oberflache des Parasiten.

Die paarig angeordneten Rhoptrien sind dreiteilig, bestehend aus Bulbus, Rhoptrienhals
und einem Ductus, durch den die Sekretion spezifischer Proteine erfolgt (Bannister et al.,
2000). Eine fiir Vorarbeiten im Rahmen dieser Arbeit angefertigte hochauflosende
Mikroskopie (Abb. 7) zeigt deutlich die Austrittstelle des Ductus am apikalen Ende des
Parasiten durch eine Offnung des IMC.
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SN\ S

7 SR>

Dearnley et al., 2012

Abbildung 7: Hochauflosende Mikroskopie der Rhoptrien.

A: Kolokalisation von GAPM2 (glideosome associated protein with multiple membrane spans 2)
(rot/Innerer Membrankomplex) sowie ARO (griin/Rhoptrien) zeigt die dreiteilige Morphologie
(Geiger et al., 2020). B: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Merozoiten (Dearnley et al.,
2012).

In dem IMC ist der Aktin-Myosin-Motor verankert. Der Zusammenschluss von
hochspezialisierten Proteinen bewerkstelligt, gemeinsam mit den sekretierten Proteinen
des Apikalkomplexes, aktiv den komplizierten Invasionsvorgang des Parasiten in den
Erythrozyten.

Bestandteile dieses molekularen Motors sind Typ-I Transmembranproteine, wie das
merozoite thrombospondin related anonymous protein homolog (MTRAP),
Adapterproteine, wie die Aldolase, F-Aktin, Myosin A (MyoA), das myoA tail-interacting
protein (MTIP) sowie die Glideosom-assoziierten Proteine GAP45 und GAP50 (Baum et
al., 2008). Die Typ-I Transmembranproteine iibernehmen mit ihrer extrazelluldren
Domine die Bindung an Rezeptoren des Erythrozyten, wihrend die C-terminale Doméne
z. B. iber Adapterproteine mit dem F-Aktin verbunden ist. F-Aktin interagiert mit einem
Komplex aus MyoA, GAP45, GAP50 und MTIP. GAP45 und GAP50 bilden die Verbindung
zu dem IMC, welcher iiber Alveoline an das Zytoskelett des Parasiten gebunden sind. Die
Bewegung entsteht im Aktin-Myosin-Motor iiber eine sich wiederholende ATP-abhingige
Bewegung des Myosin-A-Kopfes, Poly- und Depolymerisation des F-Aktins und Liganden-
Rezeptor-Bindungen. Ein eng koordiniertes Zusammenspiel der Proteine fiihrt zur

erfolgreichen Invasion des Merozoiten in den Erythrozyten (Abb. 8).
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Abbildung 8: Der Aktin-Myosin-Motor von P. falciparum.

(A) Elektronenmikroskopie zeigt die Invasion eines Merozoiten in die rote Blutzelle und die
Herausbildung einer tight junction. (B) Schematische Darstellung des Motorkomplexes und seiner
assoziierten Strukturen. (Baum et al., 2008)

1.3.2 Invasion der Merozoiten in die rote Blutzelle

Die Invasion umfasst eine genau definierte Interaktionskaskade und ist innerhalb von 20
Sekunden abgeschlossen (Weiss et al., 2015). Dieser in Abbildung 9 dargestellte Vorgang
lasst sich in vier Phasen gliedern: (1) initiale Bindung, (2) Reorientierung des Parasiten,
(3) aktive Invasion in den Erythrozyten sowie (4) Etablierung des Parasiten im
Erythrozyten (Ubersicht: Weiss et al., 2016).

Abbildung 9: Modell der Invasion eines P. falciparum Merozoiten in einen humanen
Erythrozyten.

Der Prozess der Invasion lasst sich in vier Phasen gliedern: initiale Bindung, Reorientierung des
Parasiten, Invasion in den Erythrozyten sowie Etablierung des Parasiten im Erythrozyten. (Weiss et
al., 2016)
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(1) Eine erste, noch wenig affine Bindung von Merozoit und Erythrozyt erfolgt zufillig und
wird vermutlich iiber Glykosylphosphatidylinositol-verankerte Oberflachenproteine in der
Plasmamembran des Merozoiten vermittelt. Von diesen Proteinen sind neun beschrieben,
wobei das merozoite surface protein 1 (MSP-1) als dominantes Antigen bisher am besten
charakterisiert ist (Holder et al., 1988; Sanders et al., 2005).

(2) Nach Erkennung der Wirtszelle reorientiert sich der Parasit, sodass sich sein apikaler
Pol auf den Erythrozyten richtet. Dieser bildet die Ausgangsstelle der apikalen Organellen
(Mikronemen und Rhoptrien), durch die, stimuliert durch die verdnderten
Ionenkonzentrationen im Blut (Singh et al., 2010), parasitidre Proteine sezerniert werden,
die spezifisch an Rezeptoren auf der Oberflache der Erythrozyten binden.

(3) Diese Invasionsliganden binden irreversibel spezifisch Rezeptoren auf der
Erythrozytenoberflache (Boyle et al., 2013; Duraisingh et al., 2003; Cowman und Crabb,
2006) und stabilisieren dadurch Bindung und Interaktion (Cowman et al., 2012; Sim et
al., 1992; Rayner et al., 2000; Triglia et al., 2001). Zu diesen Liganden zdhlen Proteine der
EBL- und PfRh-Familien. Beschriebene Interaktionen mit Rezeptoren der
Erythrozytenoberfliche sind z. B. PfRhs/Basigin (Crosnier et al, 2012),
PfRh4/Komplementrezeptor 1 (Tham et al., 2010) und EBA175/Glykophorin A (Salinas et
al., 2014). Experimentelle Daten von Stubbs und Kollegen, Lopaticki und Kollegen (Stubbs
et al., 2005; Lopaticki et al., 2011) sowie Patientendaten (Nery et al., 2010) zeigen, dass
sich diese Rezeptor-Liganden-Interaktionen iiberlappen, wahrscheinlich aufgrund von
evolutiondren Adaptionen.

Ein folgender, signifikanter Schritt ist die Injektion von Proteinen (den sogenannten
RON-Proteinen) in die Membran des Erythrozyten, die als Rezeptoren fiir den
parasiteneigenen Liganden AMA-1 dienen (Mital et al.,, 2005; Alexander et al., 2006;
Richard et al., 2010; Lamarque et al., 2011; Taylor et al., 2011). Diese Proteine, mit einer
unbekannten Anzahl von anderen Proteinen, bilden die tight junction, eine ringfémige
Struktur, tiber die der Parasit fest an seine Wirtszelle gebunden ist und die das Beginnen
der Invasion ermoglicht (Cowman et al., 2012). Wahrend des aktiven Invasionsprozesses
wandert die tight junction zum posterioren Ende des Parasiten. Diese Bewegung wird
iiber den Aktin-Myosin-Motor des Parasiten vermittelt, welcher in dem IMC verankert ist.
Die nidhere Beschreibung erfolgte bereits in Abschnitt 1.3.1.

Stabile Liganden-Rezeptorbindungen zwischen Wirt und Parasit werden im Verlauf der
Invasion u. a. durch Rhomboid-Proteasen proteolytisch gespalten, um die Mobilitat des
Parasiten zu gewahrleisten (Forth et al., 2004).

(4) Bei der Invasion wird die Plasmamembran des Erythrozyten nicht durchdrungen.
Stattdessen bildet sich eine parasitiare Vakuole (PV), die unter anderem durch sekretierte

Proteine und Lipide des Rhoptrienbulbus modifiziert wird, und die den sich teilenden
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Parasiten bis zum Platzen des Erythrozyten umgibt. Nach erfolgreicher Invasion schlieBt
sich die Invasionspore in der Plasmamembran des Erythrozyten und der Parasit etabliert
sich in der Zelle. Im Anschluss daran erfolgt eine metabolisch sehr aktive Phase, in deren

Anschluss die Kernteilung sowie die Bildung der Tochterzellen stattfinden.

1.3.3 Der Innere Membrankomplex (Inner Membrane Complex - IMC)

Die Ausbildung des IMC definiert eine Gruppe von Organismen, die Alveolata. Zu dieser
Gruppe von einzelligen Eukaryoten zihlen die Ziliaten, die aquatisch lebenden
Dinoflagellaten und die parasitir lebenden Apikomplexa, zu denen wiederum die
Plasmodien, aber auch die Toxoplasmen zihlen (Cavalier-Smith, 1993). Es wird vermutet,
dass sich der IMC friih in der Evolution herausgebildet hat und im Laufe der Zeit

zusitzliche, Art-spezifische Proteine rekrutiert wurden.

Der IMC ist essentiell fiir Invasion und Replikation des Parasiten und gleichzeitig
wichtiges formgebendes Organell (siehe Abschnitt 1.3.1 und 1.3.2). Er besteht aus einem
oder mehreren membranumgrenzten Sickchen, den sogenannten Alveoli. Deren
Doppelmembran liegt unmittelbar unter der Plasmamembran des Parasiten und bildet
zusammen mit dieser eine dreischichtige Pellicula (Bannister et al., 2000; Morrissette und
Sibley, 2002a; Santos et al., 2009). Die Pellicula ist eng mit Elementen des Zytoskeletts
verbunden (Aktin, Myosin, Mikrotubuli und ein Netzwerk von intermediarfilamentartigen
Proteinen; Abb. 10). Unterhalb dieser Pellicula liegen auf der zytoplasmatischen Seite drei
bis vier subpellikulire Mikrotubuli (fMAST - falciparum merozoite-associated
assemblage of subpelliculare microtubles), die vom apikalen Pol aus in Richtung Kern

wachsen, auf

.
o PN 5
—
MyoA 'v'OtOV, Actin

complex
IMCo, o w

x L A WA A \
|1\ '|I| i IYLER |
1A 1.\“ I I | ,‘.",\1 I\ Y L1 Y
R 1 | A A

F-Mast Alv

merozoit

Abbildung 10: Struktur des Inneren Membrankomplexes.
(Heincke, unveroffentlicht)
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dessen Hohe sie enden. Des Weiteren findet man auf der zytosolischen Seite des IMC das
subpelliculare Netzwerk (SPN), gebildet aus Intermediarfilamenten. Dieses unterstiitzt die
Membranen und vermittelt der Zelle Stabilitat (Kudryashev et al.,, 2010; Mann und
Beckers, 2001). Proteine des SPN sind die Alveoline, welche durch ein gemeinsames
Sequenzmotiv gekennzeichnet sind (Gould et al., 2008). Eine weitere Gruppe von IMC-
assoziierten Proteinen sind die ISPs (IMC subcompartment proteins; Kono et al., 2012;
Wetzel et al., 2015). In Plasmodium-Sporozoiten wurde weiterhin gezeigt, dass
Linkermolekiile, vom SPN ausgehend, Organellen wie den Apicoplasten, Mitochondrien
und den ER binden. Somit mag dem SPN auch eine strukturierende Rolle innerhalb der
Zelle zukommen (Kudryashev et al., 2010).

Gefrierbruch-Mikroskopie hat weiterhin gezeigt, dass 22 parallel angeordnete,
intramembranose Partikel (IMP) den IMC durchziehen und die Verbindung zwischen IMC
und SPN bilden, sodass diese den IMC stiitzen konnen (Morrissette et al., 1997). Da
GAPM-Proteine (GAPM1-3) sowohl mit den Alveolinen als auch mit Komponenten des
Aktin-Myosin Motors zu interagieren scheinen (Bullen et al., 2009), ist es moglich, dass
diese das Anpassungsglied zwischen Membran und SPN bilden.

Der IMC im Merozoiten wird aus einem membranosen Vesikel gebildet, der die komplette
Tochterzelle umschliet. Dies steht im Gegensatz zum IMC im Gametozyten und in
anderen Apikomplexa, wie z. B. Eimeria und T. gondii, bei denen der IMC aus 10-15
alveolaren Platten besteht, welche iiber Nihte verbunden sind (Dubremetz und Torpier,
1978). In Plasmodien wurde exklusiv das Protein Mali13P1.228 in den Nihten der
Gametozyten lokalisiert.

Bis heute sind iiber 30 Proteine des IMC beschrieben (Kono et al., 2012). Dazu zidhlen
neben den oben genannten Alveolinen und GAPM-Proteinen, weitere Proteine mit
Transmembran-Domaénen, alveolin-dhnliche Proteine und Proteine des Basalkomplexes
(auf die im Folgendem niher eingegangen wird, sieche Abschnitt 1.3.4).

Die eng terminierte Biogenese des IMC verliduft wiahrend der Schizogonie parallel zur
letzten Runde der Zellteilung (siehe Abschnitt 1.2.2) und der Bildung der Tochterzellen
und beginnt etwa sechs Stunden vor Ruptur des Erythrozyten.

Die Biogenese des IMC erfolgt iiber Vesikel, die dem ER-/Golgi-Komplex entspringen
(Bannister et al., 2000; Pieperhoff et al., 2015; Yeoman et al., 2011). Der Vesikeltransport
ist hierbei abhingig von der kleinen GTPase Rab11b (Agop-Nersesian et al., 2009).

In Toxoplasma wurde gezeigt, dass die Knospung des IMC unmittelbar nach der Teilung
der Zentrosome einsetzt (Hu et al., 2002). Mikroskopische Beobachtungen verschiedener
IMC-Markerproteine in P. falciparum zeigen, dass zu Beginn der Biogenese des IMC

zarte, krampen-ahnliche, paarige Strukturen in enger raumlicher Nidhe zum Zellkerns
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gebildet werden (T1). Proteine der Gruppe A (integrale IMC-Proteine) sowie GAP45
visualisieren hierbei die frithen Membrandynamiken des IMC (Kono et al., 2012). Die
IMC-Knospen wachsen zu einem Ring aus (T2) und dehnen sich zum Ende der
Schizogonie komplett iiber die neu gebildete Tochterzelle (T3). 3,5 Stunden vor Ruptur
des Erythrozyten werden Proteine der Gruppe B an die Membran rekrutiert. Hierzu zéhlen
die sogenannten Alveoline und das Plasmodien-spezifische Protein Mal13P1.228 (Kono et
al., 2012).

Die Steuerung der Biogenese des IMC ist vollig unbekannt. Allerdings mag einer
distinkten Struktur im Randbereich des sich ausdehnenden IMC eine entscheidende Rolle

zukommen: dem Basalkomplex.

1.3.4 Der Basalkomplex

Der Basalkomplex bildet als aktin-unabhéngige, kontraktile Ringstruktur die Vorhut des
IMC und wandert vom apikalen Pol der sich formenden Tochterzelle zu ihrem basalen Pol
(Abb. 11). Die Migration des Basalkomplexes ist eng mit der Invagination der
Plasmamembran verkniipft (Kono et al. 2016). Es wird vermutet, dass der Basalkomplex
eine Schnittstelle zwischen diesen beiden Membranen bildet, die fiir die Interaktion
zwischen Innerem Membrankomplex und Mikrotubuli wichtig ist (Gubbels et al., 2006;
Hu et al., 2006) und moglicherweise Bewegung vermittelt. Zum Abschluss der Zellteilung
kommt es zur Kontraktion des Basalkomplexes und somit zum Schluss der sich neu

entwickelten Tochterzelle. Der Mechanismus dieser Kontraktion ist unbekannt.

PPM

PP 3 IMCo i

AR :?,x
Zellkern T A

Abbildung 11: Struktur des Basalkomplexes.
(Heincke, unveroffentlicht).

Eine erste Beschreibung des innerhalb der Apikomplexa konservierten Basalkomplexes
erfolgte in T. gondii (Hu et al., 2006). Allerdings scheint die Proteinkomposition des
Basalkomplexes von T. gondii und P. falciparum Unterschiede aufzuweisen. Homologe

von Morn1 (Gubbels et al., 2006) und HAD2 (Engelberg et al., 2016) konnten in allen
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Apikomplexa identifiziert werden, wiahrend BTP1, PF13_0225 und PF3D7_0704300 als
Plasmodium-spezifisch gelten (Kono et al., 2016; Scharf, 2017; Winkelman, 2016).
Hingegen wurden DLC (Hu et al., 2006), Centrin 2 (Hu, 2008), die Alveoline IMC 5, 8, 9
und 13 (Anderson-White et al., 2012), MSC1 und 14-3-3 (Lorestani et al., 2012) exklusiv
im Basalkomplex von T. gondii lokalisiert.

Im Folgenden wird ein kurzer Uberblick iiber die bekannten Basalkomplex-Proteine in P.

falciparum gegeben:

Mornl1 (PF3D7_1031200)

Morn1 (membrane occupation and recognition nexus 1) ist ein innerhalb der
Apikomplexa stark konserviertes Protein. Die charakterisierende Morn-Sequenz ist ein
verbreitetes eukaryotisches Proteinmotiv, welches funktionell mit Membran-Membran-
und Membran-Zytoskelett-Interaktionen in Zusammenhang steht (Ma et al., 2006).
Die direkte Interaktion mit Phospholipiden zur Vermittlung von
Membranassoziationen wird ebenfalls diskutiert (Takeshima et al., 2000).

Morn1 markiert in Toxoplasma gondii und P. falciparum den Basalkomplex (Ferguson et
al., 2008; Gubbels et al., 2006; Kono et al., 2016; Lorestani et al., 2010). Gleichzeitig ist
es mit dem Spindelpol sowie dem MTOCs assoziiert (Hu et al. 2006). Wahrend der
Zellteilung wandert es als Bestandteil des Basalkomplexes als dynamische
Ringstruktur iiber den Zellkern. Des Weiteren wurde gezeigt, dass es mit dem
zytoskeletalen Motorprotein Myosin C interagiert (Gubbels et al., 2006).

Funktionelle Untersuchungen von Morni in 7. gondii zeigen, dass eine
Uberexpression des Proteins zu Defekten bei der Zellteilung und bei der
Tochterzellbildung fiihrt (Ferguson et al., 2008; Lorestani et al., 2010). Des Weiteren
wurde gezeigt, dass eine konditionelle Deletion des Gens zu Defekten bei der Teilung
des Apicoplasten sowie unvollstindig geteilten Tochterparasiten fiihrt, wihrend die
Kernteilung nicht betroffen ist (Gubbels et al., 2006).

Die diverse Lokalisation von Morn1 sowie die konservierte Funktion des Morn-Motivs
in anderen Systemen qualifizieren Morn1 als wichtiges Geriistprotein bei der
Tochterzellbildung.

PfBTP1 (PF3D7_0611600)

BTP1 wurde im Rahmen eines Screens nach Invasions-relevanten P. falciparum-Proteinen
identifiziert (Hu et al., 2010). Das Plasmodien-spezifische Protein kolokalisiert teilweise
mit Morni, zeigt eine basalkomplextypische Dynamik sowie eine Lokalisation in der

~Wachstumszone“ des IMC (Konto et al., 2016). Es besitzt vier Transmembrandoméanen
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und einen stark phosphorylierten N-Terminus, der die Interaktion mit anderen Proteinen
bzw. Membranen vermitteln konnte.

HAD2 (PF3D7_1205200)

Das Basalkomplex-Protein HAD2 (haloacid dehalogenase) wurde als Homolog zu
TgHAD2 identifiziert (Engelberg et al., 2016). Es zeigt ebenfalls eine Basalkomplex-
typische Dynamik. Proteine der HAD-Familie sind stark konserviert und wichtig fiir u. a.
die Regulation des Zytoskeletts.

BTP2 (PF3D7_0704300)

BTP2 wurde im Rahmen einer Transkriptionsanalyse identifiziert (Gilberger Labor, nicht
publizierte Daten). Es besitzt drei N-terminale Transmembrandominen und zeigt eine
Basalkomplex-typische Dynamik. Ebenso wie BTP1 ist es Plasmodien-spezifisch.
PF13_0225 (PF3D7_1341500)

Bei PF13_0225 handelt es sich um das Homolog eines in T. gondii beschriebenen
Proteins, welches dort bemerkenswerterweise in den Nihten benachbarter IMC-Platten
lokalisiert ist (Chen et al.,, 2015). PF13_0225 zeigt eine typische Lokalisation im
Basalkomplex wihrend der Schizogonie. Allerdings konnte gezeigt werden, dass das

Protein nicht essentiell fiir die Proliferation von P. falciparum ist (Winkelmann, 2016).

1.3.5 Transportprozesse in P. falciparum - Mikrotubuli und Kinesine
als Motor der IMC-Migration?

Auf zelluldrer Ebene sind am Transport von Cargo, Organellen und Vesikeln verschiedene
Bestandteile des Zytoskeletts beteiligt, wie z. B. Aktin, Intermediarfilamente und
Mikrotubuli und die mit ihnen assoziierten Motorproteine: Myosine, Kinesine und
Dyneine. Welche dieser Zytoskelettbestandteile die IMC-Migration in Plasmodien
vermitteln, ist unbekannt.
Aktin vermittelt in Plasmodien u.a. die Invasion in die Wirtszellen (Miller et al., 1979) und
ist weiterhin in endozytotische Prozesse involviert (Romer et al., 2010). Den Transport
entlang dieser Aktinfilamente vermitteln klassischerweise die Myosine als Motorproteine.
Klassische Intermediarfilamente finden sich nicht in Plasmodien (Morrissette und Sibley,
2002a).
Mikrotubuli bilden sich in Plasmodien im Schizontenstadium aus. Hier liegen zwei
Formen von Mikrotubuli vor: die Spindelmikrotubuli, verantwortlich fiir Prozesse
wiahrend der Zellteilung (siehe Abschnitt 1.2.2), und die subpellikularen Mikrotubuli
(sieche Abschnitt 1.3.3). Die subpellikularen Mikrotubuli folgen dabei der birnenformigen
Form des Merozoiten und geben dem Parasiten Form und Polaritét (Taraschi et al., 1998).
Die Bedeutung der Mikrotubuli fiir die Tochterzellformierung und IMC-Biogenese wird
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durch die Beobachtung gestiitzt, dass in mit Oryzalin behandelten Parasiten ohne
subpellikulare Mikrotubuli der IMC zwar ausgebildet wird, diese jedoch als Fragment im
Zytoplasma vorliegt (Taraschi et al., 1998).

Die polaren Mikrotubuli entstehen durch Polymerisation von ofp-Tubulin-Dimeren um
einen Polymerisationskern aus y-Tubulin, dem MTOC. Hier entspringt ein dynamisches
Netzwerk von Mikrotubuli-Filamenten. Typischerweise sind diese mit ihrem (—)-Pol im
MTOC verankert (Morrissette und Sibley, 2002b). Mikrotubuli sind intrazellulare Tracks
fiir zwei Klassen von Motorproteinen, den Kinesinen (Transport in (+)-Richtung) und den
Dyneinen (Transport in (—)-Richtung/retrograder Transport). Diese Motorproteine
binden die Mikrotubuli und transportieren verschiedenen Zellbestandteile (Stokkermans
etal., 1996).

Wihrend eine Studie von Daher und Kollegen gezeigt hat, dass Dyneine in erster Linie
Aktin und Myosin binden (Daher et al., 2010), hat eine Studie von Fowler Dynein am
apikalen Pol des Merozoiten detektiert (Fowler et al., 2001), was einen Hinweis auf eine
Transportfunktion zu den apikalen Organellen gibt.

In Saugerzellen sind ca. 45 Kinesine beschrieben, die in 14 Superfamilien eingeteilt sind
(Wickstead et al., 2010), hingegen sind im Genom von P. falciparum lediglich neun
Kinesine kodiert, die zu den Familien 5, 8 und 13 gehoren. Diese sind allerdings kaum
untersucht. Lediglich eine Publikation zeigt Kinesin 5 als mogliche Zielstruktur eines

antiplasmodialen Wirkstoffs auf (Liu et al., 2014).

1.4 Ziel der Arbeit

Der IMC von P. falciparum ist essentiell fiir die Invasion, Replikation und Struktur des
Parasiten und somit ein Schliisselfaktor fiir dessen erfolgreiche Vermehrung im Blut des

Menschen und fiir die Ubertragung auf die Miicke.
Ziel dieser Arbeit ist die:

- funktionelle Charakterisierung des Basalkomplexes

- Untersuchung des Abbaus des IMC nach erfolgreicher Invasion
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Kapitel 2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Plasmodien- und Bakterien-Stamme

Plasmodium falciparum 3D7

Escherichia coli XL-10 Gold

Klon eines NF54 Isolates (MR4-1000)
isoliert aus einem Malaria Patienten
wohnhaft in der Nidhe von Schipol
(Amsterdam/Niederlande)

(Walliker et al., 1987)

Tetr A(mecrA)183 A(merCB-hsdSMRmrr)
173endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrAg6 relA1
lac Hte[F’proAB laclq Z AM15 Tn10 (Tetr)
Amy Camr]

2.1.2 Chemikalien und Lésungen

Tabelle 1: Chemikalien und Reagenzien

Reagenz

Hersteller/Vertrieb

Aceton
Acrylamid/Bislosung (40 %)
Agar LB (Lennox)

Agarose

Albumax Il

Ampicillin

Ammonium Persulfat (APS)
Bacto™ Hefeextrakt
Bacto™ Pepton

Bovines Serumalbumin (BSA)
Biotin

Blasticidin S

Bromphenol Blau

Concanavalin A G-250

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Gibco, Life Technologies, USA
Roche, Mannheim
Applichem, Darmstadt
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Biomol, Hamburg

Sigma, Steinheim

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Desoxynukleotide (ANTPs)

Dako Fluoreszenz Abdeckmedium

Dihydroethidium (DHE)

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline
(DPBS)

DSM1

4',6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI)
Dikaliumhydrogenphosphat
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dikaliumhydrogenphosphat
1,4,-Dithiothreitol (DTT)

Ethanol

Ethidiumbromid-Loésung 0.025 %
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethylenglykoltetraessigsaure (EGTA)
Giemsas Azur-Eosin-Methylenblaul6sung
Glukose

Glycerin

Glycin

Gentamycin

Glutardialdehyd (25 %)

HEPES

Hypoxantin

Hoechst33342

Isopropanol

Magnesiumchlorid

Methanol

MG-132

b-Mercaptoethanol

Milchpulver
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin
(Temed)

Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat
Natrimdihydrogenphosphat
Neomycin, G418

Thermo Scientific

DAKO, Hamburg
Cayman, Ann Arbor, USA
Pan Biotech, Aidenbach

BEI resources

Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Biomol, Hamburg
Ratiopharm, Ulm
Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Biomol, Hamburg
Cheomdex, Switzerland
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Percoll

RPMI (Roswell Park Memorial Institute)-
Medium

Protease Inhibitor Cocktail

Pyr-41

Rapalog (A/C Heterodimerizer AP21967)
Saponin

Sorbitol

Salzsdure

Trisbase

Tris-EDTA (TE)

Triton X-100

Tween 20

WR99210

Wasser (Ampuwa)

GE Healthcare, Sweden

Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Clontech, Mountain View, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Biomol, Hamburg

Merch, Darmstadt

Jacobus Pharmaceuticals, Maryland,
USA

Fresenius Kabi, Bad Homburg

2.1.3 Verbrauchsmaterialien und Gerate

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller/Vertrieb

Deckglaschen, 13 mm

Einwegkaniilen

Einwegspritzen

Eppendorf ReaktionsgefaBe (1,5 und 2 ml)
Falcon Zentrifugenrohrchen (15 und 50
ml)

Glasobjekttrager

Glasperlen

Kryorohrchen

Kunststoffpipetten (5,10 und 25 ml)
Kulturflaschen (50 ml)

Latexhandschuhe

Nitrilhandschuhe

Nitrocellulose Blotting Membran Protean
Parafilm® M 4 in. X 125 ft

Engelbrecht, Furth
Braun, Melsungen
Braun, Melsungen
Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Niirmbrecht-Rommelsdorf

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Niirmbrecht-Rommelsdorf
Sarstedt, Niirmbrecht-Rommelsdorf
Sarstedt, Niirmbrecht-Rommelsdorf
Shield Scientific, ND Bennekom, NL
Kimberly Clark, Koblenz-Rheinhafen
GE Healthcare

Sigma-Aldrich, Steinheim
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Pasteurpipetten
PCR-Reaktionsgefafe
ReaktionsgefaBe fiir Flow Cytometry
Petrischalen (5 und 10 ml)
Pipettenspitzen (20, 200, 1000 pl)
Pipettenspitzen (10 ul)

Skalpell

Sterilfilter (0,22 pm)
Transfektionskiivetten

Whatman Filterpapier

Tabelle 3: Gerite
Gerat/Spezifikation

Brand, Wertheim

Sarstedt, Niirnbrecht-Rommelsdorf
Sarstedt, Niirnbrecht-Rommelsdorf
Sarstedt, Niirnbrecht-Rommelsdorf
Sarstedt, Niirnbrecht-Rommelsdorf
Greiner, Solingen-Wald

Braun, Tuttlingen

Sarstedt, Niirnbrecht-Rommelsdorf
Bio Rad, Miinchen

GE Healthcare Life Science, Amersham

Hersteller/Vertrieb

Brutschrank

Eismaschine AF-10

Elektroblotter

Elektroporator Nucleofector 1l AD-1001N
Entwickler Chemidoc XRS+

Feinwaage SBA 32
Fluoreszenz-Mikroskop Axio Imager. M1,
Flieszytometer LSRII
Gelelektrophorese und SDS-PAGE
Zubehor

Hamatsu-Digitalkamera C4742-95
Inkubatoren:

Bakterien Inkubator (CO-150, CO.
Inkubator)

Plasmodien Inkubator

Magnetriihrer RSM-10HP

Mikrowelle Micromaxx MM41568
Milli-Q Reinstwasseranlage
Mikroskope:

Konfokales Mikroskop Olympus FV1000
Fluoreszenzmikroskop Axioscope 1
Lichtmikroskop Axio Lab A1

N-SIM

Binder, Tuttlingen

Scotsman, Vernon Hills, USA
Biorad, Miinchen

Amaxa Biosystems, Germany
Bio-Rad, Miinchen

Scaltec, Gottingen

Zeiss, Jena

BD Instruments, USA

Biorad, Miinchen

Hamamatsu Photonics K.K., Japan

New Brunswick Scientific

Heratherm IGS400, Thermo Scientific,
Langenselbold

PHOENIX Instrumente

Medion, Miilheim

Millipore, Bedfort, USA

Olympus, Hamburg
Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

Nikon
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Netzspannungsgerat

PCR Mastercycler

pH 211 Microprocessor pH Meter
Schiittelinkubator GFL 1083
Sterilbank Sterile Gard 11l Advance
Sterilbank Save 2020
Thermomixer

Vortex Genie 2

VarioMACs

Wasserbad

Zentrifugen:

Eppendorf 5415 D

J2-MI Ultrazentrifuge

Megafuge 1,0R, Rotor 2705
Sorvall Evolution, SS34-Rotor

Consort, Deisenhofen
Eppendorf, Hamburg
Hanna Instruments, Kehl
Eppendorf, Hamburg
Baker Company, USA
Thermo Scientific

Eppendorf, Hamburg

Scientific Industries, Bohemia NY, USA

Miltenyi Biotec GmbH, Deutschland
GFL, Burgwedel

Eppendorf, Hamburg
Beckman, Miinchen
Heraeus, Hanau

Du Pont Instruments, Bad Homburg

2.1.4 GroBenstandards, Enzyme und Oligonukleotide

Tabelle 4: GroBlenstandards, Enzyme, Oligonukleotide

Bezeichung

Hersteller/Vertrieb

1 kb DNA-Liangsstandard GeneRuler™
Protein-Langenstandard PageRuler™
prestained

FirePol DNA Polymerase [5 U/ul]
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
[2 U/pl]

T4 DNA-Ligase [3 U/pl]
Restriktionsenzyme

Oligonukleotide

2.1.5 Fertige Versuchsansatze

Tabelle 5: Kits

Thermo Scientific, Schwerte

Thermo Scientific, Schwerte

Solis Biodyne, Taipei, Taiwan
NEB, Ipswich, USA

NEB, Ipswich, USA
NEB, Ipswich, USA.
Sigma Aldrich, Steinheim

Bezeichnung | Hersteller/Vertrieb
QIAamp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden
QIAGEN Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden
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Western Blot ECL-Clarity Detektions Kit | Bio-Rad, USA
NucleoSpin Plasmid Macherey-Nagel, Diiren
NucleoSpin Extract IT Macherey-Nagel, Diiren

2.1.6 Antikorper

Tabelle 6: Primirantikorper

Antigen Organismus Verdiinnung Anwendung Quelle
GFP Maus 1:1000 Westernblot/ Roche, Mannheim
IFA

GFP Kaninchen 1:1000 IFA Thermo Scientifc

GAPM2 Maus 1:2000 IFA Dr. Kono, BNITM,
Hamburg

o-Tubulin | Maus 1:1000 IFA Roche, Mannheim

Rex1 Kaninchen 1:5000 IFA Hawthorne et al.,
2004

Tabelle 7: Sekundirantikérper

Antigen Organismus/ Verdiinnung | Anwendung Quelle
Konjugat
Maus Kaninchen/HRP 1:3000 Westernblot Dianova
Maus Ziege/Alexa 488 1:2000 IFA Molecular
Probes, Leiden,
Niederlande
Kaninchen | Ziege/Alexa 594 1:2000 IFA Molecular
Probes, Leiden,
Niederlande
Maus Esel/Alexa 647 1:2000 IFA Life
Technologies,
USA
2.1.7 Software
Tabelle 8: Software und Datenbanken
Software | Hersteller/Vertrieb
Adobe®Photoshop® | Adobe Systems, San Jose, USA
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Adobe®]Illustrator® Adobe Systems, San Jose, USA

AxioVision 40V 4.7.0.0 Zeiss

ApE plasmid editor http://biologylabs.utah.edu/orgensen/
wayned/ape/

Image Lab v 5.2.1 BioRad Laboratories

FACS Divav 6.1.3 BD Bioscience

BLAST https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

MS Office Microsoft

PlasmodDB Frei verfligbar

ImageJ/Jacob Frei verfiigbar

2.1.8 Puffer, Losungen und Medien

Tabelle 9: Medien fiir mikrobiologische Methoden

Losung Zusammensetzung

Antibiotika Ampicillin 100 mg/ml in 70 % Ethanol

LB-Medium 10 g NaCl, 5 g Pepton, 10 g Hefeextrakt; ad
11dH.0

LB-Platten 7,5 g Agar; ad 11 LB-Medium

LBavp-Medium/LBamp-Agar LB-Medium bzw. Agar wird nach

dem Autokalvieren mit Ampicillin versetzt

(Endkonzentration 100 pg/ml)

Glycerinstabilat 50 % (v/v) Glycerin in dH.O

Losung I: TFBI 4,08 g NaAc, 9,89 g MnCl2, 5,84 g NaCl,
1,47 g CaCl,, 15 % (v/v) Glycerin; ad 1 1
dH.O

Losung IT: TFBII 2,1 g MOPS, 11,03 g CaCl,, 0,58 g NaCl, 15

(v/v) Glycerin; ad 11 dH.O

Tabelle 10: Medien fiir molekularbiologische Methoden

Losung Zusammensetzung
Natriumacetat 13,6 g NaAc, pH 4,6; ad 100 ml dH,O
TE-Puffer 1,21 g Tris-HCI pH 8,0, 0,37 g EDTA
pH 8,0; ad 11 dH,O
50xTAE-Puffer 242 g Trisbase, 57,1 ml Eisessig, 100 ml
0,5M
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6xDNA-Probenpuffer

Tabelle 11: Medien fiir zellbiologische Meth

Losung

EDTA; ad 11dH.O
2,5 % Bromphenolblau, 2,5 % Xylencyanol,
40 % (v/v) Glycerin; ad 1 1 dH,O

oden

Zusammensetzung

RPMI-Komplett Medium

Amaxa Transfektionspuffer

Giemsa-Losung (10 %)
Synchronisations-Losung

Kryo-Stabilisierungs-Losung

Auftau-Losung
Selektiver Lysispuffer

Blutkonserve

WR99210 Stock-Losung
Blasticidin S (BSD) Gebrauchs-Losung

G418 Gebrauchs-Losung

DSM1 Stock-Losung (50x)

Fixier-Losung

Permeabilisierungs-Losung
Blockierungs-Losung
Percoll-Losung

Rapalog (AP21967)-Losung
FAC Stop-Losung

15,87 g RPM11640, 0,218 g Glukose, 10 g
AlbumaxII, 27,2 mg Hypoxanthin, 0,5 ml
Gentamycin (40 mg/ml), pH 7,4; ad 1 1
ddH.O

90 mM NaPO,, 5 mM KCl, 0.15 mM CacCls,,
50 mM HEPES, pH7.3 in dH.O, sterile
filtered

10 ml Giemsa + 90 ml H.0

200 g D-Sorbitol; ad 11 dH.O

37,8 g D-Sorbitol, 8,1 g NaCl, 35 %
Glycerin; ad 11 dH.O

35 g NaCl; ad 11dH.O

0,3 % (w/v) Saponin in 1xPBS

humanes Erythrozytenkonzentrat der
Blutgruppe o+ (Blutbank Eppendorf,
Hamburg)

7,89 mg (20 mM) in 1 ml DMSO

5 mg/ml BSD in RPMI Medium

steril filtriert

50 mg/ml in RPMI Medium

steril filtriert

187,5 mM DSM1 in DMSO

2 ml 10 % Formaldehyd, 1,5 ul 25 %
Glutaraldehyd, 500 pl 10xPBS; ad 5,0 ml
dH.O

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

1,5 g BSA; ad 50 ml 1xPBS

90 % (v/v) Percoll, 10 % (v/v) 10x PBS

500 mM in Ethanol

0.5 ul Glutaraldehyde (25 %)

in 40ml RPMI Medium
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Tabelle 12: Medien fiir biochemische Methoden

Losung Zusammensetzung

Elektrophoresepuffer 250 mM Tris base, 1.92 M Glycine, 1 %
(w/v) SDS in dH.O

Trenngelpuffer 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 in dH.O

Sammelgelpuffer 1M Tris-HCIL, pH 6.8 in dH20

Ammonium persulfate (APS) 10 % (w/v) in dH.,O

6 x SDS sample buffer 375 mM tris HCI pH 6.8, 12 % (w/v) SDS,

60 % (v/v) Glycerol, 0.6 M DTT, 0.06 %

(w/v) Bromophenolblau

Westernblot-Transferpuffer (10X) 250 mM Tris-Base, 1.92 M Glycerol, 0.1 %
(w/v) SDS in dH.O

Westernblot-Transferpuffer (1X) 10 % 10xWesterblot-Transferpuffer, 20 %
Methanol in dH,O

2.1.9 Vektoren und Oligonukleotide

SLI-Vektor (Birnbaum et al., 2017)

Dieses Plasmid beruht urspriinglich auf dem pARL 1a-GFP—-Vektor (Crabb et al., 2004a)
und wurde genutzt, um ein gene of interest (GOI) iiber homologe Rekombination schnell
und effizient endogen mit GFP zu fusionieren. Die zu integrierende Gensequenz wird tiber
die Restriktionsschnittstellen notl/mlu1 in den Vektor kloniert.

Der Vektor kann zunidchst in E. coli transformiert werden, wo das p-Laktamase
Resistenzgen die Selektion der transformierten Zellen mithilfe des Antibiotikums
Ampicillin ermoglicht. Auf dem Plasmid kodieren weiterhin die beiden Selektionsmarker
humane Dehydrofolat Reduktasse (hDHFR) und die Neomycin Phosphotransferase II.
Nach Transfektion in P. falciparum erfolgt die Expression der hDHFR, die Resistenz
gegen WR99210 vermittelt. Die Neomycin Phosphotransferase II wird erst nach der
korrekten Integration des GOI und dessen Expression unter dem endogenem Promoter
exprimiert. Vermittelt wird dies iiber ein sogenanntes Skip-Peptid. Die Selektion von
Parasiten mit integriertem Plasmid wird durch Zugabe von Neomycin (G418) erreicht.

In dieser Arbeit werden ebenfalls zwei modifizierte Plasmide verwendet. Der
SLI_2xFKBP_GFP Vektor besitzt zusatzlich zwei FKBP-Doménen zwischen GOI und GFP,
der 8.pSLI_1406300_GFP_glmS_m9g Vektor kodiert zusitzlich das glmS-Ribozym. Bei
diesen beiden Vektoren wird das GOI {iber die notl und avrll Schnittstelle in den Vektor

eingebracht.
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Tabelle 13: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz

PA5s5sense GGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGG

PA_as CAGTTATAAATACAATCAATTGG

GFP272as CCTTCGGGCATGGCACTC

Kinesin 5 s 933 bp Not GCGCGCGGCCGCATGGATCAAGGTCATGATC

K5 TGD 1l Mlul 1239 bp GCGCACGCGTGATACATATCATTATTCCTATTTT
TATCTAC

kins TGD as mlul GCGCACGCGTCTCATCTACTATTTGGTAAATATAATTA

Kinesing inte check 1226
Kinesin 7 as avrll
Kinesin 7 s 999 bp Not
Kinesin 7 intecheck 1285
Kinesin-8 as avrll
Kinesin 8 intecheck 976

Kinesin 8.2 as avr

Kinesin 8.2. 1052 bp notl

Kinesin8.2 intecheck 1612 bp
Kinesin 8.2 TGD notl

Kinesin 8.2 TGD 346 bp

Kinesin 13 as avrll
Kinesin 13 s 1033 bp Not
Kinesin 13 intecheck 1330

Kinesin 13 TGD s avrll

Kinesin 13 TGD as mlul
Kinesin-19 s 1071bp notl
Kinesin-19 as avr 1l
Kinesin 19 inte check 1369
Morn1 notl s

Morn1 avrll k-s as

TTG

ATGAATTTTATCTAAATATAAAGGATG
GCGCCCTAGGATGTAACATTTGATTAC
GCGCGCGGCCGCTTAGAAAATGAGGGAAACAG
GGAATTAGTAGAATCCATATCTG
GCGCCCTAGGTTTCTTTGAAGTGATCGGAAC
TATTATATCACAAATTTGGTG
GCGCCCTAGGCATTTTCTTTTTAATTTTTTTTTITC
TTTACATATAAAG
GCGCGCGGCCGCATAAGGTCGGATTATCTGCCG
AAGG
ACAAGATATTACTATGTATGATCAACTTGTC
GCGCGCGGCCGCTAAATGTATGTATGTATACATA
TGAGCAC
GCGCACGCGTTTATATTATTATTTATATATTTTG
TG

GCGCCCTAGGTTTTTTGTGTATATTGTTG
GCGCGCGGCCGCTGATTATTGTCACAATG
TATTATTCAAAATAGGAACGATTTTG
GCGCGCGGCCGCUAATTTAAGAAAACGATGCAG
CAG
GCGCACGCGTACCGTATCATCAAAAACTTTATC
GCGCGCGGCCGCTATATAATAAAAGAAATAG
GCGCCCTAGGTTCAAACTTCCTAATGGATC
TATTGAATTTGATAAATATAACAG
GCGCGCGGCCGCGATGTATATATAGGAG
GCGCCCTAGGCAAGTCGGGGTCGTTCC
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Mal13P1.228 as Avrll
Mal13P1.228 s notl

PfBTP1 notl s ksidew
BTP1 s not 1071bp

BTP1 as avrll

BTP2 s 1074 notl

BTP2 as avrll

HAD2 s notl 285bp

HAD2 as avrll

Morn not s 852 bp

Morn as avr

Morn1 TGD not s

Morn1 TGD mlul as

HAD2 TGD not s
HAD2 TGD mlul as

2.2 Methoden

GCGCCCTAGGTATCAATACTGTATTATCCTTAAC
GCGCGGTACCATGGAGAAAATAGAGAAAAATTT
TG

GCGCCCTAGGTTTAGTTGATACTGAT
GCGCgcggecgc TAAGAAAATGAAAAGGAAACACA
AAACATG
GCGCcctaggTTTAGTTGATACTGATTTTTTTATAT
TTTTTTC
GCGCgcggecgcTAAGGTGTAAAAAATGATGGTGT
AAAAAATG
GCGCcctaggTTTTTTTTTATTTTTTTTTCTGTTATT
TTTTTTGTTGCTTTTATTCTT

GCGCgcggecgc TAAGTTCAAGGTATACCGAATCGT
GCAGTG
GCGCcctaggTACATTCTTAATAGAATTATAATTTT
TATAC

GCGCgcggeecgc TAATGGGAGAATGGGAAGATAAA
TGGATTTGG
GCGCcctaggTAACAAGTCGGGGTCGTTCCAGGGG
GAAG

GCGCgcggecgc TAAACTGAAGTAACACACTGCTAC
AATGG
GCGCacgcgtTTCATATTTATCACCATTATTATAAC
GCGCgcggecgc TAAGATAGAATGAAATGTGTCTAC
GCGCacgcgtAGGTTTATTGTATAATAAATTGTTAT
TAC

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Sterilisation von Losungen und Geraten

Die in den folgenden Versuchen verwendeten Losungen und Gebrauchsgegenstinde

wurden bei 12 °C und 1,5 bar Dampfdruck sterilisiert. Zum Sterilisieren von hitzelabilen
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Fliissigkeiten wurden diese unter Verwendung einer PorengréBe von 0,2 pm steril filtriert.

2.2.1.2 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

(Hanahan, 1983)

Zur Herstellung sogenannter ,,chemisch kompetenter” Escherichia coli-Bakterien, die zur
Aufnahme und Vervielfialtigung von Plasmid-DNA fihig sind, wurde ein Protokoll von
Hanahan verwendet. Hierbei wird durch die Calcium-Chlorid-Methode die
Plasmamembran und Zellwand der Bakterien destabilisiert, um die Effizienz der
Aufnahme von Fremd-DNA zu steigern.

Hierfiir wurden 10 ml einer 20 ml E. coli XL10 Gold-Ubernachtkultur in 200 ml LB-
Medium tiberfithrt und bei 37 °C unter Schiitteln bis zu einer OD600 von 0,5-0,6
kultiviert. Im Anschluss wurden die Bakterien bei 2400 g fiir 20 min bei 4 °C geerntet und
das entstandene Bakterienpellet in 60 ml eiskalter TFB1-Losung resuspendiert und fiir 10
min auf Eis inkubiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt und Resuspension in 8
ml TFB2-Losung. AbschlieBend wurden die Bakterien aliquotiert (100 pl/1,5 ml
Eppendorf-GefaB) und bei —80 °C bis zu ihrer Verwendung gelagert.

2.2.1.3 Anzucht und Lagerung von E. coli

E. coli werden auf LB-Agarplatten bzw. in LB-Medium kultiviert. Zur Selektion von
Bakterien mit aufgenommenem Plasmid wurde das Antibiotikum Ampicillin in einer
Endkonzentration von 100 pg/ml im Medium verwendet.

Die Isolation von Einzelkolonien erfolgte durch Ausstreichen einer Fliissigkultur auf
LBamp-Agarplattten und Inkubation bei 37 °C iiber Nacht. Zur Vervielfiltigung der
Plasmide wurden die vereinzelten Bakterien dieser Kultur in entsprechende Mengen
LBamp-Medium gegeben (2 ml fiir eine Mini-Praparation und 200 ml fiir eine Midi-
Praparation) und bei 37 °C und 1000 rpm im Schiittler iiber Nacht kultiviert.

Zur dauerhaften Lagerung von E. coli wurden 500 pl einer Ubernachtkultur in 500 ul

50%iges Glycerol gegeben und bei —80 °C gelagert.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

(Mullis und Faloona, 1987)

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten von genomischer Parasiten-DNA wird die
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) genutzt. Hierfiir wurden spezifische Oligonukleotid-
Paare verwendet, welche in Tabelle 13 (Abschnitt 2.1.9) aufgelistet sind. Fiir eine
praparative PCR, mit dem Ziel einer nachfolgenden Klonierung, wurde die Phusion®-
Polymerase (NEB) verwendet, da diese eine Korrekturlesefunktion besitzt. Fiir analytische
PCRs, zum Nachweis von spezifischen DNA-Fragmenten, wurde hingegen eine Firepol®-
Polymerase (Solis Biodyne) genutzt.

Die Zusammensetzung des standardisierten Reaktionsmixes fiir die praparative sowie fiir

die analytische PCR ist in Tabelle 14 aufgefiihrt.

Tabelle 14: Standardisierte Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir die
priaparative sowie fiir die analytische PCR

Praparative PCR Analytische PCR
Reaktionspuffer (5x) 10 ul 2 ul
MgCl2+ - 1l
dNTPs (10 mM) 5ul 1l
Oligonukleotid (10 uM) je2ul Je 0,2 ul
Polymerase (2 U/ul) 0,2 ul (2 U/ul) 0,05 (5 U/ul)
Ausgangs-DNA 50 ng 1/4 Kolonie
ddH.0 Ad 50 ul Ad1opl

Die Sperzifikationen der PCR, d. h. die Dauer und Anzahl der verwendeten Zyklen sowie
die verwendeten Temperaturen wurden an die Primer, die verwendete Polymerase und
das zu amplifizierende Fragment angepasst. Ein beispielhaftes Programm ist in Tabelle 15

aufgefiihrt.

Tabelle 15: PCR-Programm

Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 95 °C 2 min
Denaturierung 95 °C 30 sec
Annealing (25-30 Zyklen) 42 — 60 °C 30 sec
Elongation 52 —72°C x min (1 min/1 kbp)
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Nachfolgend wurden die PCR-Fragmente mittels Agarose-Gelelektrophorese (Abschnitt

2.2.2.8) auf ihre korrekte Grof3e hin untersucht

2.2.2.2 PCR-Produktaufreinigung

Zur Aufreinigung von PCR-Produkten, aber auch von verdauten PCR-Fragmenten und
Vektoren wurde das NucleoSpin Gel and PCR clean up® Kit von Marcherey-Nagel
benutzt. Hierfiir wurde nach Anweisung des Herstellers gearbeitet und anschlieBend das

DNA-Fragment in der entsprechenden Menge Wasser eluiert.

2.2.2.3 Restriktionsverdau und Ligation von PCR-Produkt und
Vektor

DNA-Rekombinationstechniken nutzen verschiedene Enzyme um PCR-Produkt und
Vektor miteinander zu rekombinieren. Restriktionsenzyme werden genutzt, um
einzelstringige DNA-Uberhinge zu erzeugen. Diese konnen mithilfe von Ligasen in
Vektoren ligiert werden. Des Weiteren wurden analytische Verdaue genutzt, um die
korrekte Zusammensetzung von Vektoren zu testen.

Fiir einen Verdau wurde ein Reaktionsansatz von 50 pl gewahlt. Hierzu wurden jeweils 1
pl des gewiinschten Restriktionsenzyms sowie 5 pl des jeweils optimalen 10xXNEB Puffers
verwendet. Basis bildete jeweils das in Wasser eluierte PCR-Produkt, bzw. der Vektor.
Nach einem 1-stiindigen Verdau bei 37 °C wurden die DNA-Fragmente aufgereinigt und in
die Ligation eingesetzt. Fiir analytische Verdaue erfolgte die Kontrolle der
Restriktionsfragmente mithilfe eines Agarosegels.

Die Ligation erfolgte mithilfe der T4 Ligase. Plasmid und PCR-Fragment wurden im
Verhiltnis von 1:10 eingesetzt und unter Zugabe von 1 pl 10xPuffer und 1 pl Ligase fiir 20
min bei RT ligiert.

Die genutzten Vektoren sind in Abschnitt 2.1.9 aufgelistet.

2.2.2.4 Transformation von DNA in E. coli

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

Die Vervielfiltigung von Plasmiden erfolgte in E. coli vom Stamm XL-Gold. Hierfiir
werden die Plasmide zuerst durch Transformation in kompetente E. coli iibertragen und
dann mithilfe eines Selektionsmarkers selektioniert.

Die Transformation erfolgte iiber die Hitzeschock-Methode. Hierfiir wurde der
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Ligationsansatz aus Abschnitt 2.2.1.7 mit 100 ul kompetenten E. coli fiir eine Minute auf
Eis inkubiert und dann durch einen 45-sekiindigen Hitzeschock (42 °C) die Aufnahme der
Plasmide durch die Bakterien induziert. Nach einer 1-miniitigen Regenerationsphase auf
Eis wurden die Bakterien fiir 30 min in LB-Medium ohne Selektionsmarker bei 37 °C
geschiittelt, um sie dann auf LB-Amp-Platten auszuplatieren und iiber Nacht im Inkubator

bei 37° C zu inkubieren.

2.2.2.5 Plasmidisolation (Mini- und Midipraparation)

Nach der Uberpriifung einer korrekten Ligation von PCR-Fragment und Vektor mittels
analytischer PCR (Abschnitt 2.2.1.5) bzw. Sequenzierung (Abschnitt 2.2.1.10) wurden die
Plasmide vervielfiltigt und dann mittels Mini- bzw. Midipraparation aufgereinigt. Hierfiir
wurden das Nucleo Spin Plasmid Kit® (2 ml Kulturansatz) bzw. das QIAfilter Plasmid
Kit® (200 ml Kulturansatz) von Quiagen verwendet. Die Aufreinigung erfolgte nach

Angaben des Herstellers.

2.2.2.6 Sequenzierung der Plasmide

Zur Uberpriifung der korrekten Sequenz und Klonierung des Inserts in den Vektor wurde
das Plasmid durch das Seqlab Labor in Gottingen sequenziert. Ausgelesen wurden jeweils
ca. 1000 Basenpaare nach einer Fluoreszenzfarbstoff-basierten Methode. Hierfiir wurden
3 ul einer Plasmidpréaparation und jeweils 2 pl entsprechender Sequenzierungsprimer in

einem Gesamtansatz von 15 pl eingeschickt.

2.2.2.7 Isolierung genomischer DNA

Um bei der Generierung von stabil integrierten Zelllinien die korrekte Integration des
Plasmids in den genomischen Lokus von P. falciparum zu bestéitigen wurde genomische
DNA isoliert. Hierfiir wurden 5 ml Parasitenkultur geerntet und fiir 3 min bei 1800 g
zentrifugiert. Die Isolierung der genomischen DNA erfolgte mit dem QIAamp DNA Mini

Kit® nach Gebrauchsanweisung.
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2.2.2.8 Agarose-Gelelektrophorese

(Garoff und Ansorge, 1981)

Der Erfolg von PCR und Restriktionsverdau wurde iiber eine analytische Agarose-
Gelelektrophorese iiberpriift. Nach Anlegen eines elektrischen Feldes erfolgt hierbei die
Auftrennung der doppelstringigen DNA-Fragmente nach ihrer GréBe aufgrund von
unterschiedlichen Wandergeschwindigkeiten im Gel.

Fiir ein 1%iges Agarosegel wurde 1 g Agarose in 1XTAE-Puffer in der Mikrowelle
aufgekocht. Zu der Losung wurde Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 1 pug/ml
gegeben und in eine Agarose-Gelkammer mit entsprechenden Kimmen gegossen. Nach
vollstindigem Aushirten des Gels wurde dieses in eine mit 1xTAE-Puffer gefiillte
Agarosekammer gegeben und mit den mit 6xLaufpuffer versetzten Proben beladen. Die
Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte fiir 30 min bei einer Spannung von 100 V. Das
in die DNA interkalierende Ethidiumbromid wurde nach Anregung durch UV-Licht
sichtbar gemacht und die Gro8e der Fragmente durch einen mitgelaufenen
GeneRuler™1kb DNA-GréBenstandard bestimmt.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Kultivierung von P. falciparum

(W. Trager und J. B. Jensen, 1976)

Die P. falciparum (Stamm 3D7) Blutzellkultur wurde in Petrischalen mit einer Gré8e von
15x60 mm (5 ml Volumen) oder 14x90 (10 ml Volumen) in RPMI-Komplettmedium unter
Zugabe von 5 % humanen Erythrozyten der Blutgruppe o+ bei 37 °C kultiviert. Um die
Gegebenheiten im menschlichen Korper nachzuempfinden, wurden in den Anzuchtboxen
ein hohes Kohlenstoffdioxidlevel und ein niedriges Sauerstofflevel hergestellt (5 % O., 5 %
CO,,90 % N.).

Die Selektion transgener Parasiten erfolgte iiber Antifolat WR99210 (3 nM), Blasticidin S
(2 ug/ml) bzw. DSM1 (0,9 uM) oder G418 (400 pg/ml).

Unter den genannten Kulturbedingungen wurden Parasitdmien von 1 % eingestellt und
jeden zweiten Tag verdiinnt. Unter Versuchsbedingungen wurden die bendétigten

Parasitimien entsprechend angeglichen.
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2.2.3.2 Giemsa-Farbung von Blutausstrichen

(Giemsa, 1904)

Zur Beurteilung von Parasitimie und Gesamtzustand der Kultur wurden Blutausstriche
angefertigt und mit Giemsa angefiarbt. Hierfiir wurden etwa 0,5 pl der sedimentierten
roten Blutzellen aus der Kultur auf einen Objekttriger gegeben und mit einem zweiten
Objekttrager ausgestrichen, sodass eine einfache Lage von roten Blutzellen entstand.
Dieser Objekttrager wurde getrocknet, fiir 30 sec mit Methanol fixiert und dann fiir
mindestens 10 min in 10%iger Giemsa-Farbelosung inkubiert. Zur Entfernung der
Farbelosung wurden die Objekttrager mit Leitungswasser abgespiilt und dann die

Parasitenkultur lichtmikroskopisch beurteilt.

2.2.3.3 Langzeit-Lagerung von Parasiten (Einfrieren und
Auftauen)

(Lambros und Vanderbert, 1979)

In fliissigem Stickstoff ist die Lagerung von Parasiten iiber Jahre mdglich. Die
mittelfristige Lagerung erfolgte bei —80 °C.

Fiir das Einfrieren der Parasiten wurde eine Parasitenkultur mit 5-8 % Ringstadien
zentrifugiert (1800 g/3 min) und das Pellet in dem doppelten Volumen Kryo-
Stabilatlosung resuspendiert. Das Einfrieren erfolgte in KryogefaBen.

Zum Auftauen wurden diese KryogefaBe in ein Wasserbad gegeben (37 °C) und dann die
infizierten Erythrozyten mit Kryo-Stabilatlosung in ein 15 ml Tube iiberfiithrt. Durch
Zentrifugation (3 min/1800 g) erfolgte die Trennung der Erythrozyten und der
Stabilatlésung und nach Verwerfung des Uberstandes wurde das Pellet in 1 ml Auftau-
Losung aufgenommen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde das Pellet
einmal mit Medium gewaschen und dann die Parasiten wieder in Kultur genommen und
ein Hamatokrit von 5 % eingestellt. Bei Bedarf erfolgte die Zugabe des Selektionsmediums

nach 24 h.

2.2.3.4 Synchronisation von Parasitenkulturen mit Percoll
und/oder Sorbitol

(Kutner et al., 1985; Lambros und Vanderberg, 1979)
Um synchronisierte Parasitenkulturen zu erhalten, werden aus gemischten Kulturen

bestimmte Entwicklungsstadien eliminiert bzw. selektioniert.
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Uber die Percoll-Methode werden Schizonten selektioniert. Hierfiir wurden 500 ul
infizierte Erythrozyten in 4 ml Medium resuspendiert und in einem 15 ml Falkon
vorsichtig auf eine 60%ige Percoll-Losung geschichtet. Nach 5-miniitiger Zentrifugation
bei 2000 rpm befanden sich die Schizonten auf der Percoll-Losung, wihrend uninfizierte
rote Blutzellen sowie Ring- und Trophozoitenstadien sich am Boden des Falcons
absetzten. Die Schizonten wurden mithilfe einer 10 ml Pipette in ein neues Reaktionsgefal3
iiberfithrt und einmal mit Medium gewaschen, bevor sie wieder in Kultur genommen
wurden.

Hingegen werden durch die Synchronisierung mit 5%iges D-Sorbitol Parasiten des
Trophozoiten- und Schizontenstadiums abgetotet. Ursache hierfiir ist die Induzierung
eines osmotischen Schocks. Lediglich die Ringstadien (0—18 h nach Invasion in den
Erythrozyten) iiberleben. Hierfiir wurden die infizierten Erythrozyten pelletiert (1800 g/3
min) und pro 500 pl Erythrozyten 2,5 ml 5%iges D-Sorbitol hinzugegeben. Nach
7miniitiger Inkubation bei 37 °C folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt und die
Parasiten wurden unter Standardbedingungen wieder in Kultur genommen.

Um unter Versuchsbedingungen ein moglichst enges Zeitfenster in der Entwicklung der
Parasiten zu erhalten, wurden diese beiden Methoden kombiniert. Hierfiir wurden aus 10
ml einer Parasitenkultur {iiber einen 60%igen Percoll-Gradienten die spiten
Schizontenstadien gewonnen. Die Reinvasion dieser erfolgte bei 37 °C auf dem Schiittler
(600 rpm). Hierfiir wurden die Schizonten in 900 pl Medium aufgenommen und 8o pl
frisches Blut hinzugegeben. Nach 30 min auf dem Schiittler wurden die Parasiten wieder
in Kultur genommen (4 ml Medium/2 % Hamatokrit/15 mm Petrischale).

Nach 2—4 h wurde die Kultur mit 5 %igem D-Sorbitol synchronisiert, um das Zeifenster

der Reinvasion auf den genannten Zeitraum zu beschrianken.

2.2.3.5 Transfektion von P. falciparum

(Crabb und Cowman, 1996; Deitsch et al., 2001; Moon et al., 2013; Wu et al., 1995)

Fiir die Transfektion von Parasiten wurde das Amaxa System benutzt. Hierfiir wurden 50
pg DNA einer Plasmi-Midi-Praparation prazipitiert indem zu einer entsprechenden
Menge Midi-Préaparation 1/10 Volumen Natriumacetat und 3 Volumen 100%iges Ethanol
hinzugegeben wurden. Dann wurde das ReaktionsgefiB bei 16000 g fiir 10 min
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und das Pellet mit 70%igem
Ethanol gewaschen. Daraufhin wurde wiederum zentrifugiert (5 min bei 16000 g) und
nach Verwerfen des Uberstandes das Pellet an der Luft getrocknet. Dieses wurde dann in
10 pl sterilem TE resuspendiert und stand zur Transfektion zur Verfiigung.

Fiir die Transfektion wurden spéte, bereits segmentierte Schizonten mittels der Percoll-
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Methode (siehe Abschnitt 2.2.3.3) geerntet. Nachfolgend wurden 10 pl der Schizonten in
90 pl vorgewiarmtes Amaxa-Transfektionspuffer aufgenommen und mit der DNA-LGsung
in eine Elektroporationskiivette {iberfiihrt. Fiir die Elektroporation wurden der
Nucleofaktor II AAD-1001N und das Programm U-033 genutzt. Nach der Elektroporation
wurden die Parasiten in ein 2 ml Reaktionsgefal iiberfiihrt, in dem bereits 200 pl Medium
und 300 pl uninifizierte rote Blutzellen vorgewarmt wurden. Dieses wurde bei 37 °C unter
Schiitteln fiir 30 min inkubiert. AbschlieBend wurden die Parasiten in eine 5 ml
Petrischale iiberfiihrt und in 5 ml Kulturmedium kultiviert. Einen Tag spater wurde die
entsprechende Selektionsdroge dazugegeben und fiir fiinf Tage tdglich das Medium

gewechselt, danach, bis zum Erscheinen der ersten Parasiten, jeden zweiten Tag.

2.2.3.6 Selektionierung transgener Parasiten mittels der
selektionsgekoppelten Integration (SLI)

(Birnbaum & Flemming et al., 2017)

Zur endogenen Integration von Genen wurde die selektionsgekoppelte Integrations-
Methode (selection linked integration, SLI) genutzt.

Hierfiir wurden Kulturen verwendet, die ein episomales Plasmid tragen und bereits iiber
WR99210 selektiert wurden. In diesen Kulturen wurde eine Parasitimie von 2-5 %
eingestellt und G418 in einer finalen Konzentration von 500 pg/ml hinzugegeben. Dann
wurde fiir 7 Tage tiglich das Medium gewechselt, danach im zweitagigen Wechsel. Wenn
keine Parasiten in der Kultur gewachsen sind, wurde diese nach 60 Tagen verworfen.
Wurde das Erscheinen von Parasiten in der Kultur beobachtet wurde diese geerntet und
gDNA mit dem QIAamp DNA Mini Kit isoliert und die korrekte Integration des Plasmids
in das Genom des Parasiten iiber eine PCR bestitigt.

Wurde dann noch das Wildtyp-Gen in der Kultur nachgewiesen wurde wiederum fiir 2
Zyklen mit WR99210 selektioniert und die PCR wiederholt.

Um die Essentialitat von Proteinen zu testen wurde die SLI targeted gene disruption(SLI-
TGD)-Methode verwendet. Hierfiir wurden an drei aufeinanderfolgenden Tagen jeweils
zwei Kulturen unter G418 Selektion gesetzt. Wurde kein korrekt integriertes Plasmid

erhalten, wurde die Kultur nach 60 Tagen verworfen und das Gen als essentiell deklariert.

2.2.3.7 Parasitenaufreinigung aus einer Erythrozytenkultur

(Umlas und Fallon, 1971)

Zur Aufreinigung von Parasiten wird das Glycosid Saponin verwendet. Dieses zeigt eine
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hamolytische Aktivitdt, indem es die Membranpermeabilitit beeinflusst und so die Lyse
der Erythrozyten verursacht. Da ebenfalls die parasitophore Vakuole lysiert wird, erhalt
man ein reines Parasitenpellet.

Zur Aufreinigung wurden 10 ml Blutkultur bei 1500 g fiir 5 min abzentrifugiert und das
entstehende Erythrozytensediment in 1 ml 0,03%iges Saponin pro 500 pl Erythrozyten
aufgenommen. Nach 10miniitiger Inkubation auf Eis wurden die freigesetzten Parasiten
pelletiert (5 min, 10000 g) und nachfolgend 3x mit eiskaltem 1xPBS gewaschen. Das Pellet
wurde fiir die Westerblot-Analysen in der entsprechenden Menge reduzierendem
4xProbenpuffer aufgenommen und 5 min gekocht und das Pellet bis zur Verwendung bei

—20 °C gelagert.

2.2.3.8 Anreicherung von P. falciparum uber eine
magnetische Saule (Variomacs)

Aufgrund der magnetischen Eigenschaften des Himozoins, ein Abbauprodukt welches bei
der Verstoffwechselung des Wirtszell-Hamoglobins entsteht und sich im Verlauf der
Entwicklung des Parasiten sammelt, lassen sich reife Parasitenstadien {iber eine
magnetische Saule anreichern.

Zu Beginn wurde die Saule (CS, Milteny) in die Apparatur (Variomacs™) eingespannt und
mit PBS und Kulturmedium (ca. 50 ml) &quilibriert. Wiahrenddessen wurde die
Parasitenkultur pelletiert (10 min, 1500 rpm, ohne Bremse). Das Pellet wurde 1:2 mit
Kulturmedium verdiinnt und auf die Siule gegeben. Hierbei wurde die
Laufgeschwindigkeit gering eingestellt, sodass ein langsamer Fluss durch die Siule
gewihrleistet war. Im Anschluss wurde die Siule mit Kulturmedium gewaschen, bis alle
uninfizierten Erythrozyten aus der Sidule entfernt waren und die Siule wurde aus der
Apparatur entfernt. Die Schizonten wurden in 5 ml Medium eluiert und bei 1500 rpm 10

min ohne Bremse pelletiert und weiterverwendet.

2.2.3.9 Mislokalisation von Proteinen in P. falciparum

(Birnbaum & Flemming et al., 2017)

Fiir die funktionelle Inaktivierung von Proteinen wurden diese im Parasiten mislokalisiert.
Hierfiir wurden Parasiten genutzt, welche das zu untersuchende Protein gekoppelt an eine
2xFKBP-Domine (11kDa) sowie GFP endogen exprimieren. In diese Parasiten wurde ein
episomales Plasmid transfiziert, welches eine Lokalisationsdoméne sowie FRB-Doménen

und mCherry exprimiert. Als Lokalisationsdoméne wurde entweder 3xNLS (Nukleidres

43



Material und Methoden

Lokalisationssignal = Zellkern) bzw. der N-Terminus der Lyn Kinase (=
Parasitenplasmamembran) verwendet. Die Plasmide wurde mit 2 pg/ml Blasticidin S oder
0,9 uM DSM1 selektioniert. Im Falle von Blasticidin wurde die Konzentration auf 9—18
uM angehoben (Epp et al., 2008).

Die Mislokalisation von Proteinen wurde iiber die Zugabe von Rapalog (AP21967,
Clontech) in einer finalen Konzentration von 250 nM induziert. Als Folge dimerisieren die
FRB- und die FKBP-Domine und das zu untersuchende Protein wird von seinem Wirkort
mislokalisiert.

Die Mislokalisation des Proteins wurde mikroskopisch bestitigt und die Auswirkung auf
das Wachstum des Parasiten mittels einer Wachstumskurve iiber 96 h bestimmt
(Abschnitt 2.2.3.10). Hierfiir wurde eine Parasitenkultur auf zwei Schalen aufgeteilt.
Wihrend eine mit Rapalog behandelt wurde, diente eine unbehandelte Schale als

Kontrolle.

2.2.3.10 Wachstumskurve mittels Durchflusszytometrie
(FACs)

(Malleret et al., 2011)

Zur Bestimmung der Proliferation einer Parasitenkultur iiber einen bestimmten Zeitraum
wurden Wachstumskurven mittels Durchflusszytometrie erstellt.

Hierfiir wurde die Kultur auf eine Anfangsparasitdmie von 0,1 % eingestellt. Diese wurde
dann unter Standardbedingungen kultiviert und alle 24 h an 5 aufeinanderfolgenden
Tagen die Parasitimie der Kultur mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Hierfiir wurde
der homogenisierten Kultur 20 pl Probe entnommen und mit 80 pul Medium, welches
zuvor mit 1 ul DHE und 1 pl Ho33341 versetzt wurde, 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Dann wurden 400 pl FACs-Stopplosung hinzugegeben und die Parasitamie der

Probe mit einem LSRII bestimmt. Das Gating ist in Malleret et al., (2011) beschrieben.

2.2.3.11 Biotinylierung von Proteinen in P. falciparum

Fiir die Identifikation von Protein-Interaktionspartnern iiber die BioID (proximity based
biotinylation) werden groBe Mengen an Parasitenkultur geerntet und {iber
Massenspektrometrie die Biotin-markierten Proteine analysiert.

Hierfliir wurde das Zielprotein im Parasiten mit GFP sowie einer 2xFKBP-Domine
fusioniert. In diesen Parasiten wurde ebenfalls die Biotinligase BirA*_2xFRB_mCherry

iiberexprimiert.
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Fiir die Biotinylierung wurden streng synchronisierte Parasiten (siehe Abschnitt 2.2.3.4)
in drei 50 ml Zellkulturflaschen kultiviert. Im Trophozoitenstadium, 24 h vor der Ernte
der Parasiten, wurden diese jeweils gesplittet und mit Biotin in einer Endkonzentration
von 50 mM behandelt. Gleichzeitig wurde in 3 Zellkulturflaschen (,+ Rapalog“) im
Parasiten die Dimerization von BirA*_2xFRBmCherry und der 2xFKBP_GFP-Domine
durch Zugabe von Rapalog in einer Endkonzentration von 250 nM induziert.

Im spaten Schizontenstadium erfolgte die Ernte der Parasiten. Hierfiir wurden die
Schizonten mithilfe des Variomacs angereichert, lysiert, die biotinylierten Proteine isoliert

und massenspektrometrisch analysiert.

2.2.3.12 Fixierung von Parasiten fur die Immunfluoreszenz-
Analyse (IFA) mittels Formaldehyd/Glutaraldehyd-
Fixierung

(Tonkin et al., 2004)

Die Validierung der Lokalisation von Proteinen im Parasiten erfolgt fluoreszenz-
mikroskopisch nach deren Fixierung.

Hierfiir wurden 5 ml einer Parasitenkultur geerntet (1500 rpm/3 min) und in 1 ml einer
Fixierlosung (siehe Tabelle 11) aufgenommen und fiir 30 min inkubiert. Die Fixierlosung
wurde iiber drei Waschschritte mit 1 x PBS (2 min/3400 rpm) ausgewaschen. Dann
erfolgte die Permeabilisierung der Membran mit 0,1 % Triton. Nach 10 min wurden die
Parasiten wiederum pelletiert, 3x mit PBS gewaschen und 1 h mit 3%iger BSA-LGosung
blockiert. Direkt im Anschluss erfolgte die Inkubation des Primérantikdpers (Tabelle 6)
fiir 1 h bei RT oder bei 4 °C iiber Nacht. Nachdem wiederum 3x mit PBS gewaschen wurde,
erfolgte die Inkubation des sekundiren Antikorpers (Tabelle 7) fiir 30 min. Bei dem
letzten der darauffolgenden drei Waschschritte wurde DAPI in einer Konzentration von
1:1000 hinzugegeben, um den Zellkern der Parasiten zu markieren. Das Parasitenpellet
wurde dann in 40 pl PBS aufgenommen und bis zur mikroskopischen Analyse (siehe

2.2.5.2) bei 4 °C gelagert.
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2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 Aufreinigung Dbiotinylierter Proteine fiir die
Massenspektrometrie

Zur Aufreinigung wurden ausschlieBlich Reaktionsgefie der Firma Eppendorf bzw.
Falcon genutzt. Weiterhin wurde zur Herstellung der Puffer Ampuwa dH.0 genutzt. Alle
Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefiihrt.

Die biotinylierte Parasitenkultur (beschrieben in Abschnitt 2.2.3.11) wurde geerntet und
mithilfe von Saponin lysiert. Das entstandene Parasitenpellet wurde in ein 2 ml
ReaktionsgefaB iiberfithrt und wiederholt mit DPBS gewaschen (16000 g/3 min). Die
anschlieBende Lyse erfolgte in 2 ml Puffer (Lysis Puffer: 50 mM Tris-HCIl/pH 7.5, 500 mM
NaCl, 1 % Triton + frisch hinzugefiigtes 1 mM DDT, 2xProteaseinhibitor-Cocktail und 1
mM PMSF). Die Lysate wurden bei —80 °C bis zur finalen Aufbereitung gelagert.

Um eine effiziente Aufreinigung zu erreichen, wurden beim Auftauen insgesamt zwei
sogenannte Frost-Tau-Zyklen durchgefiihrt. Nach einem Zentrifugationsschritt (16000 g/
10 min) wurde der Uberstand in ein 15 ml Falcon-ReaktionsgefaB iiberfiihrt und 1:2 mit
50 nM Tris-HCl pH 7,5, 2xProteaseinhibitor-Cocktail, 1 mM PMSF verdiinnt.
AnschlieBend wurden 50 pl gewaschene und in 50 nM Tris-HCI, pH 7,5 equilibrierte
Sterptavidin-Sepharose—beads (Kiigelchen aus Sepharose) hinzugegeben. Dieses Gemisch
wurde iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Hierfiir wurde das Falkon langsam rotiert.

Nach 16 h wurden die beads gewaschen. Hierfiir wurden diese erst fiir 5 min/1600 rpm
zentrifugiert, dann die beads in Eppendorf-GefaBe iiberfiihrt. Es folgten acht weitere
Waschschritte, zwischen denen die beads jeweils fiir zwei Minuten rollend inkubiert und
dann fiir 1 min/16000 rpm herunter zentrifugiert wurden. Gewaschen wurde dabei 2x mit
Lysis-Puffer, 1x Wasser, 2x Tris-HCl/pH 7.5, 3x TEAB/pH 7.5.

Nachfolgend wurde in einem neuen Reaktionsgefal3 eine Markierung in der Héhe von 200
ul angebracht, die beads in 300 ul AmBic resuspendiert und in das neue Reaktionsgefaf3
transferiert. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt und dazwischen jeweils 5 min bei
2000 g zentrifugiert. Nach dem zweiten Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand bis
zur 200 pl Markierung entfernt.

Nachfolgend wurde ein Trypsin-Verdau durchgefiihrt. Hierfiir wurde 1 g Trypsin
hinzugegeben und fiir 16 h bei 37 °C und 500 rpm auf dem Heizblock inkubiert. Nach
Ablauf der 16 h wurden weitere 0,5 g Trypsin hinzugegeben und nochmals fiir 2 h
inkubiert, dann wurde das Gemisch 5 min bei RT und 2000 g zentrifugiert.

Zur Elution wurden beads und Uberstand in 150 pl AmBic resuspendiert, auf eine Siule

gegeben und mit einem behandschuhten Finger, durch Aufbau von Druck,
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hindurchgepresst. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt. Dann wurden die beads in
150 ul CAN/TFA resuspendiert, das Gemisch 5-mal auf und ab pipettiert und in einem
separaten ReaktionsgefaB gesammelt. Auch dieser Schritt wurde wiederholt.

Zum Trocknen der Probe wurde ein SpeedVac genutzt (2—3 Stunden) und diese
anschlieBend bei —20 °C gelagert.

Die Massenspektrometrie erfolgte durch Mendy Rettel (EMBL Labor; Heidelberg).

2.2.4.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

(Laemmli, 1970)

Der Nachweis von Proteinen erfolgte nach ihrer GroBe iiber eine SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese. Das Prinzip der Gelelektrophorese beruht auf einer unterschiedlichen
Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine, aufgrund ihrer unterschiedlichen GréBe, im
elektrischen Feld. Hierbei bindet das Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) die Proteine,
entfaltet sie und verleiht ihnen eine negative Ladung, sodass sie zur positiv geladenen
Anode wandern. Zur Auftrennung wurden 12%ige Gele verwendet, die nach folgendem

Rezept hergestellt wurden:

Trenngel (12 %) Sammelgel (4 %)
Trenngel, bzw. | 1,5 ml 1ml
Sammelgelpuffer
H.o 1,2 ml 1ml
40 % Acrylamid 2,5 ml 534 ul
TEMED 5l 5ull
10 % SDS 60 ul 40 pl
10 % APS 25 ul 20 ul

Die Proben wurden mit einer entsprechenden Menge an 4xSDS-Probenpuffer fiir 5 min
gekocht und auf das Gel aufgetragen. Der Gellauf erfolgte fiir 1,5 h bei 150 V. Ein Protein-
GroBenstandard (PAGERuler™ Prestained) wurde als Referenz zur Ermittlung der

Proteingr6Ben mitlaufen gelassen.
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2.2.4.3 Westernblot

Um die in Abschnitt 2.2.4.2 aufgetrennten Proteine zu identifizieren, wurde ein
Westernblot mit spezifischen Antikorpern durchgefiihrt. Hierbei werden die Proteine
mittels eines Wet-Blots auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Dies erfolgte mittels
eines Elektroblotters bei 100 mA fiir 45 min. Danach wurden ungesittigte Bindungsstellen
auf der Membran durch einstiindiges Blockieren mit 5%igem Milchpulver aufgefiillt und
anschlieBend der Primarantikorper (siehe Tabelle 13) fiir eine 1 h inkubiert oder alternativ
bei 4 °C iiber Nacht. Die Visualisierung des spezifischen, an das gesuchte Protein
gebundenen Primirantikorpers erfolgt iiber einen Sekundarantikérper, welcher das
Enzym Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish peroxidase) gebunden hat. Die
Antikorper-Protein-Interaktion wurde iiber ein ECL-Kit, welches die Aktivitat der HRP
iiber die Umsetzung von Luminol und dessen Derivate in die oxidierte Form nachweist,
gezeigt. Die dabei entstehende Chemilumineszenz wurde iiber den Chemidoc XRS+
detektiert.

2.2.5 Mikroskopie

2.2.5.1 Fluoreszenz-Mikroskopie von Lebendprdparaten

Die fluoreszenzmikroskopische Analyse von Parasiten wird genutzt, um die Lokalisation
von Proteinen zu bestimmen. Hierfiir wurde eine Zeiss Axiolmager M1 genutzt, welche mit
einer hochauflésenden Hamamatsu Orca C4742-895 Kamera und einer Axiovision
Software (v 4.7) ausgestattet ist.

Zur Analyse der Parasiten wurden 500 pl Kultur geerntet, mit DAPI versetzt
(Endkonzentration 1 ug/ml) und fiir 5 min bei 37 °C inkubiert. Die Parasiten wurden dann
pelletiert (6000 g/1 min) und der Uberstand zum groBSten Teil verworfen. Das Pellet
wurde anschlieBend im verbleibenden Uberstand verdiinnt und 4 pl der Zellsuspension

auf einen Objekttrager gegeben, mit einem Deckgliaschen abgedeckt und mikroskopiert.

2.2.5.2 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie (IFA)

Fixierte Parasiten (Abschnitt 2.2.3.12) wurden fiir indirekte fluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen genutzt. Hierbei wurde ein Primirantikorper verwendet, der spezifisch

an das zu analysierende Protein bindet, und ein Sekundirantikorper, der an einen

48



Material und Methoden

Fluorophor (Alexa-488, Alexa-594 oder Alexa-647) gekoppelt ist. Die Analyse mit dem
Mikroskop erfolgte wie unter Abschnitt 2.2.4.1 beschrieben.

Fiir Kolokalisations-Studien wurde das Just another Colocalization Plugin (JaCoP) fiir
ImageJ (Bolte und Cordelieres, 2006) genutzt. Die Schwelle wurde so gesetzt, dass sie der
Fluoreszenz in den Originalbildern entspricht. Die daraus resultierenden Daten wurden in

Excel importiert und Scatter Plots erstellt.

2.2.4.3 Konfokale Mikroskopie

Bei der konfokalen Mikroskopie wird, im Gegensatz zur konventionellen
Lichtmikroskopie, lediglich ein kleiner Bereich der Probe durch einen Laserstrahl
angeregt. Dieser bewegt sich dabei iiber das Praparat. Die Konstruktion des Bildes erfolgt
nachtraglich. Da fast nur Licht aus einer schmalen Schicht um die jeweilige Fokusebene
enthalten ist, wird ein hoher Kontrast erzeugt.

Fiir die 3D Rekonstruktion der Zellen wurden 20—32 Ebenen (sogenannten stacks) mit
einem Abstand von (0.36 um) aufgenommen, Die Bilder wurden mit dem Programm

Imaris 6.2.0 analysiert und bearbeitet.
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Kapitel 3 Ergebnisse

3.1 Versuch der funktionellen Charakterisierung des
Basalkomplexes

3.1.1 Untersuchung der Redundanz bekannter
Basalkomplex-Proteine

Der Basalkomplex ist, wie in der Einleitung beschrieben, eine dynamische Ringstruktur,
die bei der Bildung der Merozoiten vom apikalen zum basalen Pol der sich bildenden
Tochterzellen wandert. Er stellt die duBere Begrenzung des reifenden Inneren
Membrankomplexes dar und ihm wird eine entscheidende Rolle bei der Zellteilung sowie
der Invagination der Plasmamembran wihrend der Bildung der Tochterzellen
zugesprochen. Allerdings sind bis heute lediglich fiinf Proteine, welche in dieser
Membrandomaine lokalisieren, niher beschrieben und in P. falciparum nicht funktionell
charakterisiert. Diese Proteine — Morn1 (Ferguson et al., 2008, PF3D7_1031200), HAD2
(Engelberg et al., 2016, PF3D7_1205200), BTP1 (Kono et al., 2016, PF3D7_0611600),
BTP2 (Scharf, 2016, PF3D7_0704300) und PF13_o0225 (Winkelmann, 2016,
PF3D7_1341500) — sind in Tabelle 3.1 aufgelistet (Tab. 3.1).

Um die Essentialitit bzw. Redundanz dieser Proteine zu testen, wurden die
entsprechenden Gene durch eine gezielte Gendeletionsstrategie, die mithilfe des pSLI-
Vektorsystems durchgefiihrt wurde, verkiirzt (Birnbaum et al., 2017). Hierfiir wurde
versucht ca. 300 Basenpaare der 5-kodierenden Region des Zielgens, gekoppelt mit GFP,
durch homologe Rekombination in den endogenen Lokus des Gens in das Genom zu
integrieren. Bei erfolgreicher Integration kommt es zu einer erheblichen Verkiirzung des
Ursprungsgens und zur Expression eines stark verkiirzten Proteins, welches mit hoher
Wahrscheinlichkeit damit seine Funktion verliert.

In jeweils sechs unabhingigen Versuchen wurden fiir sechs Wochen unter Neomycin-
Beigabe Parasiten selektiert, die das Plasmid integriert hatten. Konnte in diesem Zeitraum
keine Integration beobachtet werden, wurde das Gen als ,hochst wahrscheinlich
essentiell“ beziehungsweise nicht redundant eingestuft.

Wihrend vorhergehende Arbeiten zeigen, dass die Basalkomplex-Proteine PF13_0225
(Winkelmann, 2016) sowie PF3D7_0704300 (Scharf, 2017) fiir die Blutphase von P.
falciparum redundant sind, konnten fiir Morni, HAD2 und BTP1 {iber sechs Wochen

keine transgenen Parasiten mit Gendeletionen generiert werden. Damit sind diese drei
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Basalkomplex-Proteine mit hoher Wahrscheinlichkeit fiir die Merozoitenbildung von
essentieller Bedeutung. Die Daten werden unterstiitzt durch eine kiirzlich veroffentlichte
Transposon-basierte, genomweite Mutagenese-Daten, welche HAD2, Morn1 und BTP1 als
essentiell klassifiziert (Zhang et al., 2018). In dieser Studie wurde auch Pfi3_o0225 als
essentiell eingestuft, welches jedoch durch homologe Rekombination deletiert werden

kann (Winkelmann, 2016).

Tabelle 16: Ergebnisse der pSLI-basierten Gendeletionsversuchsreihen im Vergleich
zu ihrem essentiality score (Zhang et al., 2018), MIS: mutagenesis index score

Gen ID Name Protein- Struktur- Gen- MIS
grofe merkmale deletion
Morn-
PF3D7_1031200 Morni 356 aa Sequenzen X 0.36
HAD - X
PF3D7_1205200 HAD2 338 aa Doméne 0.134
PF3D7_0611600 BTP1 650 aa 4 TMD X 0.171
4 TMD v
PF3D7_0704300 BTP2 1852 aa Sp (Wilcke, 1
2017)
v
PF3D7 1341500 | PF13_ 0225 | 508 aa 1 put. TMD (Winkel- 0.239
mann,
2016)

Um die hochstwahrscheinlich essentiellen Proteine des Basalkomplexes funktionell zu
charakterisieren, wurden fiir die weitere funktionelle Charakterisierung der Proteine

verschiedene konditionelle Strategien genutzt.

3.1.2 Funktionelle Inaktivierung von Mornl und BTP1 mittels
Mislokalisation

Das knock-sideways (Haruki et al., 2008; Robinson et al., 2010) oder auch anchor-away
System beruht auf der induzierbaren Mislokalisation des Zielproteins, welches dadurch
funktionell inaktiviert wird. In der vorliegenden Arbeit wird das FKBP-FRB-
Heterodimerisierungs-System verwendet, welches durch Zugabe des Liganden Rapalog
gesteuert wird. Hierfiir werden die zu untersuchenden Proteine endogen mit einer
2xFKPB-Domine gekoppelt exprimiert. Als anchor wird die FRB-Domine in dieser Arbeit
mit einer nucleus targeting sequence (3xNLS) episomal exprimiert, welche die FRB-
Doméne in den Kern lokalisiert. Durch Zugabe von Rapalog wird eine Dimerisierung der
FRB- und der FKBP-Domine induziert und das zu untersuchende Protein in den Kern

mislokalisiert und dadurch funktionell inaktiviert (Abb. 12). Das knock-sideways-System
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ist in P. falciparum gut etabliert fiir Proteine des Zytosols (Birnbaum et al. 2017), jedoch
nicht fiir Membranproteine.
Zunichst sollte daher getestet werden, ob dieses System mit einem im Kern lokalisierten

Mislokalisierer effizient funktioniert.

A
IMC IMC
OI/A"’S. GFP
FKPR PO//A/I/j; arp 24
GFP
z\;g FKPB
FRB FRB
—
Zugabe von
Rapalog
B
bDHFR ' - JBSDIl
pARL_SLI_2xFKBP_GFP 3xNLS 2xFRBA
|:3’GOIL2xFKBPL-2
Pl —= TAA
3D7 ><
——|_Zielgen/GOI |
|
ATG TAA
3D7_GOI_2xFKBP_GFP ) ,
- - - —: | -ﬂ-
IS ‘ TAA

Abbildung 12: Das knock-sideways-System.

Das zu untersuchende Protein wird mit einer FKBP-Doméine (graues Quadrat) sowie GFP
gekoppelt. Parallel wird im Zellkern eine FRB-Domine (schwarzes Hexagon) lokalisiert. Zugabe
von Rapalog (gelber Stern) mislokalisiert das zu untersuchende Protein in den Kern. B: verwendet
Klonierungsstrategie; die letzten 300—-1000 bp des zu untersuchenden Gens werden, als homologe
Region fiir die Integration in den genomischen Lokus, in das pARL_SLi_2xFKBP_GFP Plasmid
kloniert. Nach erfolgreicher Integration wird der Resistenzmarker unter dem endogenen Promotor
des Gens exprimiert. hDHFR: humane Dehydrofolat Reduktase 2A: T2A Skip-Peptid, Neo-R:
Neomycin Phosphotransferase IT Gen, 3xNLS: Kernlokaliserungssequenz

Zur Etablierung der Methode wurden zwei Proteine des IMC gewdhlt, bei denen es sich
um periphere Membranproteine handelt: Alveolin 5 (Gould et al., 2008) und Mal13P1.228
(Kono et al., 2012). Die korrekte Integration des pSLI_Alveolin 5_2xFKBP_GFP Vektors
in den Alveolin 5 Lokus wurde mithilfe der PCR bestitigt (Abb. 13 B).
Lokalisationsstudien zeigen Alveolin 5_2xFKPB_GFP, das auch als Fusionsprotein
korrekt am IMC lokalisiert (Fig. 13 A). Wie in Abbildung 13 ersichtlich, konnte Alveolin 5
nach Inkubation mit Rapalog fiir 24 h in den Kern effizient mislokalisiert werden. Der
Pearson-Korrelationskoeffizient zur Quantifikation der Kolokalisation betitigt dies (Abb.

13 A unten).
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Abbildung 13: Mislokalisation von Alveolin 5 und Mal13P1.228.

A: Lebendzellmikroskopie von Parasiten, in denen das Protein Alveolin 5 mit einer
2xFKBP_GFP_Domine fusioniert wurde. Alveolin 5 lokalisiert in der Peripherie der reifen
Merozoiten. Nach Zugabe von Rapalog (+ Rapalog) wird das Protein an den episomal im Kern
exprimierten Mislokalisierer (ML Ncl) gezogen. Der Pearson-Korrelationskoeffizient zur
Quantifikation der Kolokalisation (r) ist im Diagramm angegeben. B: Eine PCR bestitigt die
korrekte Integration von Alvs_2xFKPB_GFP in das Genom. C: Lebendzellmikroskopie von
Parasiten in denen das Protein Mal13P1.228 mit einer 2xFKBP_GFP_Domaine fusioniert wurde.
Mal13P1.228 lokalisiert in der Peripherie der reifen Merozoiten. Nach Zugabe von Rapalog (+
Rapalog) wird der Mislokalisierer aus dem Kern an den IMC gezogen. Der Pearson-
Korrelationskoeffizient zur Quantifikation der Kolokalisation (r) ist im Diagramm angegeben. B:
eine PCR bestitigt die korrekte Integration von Mal13P1.228_2xFKPB_GFP in das Genom.
Messbalken: 2 pm.

Als zweites Protein wurde Mal13P1.228 gewihlt. Das periphere Transmembranprotein
Mal13P1.228 besitzt wie die Alveoline keine Transmembrandoménen. Auch hier wurde
zunichst die korrekte Integration des pSLI_Mal13P1.228_2xFKBP_GFP Vektors in den
Mal13P1.228 Lokus mithilfe der PCR bestitigt (Abb. 13 D). Lokalisationsstudien zeigten
auch hier, dass die Fusion von 2xFKBP_GFP an dieses IMC-Protein keinen storenden
Einfluss auf seine Lokalisation hat (Abb. 13 C oben). Interessanterweise ldsst sich jedoch
Mal13P1.228_2xFKPB_GFP nicht in den Zellkern lokalisierten; im Gegenteil wird der
Mislokalisierer an den IMC gezogen (Abb. 13 D).
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Eine Wachstumskurve iiber fiinf Tage, mit taglicher Bestimmung der Parasitimie mittels
Durchflusszytometrie, zeigt keinen negativen Einfluss der Alveolin 5-Mislokalisation auf
das Wachstum der Parasiten (siehe Anhang).

Trotz dieses Ergebnisses, welches die Anwendung des knock-sideways-Systems fiir
Membranproteine nur bedingt unterstiitzt, wurde das System fiir zwei Basalkomplex-
Proteine verwendet: fiir MORN1 und fiir das integrale Transmembran Protein BTP1.
Letzteres wurde als eine Art ,Negativkontrolle® verwendet, da es durch seine
Membranintegration nicht in den Zellkern gelangen sollte.

Die korrekte Integration des pSLI_Morni_2xFKBP_GFP Vektors in den morni-Lokus
wurde mithilfe der PCR bestétigt (Abb. 14 B). Lokalisationsstudien zeigten auch hier, dass
die Fusion von 2xFKBP_GFP an das Basalkomplex-Protein keinen stérenden Einfluss auf
seine Lokalisation hat. Eine Zugabe von Rapalog wiahrend des Ringstadiums fiihrt jedoch
nur zu einer teilweisen Lokalisation von Morn1 in den Zellkern (Abb. 14 A unten). Eine
Subpopulation von Morn1 verbleibt im Basalkomplex und ist nicht mislokalisierbar (Abb.
14 A). Der Pearson Koeffizient, welcher bei kompletter Mislokalisation 0,89 betrigt, liegt
hier bei 0,66 (Abb. 14 A). Um zu analysieren, ob diese partielle Mislokalisation von Morn1
eine Auswirkung auf die Proliferation der transgenen Parasiten hatte, wurde das
Wachstum der Parasiten iiber zwei Zyklen verfolgt. Es stellte sich heraus, dass die partielle
Mislokalisation keinen Einfluss auf die Proliferation der Parasiten hat (Abb. 14 C).
Hingegen ist BTP1_2xFKBP_GFP, dessen korrekte Integration ebenfalls iiber eine PCR
bestitigt wurde (Abb. 14 E), nicht mislokalisierbar (Abb. 14 D unten). Dies ist vermutlich
auf die feste Verankerung des Proteins in der Membran iiber vier Transmembrandoménen
zurilickzufiihren. Da sich das knock-sideways-System, aufgrund seiner Struktur und
Lokalisation nicht als geeignetes System fiir die Mislokalisation von Proteinen des
Basalkomplexes herausstellte, wurde im Folgenden ein alternatives System, das glmsS-

Riboswitch-System, getestet.
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Abbildung 14: Mislokalisation von Morn1 und BTP1.

A: Lebendzellmikroskopie von Parasiten, in denen das Protein Morni mit einer
2xFKBP_GFP_Domine fusioniert wurde. Morn1 lokalisiert im Basalkomplex der reifenden
Tochtermerozoiten. Nach Zugabe von Rapalog (+ Rapalog) wird das Protein an den episomal im
Kern exprimierten Mislokaliserer (ML Ncl) gezogen. Der Pearson-Korrelationskoeffizient zur
Quantifikation der Kolokalisation (r) ist angegeben. B: Eine PCR bestitigt die korrekte Integration
von Morni_2xFKPB_GFP in das Genom. C: Eine Wachstumskurve zeigt, dass die Proliferation der
Parasiten ist iiber fiinf Tage nicht beeintrachtigt ist (Drei Replikate I-III). D:
Lebendzellmikroskopie von Parasiten, in denen das Protein BTP1 mit einer 2xFKBP_GFP_Domaéne
fusioniert wurde. BTP1 lokalisiert im Basalkomplex der reifenden Tochtermerozoiten. Nach Zugabe
von Rapalog (+ Rapalog) wird das Protein an den episomal im Kern exprimierten Mislokaliserer
(ML Ncl) gezogen. Der Pearson-Korrelationskoeffizient zur Quantifikation der Kolokalisation (r) ist
angegeben. E: eine PCR bestitigt die korrekte Integration von BTP1_2xFKPB_GFP in das Genom
F: Die Proliferation der Parasiten ist iiber einen Zeitraum von 120 h nicht beeintriachtigt (Drei

Replikate I-11T). Messbalken: 2 um.
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3.1.3 GImS-Riboswitch-basierende RNA-Degradation von
Mornl zur Funktionsbestimmung

Das glmS-Riboswitch-System bietet die Moglichkeit, den Abbau der Zielgen-mRNA durch
Zugabe eines Zuckers zu induzieren und damit die Menge des Zielproteins in der Zelle zu
regulieren (Prommana et al., 2013a; Winkler et al., 2004).

Bei dem Riboswich handelt es sich um ein nicht kodierendes, die Translation
regulierendes Element in der 3’-UTR der mRNA, welches katalytische Aktivitdt besitzt
(das Ribozym) und eine Hydrolyse der RNA vermittelt. Durch Bindung von Glucosamin-
6-Phosphat kommt es zur Konformationsdnderung des katalytisch aktiven Riboswiches,
einer Selbstspaltung und schlieBlich zum Abbau der Ziel-mRNA.

In diesem System wurde die Ribozym Sequenz in die Gensequenz des Basalkomplex-Gens
morni inseriert, was zur Expression von chimirer RNA fiihrte. Nach der Zugabe von
Zucker kommt es zum Abbau der 3-UTR, einer folgenden Degradation der kompletten
mRNA und damit zur Reduktion der Expression des Basalkomplex-Proteins. Hierbei
wurden in vorangegangenen Studien Reduktionen der Proteinexpression von z. B.
PTEX150 um bis zu 80 % erreicht (Elsworth et al., 2014).

Lokalisationsstudien zeigen Morni_glmS_GFP, das auch als Fusionsprotein korrekt am
Basalkomplex lokalisiert. Eine 48 h-Inkubation von Zucker hat keinen sichtbaren Einfluss

auf die Lokalisation des Proteins am Basalkomplex (Abb. 15 A unten).
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Abbildung 15: GlmS-Riboswitch-vermittelte Kontrolle der Morni Expression.

A: Lebendzellmikroskopie von Parasiten, in denen morni endogen mit glimS_GFP gekoppelt
wurde, vor und nach Zugabe von Zucker. B: Ein Westernblot zeigt die Expression von Morni_GFP
vor und nach Zugabe von Zucker (geerntet 48 h nach Zugabe). C: Die Proliferation der Parasiten
gemessen liber einen Zeitraum von 120 h (Drei Replikate I-IIT). Messbalken: 2 um.
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Ein Westernblot zeigt die Expression des Fusionsproteins Morn_glmS_GFP in der
korrekten GroBe (Abb. 15 B). Zugabe von Zucker zur Parasitenkultur iiber einen Zeitraum
von 48 h hat keine Auswirkung auf die Expression des Proteins (Abb. 15 B, + Zucker). Die
Proliferation der Parasiten wurde iiber einen Zeitraum von zwei Zyklen verfolgt, um zu

kontrollieren, ob die RNA-Degradation von Morn1 einen Einfluss auf das Wachstum hat.
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Wihrend nach einem Zyklus (48 h) kein Unterschied erkennbar ist, ist nach 2 Zyklen (120
h) eine Reduktion um 20 % zu sehen (Abb. 15 C). Um zu untersuchen, ob eine verminderte
Anzahl an gebildeten Merozoiten fiir die Reduktion der Proliferation verantwortlich ist,
wurde die Parasitenkultur nach 48 h ausgestrichen und in 20 Schizonten die Anzahl der
Merozoiten ausgezdhlt. Hier zeigt sich keine Differenz zwischen behandelten und
unbehandelten Parasiten (Abb. 16).

A B
£ 19 14
N2z - Zucker ‘
3 | |
s
gi 21 14
%13 | | + Zucker . '
ﬁﬁ . |
£ - Zucker + Zucker

Abbildung 16: Einfluss der glmS-Riboswitch vermittelten RNA-Degradation von
Morni1 auf die Schizontenbildung.
A: Anzahl der Merozoiten pro Schizont (jeweils 20 Schizonten ausgezdhlt). B: Mit Giemsa

angefiarbte Parasiten nach (+ Zucker) Behandlung mit GlcNc sowie unbehandelte Parasiten (-
Zucker).
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3.2 Identifikation des Mornl-Interaktoms mittels proximity
based biotinylation (BioID)

Aktuell sind lediglich fiinf Basalkomplex-Proteine bekannt (siehe Abschnitt 1.3.4). Die
Identifikation weiterer Komponenten dieses Komplexes und deren funktionelle
Charakterisierung sollen zur Aufklirung der Funktion und Struktur dieses
Subkompartimentes des Inneren Membrankomplexes beitragen.

Morn1 ist ein gut etabliertes Basalkomplex-Protein; jedoch sind keine direkten
Interaktionspartner in P. falciparum beschrieben. Deswegen wurde es hier in einer
modifizierten BioID Technik (Biotin Identifikationstechnik; Roux et al., 2012; Schopp et
al., 2017; Birnbaum et al.,, 2017) verwendet, die mit einem FRB-FKPB-basierten
Dimerisierungsansatz gekoppelt wurde — DIQ-BioID (Birnbaum et al., 2020).

Die DIQ-BioID Technik beruht auf dem Prinzip, dass die Ligase BirA* bei Zugabe von
Biotin die Lysine der Proteine in direkter Umgebung, d. h. in einem Radius von 10 nm,
biotinyliert. Biotinylierte Proteine konnen dann affinitdtschromographisch mithilfe von
Streptavidin-Sepharose-beads aufgereinigt und iiber Massenspektrometrie identifiziert
werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die Biotinligase BirA* N-terminal mit einer
2xFRB-mCherry-Domiéne fusioniert (Plasmid freundlicherweise bereitgestellt von Ernst
Jonscher) und zytosolisch in Parasiten iiberexprimiert, in denen das zu untersuchende
Protein endogen mit einer 2xFKBP-Domine sowie GFP gekoppelt wurde. Zugabe von
Rapalog induziert die Dimerisierung der FKPB und der FRB-Domaine, lokalisiert damit
BirA* am Basalkomplex (Schopp, 2017) und ermdglich die Identifikation von Morni-
Interaktionspartnern.

Dazu wurden die transgenen Parasiten aus Kapitel 3.1.2 verwendet, in denen die korrekte
Integration bereits iiber eine PCR und die Lokalisation von Morni_2xFKBP_GFP
nachgewiesen wurde (Abb. 17 B). Die Ligase BirA* wird als FRB_ mCherry-Fusionsprotein
in dieser Zelllinie episomal {iberexprimiert. Wahrend Morn1_2xFKBP_GFP ausschlieBlich
im Basalkomplex der Schizonten lokalisiert, ist BirA*_2xFRB_mCherry konstitutiv unter

dem ef3a2-Promotor exprimiert und lokalisiert im gesamten Zytosol (Abb. 17 A).

Um eine Vergleichbarkeit der Proben zu gewihrleisten, wurde die eng synchronisierte
(Abschnitt 2.2.3.4) Zelllinie in zwei Hailften geteilt (,+ Rapalog® vs. ,Kontrolle®) und im
Trophozoitenstadium mit Biotin in einer Endkonzentration von 50 mM behandelt.
Gleichzeitig wurde in einem Teil der Parasiten (,,+Rapalog“) die Lokalisation von BirA* an
den Basalkomplex durch Zugabe von Rapalog in einer Endkonzentration von 250 nM
induziert. Im spiten Schizontenstadium wurde die Lokalisierung von BirA am

Basalkomplex mikroskopisch bestétigt (Abb. 17 unten), die Kultur abgeerntet, reife
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Schizonten iiber eine magnetische Siaule aufgereinigt und Parasitenlysate hergestellt. Der
zur Kontrolle durchgefiihrte Westernblot (Abb. 17 C) zeigt auf der einen Seite die
erfolgreiche Biotinylierung der Parasiten und auf der anderen Seite eine spezifischere

Biotinylierung in der induzierten Probe (,,+ Rapalog®).
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Abbildung 17: Biotinylierung von Morn1 durch BirA*.

A: Oben: Konstrukt, welches fiir den induzierbaren Biotinylierungsversuch verwendet wurde.
Unten: Lebendzellmikroskopie, welche Morn1_2xFKBP_GFP-Parasiten zeigt, die episomal
zytosolisches BirA* exprimieren. Durch Zugaben von Rapalog (+Rapalog) wird das Enzym an den
Basalkomplex gezogen. B: Eine PCR bestitigt die korrekte Integration der 2xFKBP_GFP-Doméne
ins Genom. C: Westernblot der Kontrollparasiten (+ Biotin/- Rapalog) sowie der induzierten
Parasitenkultur (+ Biotin/+ Rapalog). Die Parasiten wurden fiir 24 h mit Biotin behandelt, die
induzierte Kultur zusitzlich mit Rapalog. Der Westernblot wurde mit Streptavidin-HRP inkubiert.

GroBenbalken: 2 pm.
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Identifizierung von biotinylierten Proteinen durch Massenspektrometrie

Zur Identifikation von Morni-Interaktionspartnern wurden die biotinylierten Proteine der
induzierten und der uninduzierten Parasitenkulturen iiber Streptavidin-Sepharose-beads
aufgereinigt und via Massenspektrometrie (MS) analysiert. Die Massenspektrometrie
wurde vom EMBL, Heidelberg durchgefiihrt.

Die Analyse der aufgereinigten Proteine zeigt, dass Morn1 in den induzierten Parasiten am
starksten angereichert ist, und weist somit eine erfolgreiche Biotinylierung auf.

Die Analyse der identifizierten Proteine ergab eine Anreicherung von 712 Proteinen in

Il Basalkomplex

[ Transportprozesse

[ Uncharakterisierte Proteine
[ Transkription/Translation
B Sonstige

Total=64

Abbildung 18: Interaktionspartner von Mornzi infiziert iiber Massenspektrometrie.
Insgesamt wurden 64 Proteine exklusiv in der induzierten Parasitenkultur angereichert. Unter
diesen finden sich ein Basalkomplex-Protein, 6 in Transportprozesse, 19 bislang uncharakterisierte
Proteine, 14 sonstige Proteine und 23 involviert in Transkription und Translation.

der induzierten Fraktion und eine exklusive Anreicherung von 64 Proteinen in dieser. Die
exklusiv angereicherten Proteine sind, sortiert nach Funktionsbereichen, in Abbildung 18
dargestellt — eine vollstindige Liste ist im Anhang zu finden. Von den exklusiv
angereicherten 64 Proteinen sind 23 in Transkription und Translation involviert, 6 in
Transportprozesse, 19 sind bisher nicht charakterisiert, 14 besitzen eine alternative
Funktion bzw. Lokalisation und eins (Morn1) lokalisiert im Basalkomplex. Unter diesen
Proteinen finden sich MyoJ (PF3D7_1229800), welches ebenfalls im Basalkomplex von T.
gondii lokalisiert (Frénal et al., 2017a) und eine HAD-Protein (PF3D7_1118400; haloacid
dehydrogenase). Eine Analyse der unbekannten Proteine ergab, dass ein Kandidat
(PF3D7_1019100) ein fiir Basalkomplex-Proteine typisches Expressionsprofil aufweist.
Weiterhin wurden innerhalb der 712 angereicherten Proteine drei unterschiedliche
Kinesine identifiziert: PF3D7_0317500, PF3D7_0319400 und PF3D7_1245100.

Lediglich ein bekanntes Basalkomplex-Protein wurde identifiziert (BTP1), weitere
bekannte Basalkomplex-Proteine konnten nicht aufgereinigt werden.

Im Folgenden wurden daher das Protein PF3D7_1019100 sowie die Kinesine auf ihre

Involvierung in die Biogenese des IMC hin analysiert.
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3.3 Charakterisierung potenzieller Basalkomplex-Proteine

3.3.1 PF3D7_1019100/PF10_0184 - ein putatives
Basalkomplex-Protein

PF3D7_1019100 wurde als potenzielles neues Protein des Basalkomplexes identifiziert. Es
weist ein fiir Proteine dieser Doméne typisches Expressionsprofil auf.

Im Vergleich zu den bereits bekannten Vertretern ist es ungewohnlich groB (1928
Aminosiduren). Des Weiteren ist es stark phosphoryliert und besitzt keine
Transmembrandomine. Die Auswertung von kiirzlich veroffentlichten Transposon-
Mutagenesis-Daten der Arbeitsgruppe um Zhang und Kollegen (Zhang et al., 2018) hat
ergeben, dass dieses Protein wihrend der Blutphase von Plasmodium falciparum
hochstwahrscheinlich nicht essentiell ist. Allerdings ist dieses Protein in weiblichen
Gametozyten stark hochreguliert (Lasonder et al., 2016).

Es konnte keine erfolgreiche Integration eines GFP-Fusionsproteins fiir
Lokalisationsstudien erzielt werden. Aufgrund seiner GrofBe ist dieses Protein fiir eine
Uberexpression im Parasiten nicht geeignet. Eine Charakterisierung dieses durchaus

interessanten Kandidaten steht daher noch aus.
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3.3.2 Kinesine in P. falciparum - potenzielle Basalkomplex-
Proteine?

3.3.2.1 In P. falciparum sind 5 Kinesine spat transkribiert

Kinesin 5, 8.2 und 13 wurden im Rahmen dieser Arbeit durch Massenspektrometrie als
mogliche Interaktionspartner von Morn1 identifiziert. Wie in der Einleitung beschrieben,
gehoren Kinesine zu den Motorproteinen in eukaryotischen Zellen und bewegen sich
entlang der Mikrotubuli.

Im Genom von P. falciparum sind neun Kinesine in PlasmoDB annotiert, von denen sechs
einen Anstieg der Expression ab 32 h nach Invasion in die rote Blutzelle aufweisen (Abb.
19) und sich daher im Auftreten mit dem Beginn der Zellteilung iiberschneiden. Ein
transkriptioneller Vergleich mit den BC Proteinen BTP1, BTP2 und MORN1 zeigt ein
dhnliches Transkriptionsprofil. Um einen funktionellen Zusammenhang zwischen den
fiinf spat transkribierten Kinesinen, insbesondere von Kinesin 5, 8.2 und 13, mit dem BC
zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser Arbeit diese zunichst als

2xFKBP_GFP_Fusionsproteine lokalisiert, funktionell inaktiviert und anschlieBend

phénotypisiert.
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Abbildung 19: RNA-Expressionsdaten der in P. falciparum exprimierten Kinesine
wihrend der 48-stiindigen Blutphase.

Von den neun in P. falciparum exprimierten Kinesinen zeigen sechs einen starken
Expressionsanstieg mit Beginn des Trophozoitenstadiums (Wichers et al., 2019).

Eine zielgerichtete Insertion entsprechender pSLI-basierter Plasmide in das Genom von P.

falciparum (siehe Material und Methoden, Abschnitt 2.2.3.6) wurde zundchst mit einer
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PCR nachgewiesen (siehe Anhang) und nachfolgend die 2xFKBP_GFP-Fusionsproteine
im Parasiten mikroskopisch lokalisiert.

Zwei Kinesine (PF3D7_011100 und PF3D71211000) zeigten ein nicht detektierbares GFP
Signal, PF3D7_0724900_2xFKBP_GFP ist in allen asexuellen Stadien zytosolisch
lokalisiert, zwei Kinesine (PF3D7_0317500 und PF3D7_0319400) zeigten distinkte,
perinukledare Foci. Der genetische Lokus von PF3D7_1245100 konnte trotz sechs
unabhéngiger Versuche nicht durch das verwendete Vektorsystem modifiziert werden.
(Tabelle 17).

Tabelle 17: Als Kinesine annotierte Proteine in P. falciparum.

Trivial- Gen ID Kondierende Molekular- | Lokalisation
name Sequenz gewicht

(bp) (kDa)
Kinesin 5 PF3D7_0317500 | 5694 1619 aa Perinukleare Foci
Kinesin 77 PF3D7_1211000 | 5838 1844 aa Schwaches Signal
Kinesin 8 | PF3D7_0111000 | 5800 1664 aa Schwaches Signal
Kinesin 13 | PF3D7_1245100 | 4213 1326 aa Keine Integration
Kinesin 19 | PF3D7_0724900 | 5694 1897 aa Zytosolisches Signal
Kinesin 8.2 | PF3D7_0319400 | 4092 1363 aa Perinukleire Foci

3.3.2.2 Charakterisierung von Kinesin 5 und Kinesin 8.2

Kinesin 5 ist ein ca. 191 kDa groBes Protein, welches eine Motordoméne am N-Terminus
aufweist (21—482 aa) sowie eine ATP-Bindestelle und eine Loop-Loop-Struktur am C-
Terminus (Abb. 20 C). Die korrekte Integration von Kinesin 5 in das Genom wurde iiber
eine PCR nachgewiesen (Abb. 20 B). Lokalisationsstudien mit Kinesin 5_2xFKBP_GFP
zeigen, dass sich im Laufe der Kernteilung jeweils ein distinkter Foci in unmittelbarer
Nihe zum Zellkern bildet. Mit fortlaufender Teilung bilden sich zusitzliche perinukleédre
Kinesin 5 Foci (Abb. 20).
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Abbildung 20: Lokalisation von Kinesin 5.

Kinesin 5 wurde endogen mit GFP sowie einer 2xFKBP-Doméne zur Mislokalisation des Proteins
markiert. Das Klonierungsschema ist in A dargestellt. B: PCR zur Kontrolle der korrekten
Integration von Kinesin 5 in das Genom. C: Kinesin 5 lokalisiert in distinkten perinukleidren Foci.
Messbalken: 2 pm.

Kinesin 8.2 ist ein etwas kleineres Kinesin (157 kDa) mit einer Motordomaéne in der Mitte
des Proteins (426-750 aa). Die korrekte Integration von Kinesin 8.2 in das Genom wurde
iiber eine PCR nachgewiesen (Abb. 21). Lokalisationsstudien mit Kinesin
8.2_2xFKBP_GFP zeigen, dass sich im Laufe der Kernteilung, dhnlich wie bei Kinesin 5,
jeweils ein distinkter Foci in unmittelbarer Nahe zum Zellkern bildet. Mit fortlaufender
Teilung bilden sich zusatzliche perinukleire Kinesin 8.2 Foci. Im Gegensatz zu Kinesin 5

ist Kinesin 8.2 allerdings nur schwach exprimiert (Abb. 21).

Es wurde gezeigt, dass es zu Beginn der Biogenese des IMC zu einer engen raumlichen
Nihe der MTOCs und der sich bildenden IMC kommt (Kono et al., 2012). Kinesin 5 und
Kinesin 8.2 weisen aufgrund ihrer Lokalisation in perinukleiren Foci eine fiir die
Zellteilung und Tochterzellbildung interessante Lokalisation auf und wurden im

Folgenden niher untersucht.
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Abbildung 21: Lokalisation von Kinesin 8.2..

Kinesin 8.2 wurde endogen mit GFP, sowie einer 2xFKBP-Domine zur Mislokalisation des
Proteins, markiert. Das Klonierungsschema ist in A dargestellt. B: PCR zur Kontrolle der korrekten
Integration von Kinesin 8.2 in das Genom. C: Kinesin 8.2 lokalisiert in distinkten perinukledren
Foci. Messbalken: 2 pm.

Um die Lokalisation von Kinesin 5 ndher einzugrenzen, wurde ein Immunfluoreszenz-
Assay mit Antikorpern gegen o-Tubulin (markiert den mitotischen Spindelapparat
wihrend der Zellteilung, an deren Ende lediglich das MTOC angefarbt wird; Kono et al.,
2012) sowie GAPM2 (glideosome associated protein with multiple membrane spans 2,
Markerprotein des IMC, Bullen et al.,, 2009) und Centrin 3 (Mahajan et al., 2008)
durchgefiihrt.

Die Kolokalisation von Kinesin 5 mit a-Tubulin zeigt eine enge benachbarte Lokalisation
der beiden Proteine im MTOC (Abb. 22). Die Quantifikation dieser Kolokalisation
bestitigt die Nahe der Signale. Hierbei scheint die Kolokalisation mit einer zunehmenden

Anzahl an Zellkernen zuzunehmen.
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Abbildung 22: Kolokalisation des Kinesin5_2xFKBP_GFP-Fusionsprotein mit a-
Tubulin in fixierten Parasiten.

A: o-Tubulin visualisiert den mitotischen Spindelapparat wihrend der Mitose. Vom frithen
Trophozoitenstadium bis zum reifen Schizontenstadium lokalisiert Kinesins_2xFKBP_GFP in
unmittelbarer Ndhe des Mikrotubuli-Organisierendem Zentrums. B: Quantifikation der
Kolokalisation eines ausgewihlten Bereiches (zoom — 4fache VergroBerung) durch Berechnung
der Korrelation der Intensititen der roten und griinen Signale. Der Pearson-
Korrelationskoeffizient zur Quantifikation der Kolokalisation (r) ist angegeben. Messbalken: 2
pm.

Zur naheren Eingrenzung der Lokalisation wurde Kinesin 5 auch mit GAPM2 und Centrin

3 kolokalisiert. Centrin 3 ist ebenfalls ein MTOC-Marker und eng mit diesem verknii

pft

(Mahajan et al., 2008). Kinesin 5 bildet hierbei eine Briicke zwischen zwei benachbarten

Zentrosomen.

Eine zusitzliche Kolokalisation mit GAPM2, als Marker des IMC und der Anlage fiir den

sich neu bildenden Tochtermerozoiten, zeigt eine raumlich unabhingige, allerdings

Beziehung zueinander stehende Lokalisation des sich bildenden IMC und Kinesin 5 (Abb.

23).

in
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Abbildung 23: Kolokalisation des Kinesin 5 2xFKBP_GFP Fusionsproteins mit
iiberexprimiertem Centrin 3 sowie GAPMz2 in fixierten Parasiten.

A: Centrin 3 markiert das Zentrosom in sich teilenden Parasiten und bildet das Zentrum der Anlage
des IMC (GAPM2). Kinesin 5 bildet eine Briicke zwischen zwei benachbarten Zentrosomen.
Messbalken: 2 ym.

3.3.2.3 Kinesin 5 ist weder essentiell fiir das Wachstum von
P. falciparum wahrend der Blutphase noch fiir die
Ausbildung des IMC

Zur funktionellen Analyse von Kinesin 5 wurde das knock-sideways-System (Birnbaum &
Flemming et al., 2017) verwendet und das exprimierte Protein mislokalisiert. Dazu wurde,
wie bereits in Abschnitt 3.1.2 beschrieben, als Mislokalisierer ein FRB-mCherry-
Fusionsprotein genutzt. Dieses wurde im Zellkern (3xNLS_FRB_mCherry) bzw. an der
Plasmamembran (Lyn_FRB_mCherry) iiberexprimiert.

Zugabe von Rapalog in einer Endkonzentration von 50 nM induziert die Lokalisation von
Kinesins_2xFKBP_GFP von einem distinkten, perinukledren Foci iiber die gesamte
Flache des Zellkerns (Abb. 24 A) bzw. an die Plasmamembran des Parasiten (Abb. 24 C).

Dies ist als diffuses, schwaches GFP-Signal erkennbar.
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Abbildung 24: Mislokalisation von Kinesin 5 in den Kern und an die Plasmamembran
hat keinen Effekt auf das Wachstum der Parasiten.

Lebendzellmikroskopie von Parasiten in denen das Protein Kinesin 5 mit einer
2xFKBP_GFP_Domine fusioniert wurde. Nach Zugabe von Rapalog (+ Rapalog) wird das Protein
A: An den episomal im Kern exprimierten Mislokalisierer (ML Ncl) gezogen. B: Die Mislokalisation
hat keinen Effekt auf das Wachstum der Parasiten (Drei Replikate I-IIT). C: Nach Zugabe von
Rapalog (+ Rapalog) wird das Protein an den episomal an der Plasmamembran exprimierten
Mislokalisierer (ML PM) gezogen. D: Die Mislokalisation hat keinen Effekt auf das Wachstum der
Parasiten (Drei Replikate I-IIT). Messbalken: 2 ym.

o

Beide Mislokalisationen von Kinesin 5 zeigen keinen negativen Effekt auf das Wachstum
der Parasiten iiber einen Zeitraum von fiinf Tagen. Die mit Rapalog behandelten Kulturen
wachsen vergleichbar mit den Kontrollkulturen (Abb. 24 D).

Die Mislokalisation an die Plasmamembran wurde ebenfalls fiir die Kinesine 7, 8 und 19
durchgefiihrt. Auch hier zeigt sich kein negativer Effekt auf das Wachstum der Parasiten
(Daten hier nicht gezeigt).

Um zur Ausgangshypothese zuriickzukommen — dass Kinesine wichtig fiir die Biogenese
des Inneren Membrankomplexes sind — wurde in den Parasiten mit mislokalisiertem
Kinesin 5 der IMC visualisiert, um eine Anderung im Phinotyp des IMC ohne Auswirkung
auf das Wachstum der Parasiten auszuschlieBen. Ein Immunfluoreszenz-Assay mit einem
Antikérper gegen GAPM2, als Markerprotein des IMC, zeigt jedoch keine Anderung von
dessen Morphologie (Abb. 25).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Kinesin 5 und Kinesin 8.2 wihrend der
Blutphase von P. falciparum in enger raumlicher Ndihe zum MTOC lokalisieren. Die
Mislokalisation von Kinesin 5 an eine alternative Lokalisation im Zellkern bzw. an die
Plasmamembran hat keine Auswirkung auf die Proliferation wihrend der Blutphase und

auf die IMC-Biogenese.
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Abbildung 25: Die Mislokalisation von Kinesin 5 hat keine Auswirkung auf die
Bildung des Inneren Membrankomplexes.

Nach Mislokalisation von Kinesin 5 an den Zellkern, induziert durch die Zugabe von Rapalog,
wurden Parasiten fixiert und der IMC iiber einen AntikOorper gegen GAPM2 visualisiert.
Messbalken: 2 ym.

3.4 Abbau des Inneren Membrankomplexes nach der
Invasion in den Erythrozyten

3.4.1 Analyse von Proteinen des IMC in jungen Ringstadien
von P. falciparum

Nachdem im ersten Teil der Arbeit die Biogenese des IMC nidher beleuchtet wurde, folgte
im zweiten Teil die Untersuchung des Schicksals dieser Membranstruktur und der dort
lokalisierten Proteine, wenn diese — nach Invasion in den Erythrozyten — nicht mehr
benotigt wird und aufgelost werden muss. Dieser Vorgang wurde bisher in P. falciparum
nicht ndher untersucht.

Um die Untersuchung zur Auflosung des IMC nach der Invasion in den Erythrozyten zu
initileren, wurde GAPM2 endogen mit GFP markiert. GAPM2 ist iiber sechs

Transmembrandomaénen fest im IMC verankert.

Die Westernblot-Analyse zeigt den proteolytischen Abbau von GAPM2 in jungen
Ringstadien, wo lediglich ein C-terminales, ca. 15 kDa groBes Proteinfragment detektiert
werden kann. Dies entspricht einer C-terminalen Transmembrandoméne sowie dem C-
Terminus, im Vergleich zum vollstindigen Protein (ca. 42,4 kDa) in Schizonten (Abb. 26
A). Diese Degradation kann durch die Inkubation von Pyr-41, welches E1 (ein Enzym des
Ubiquitin-Systems) inhibiert, komplett verhindert werden. Inkubation von MG-132
(einem Inhibitor des Proteasoms) verhindert dagegen die Degradation lediglich teilweise
(Abb. 26 B).

69



Ergebnisse

A B
g ¥
= o 5
§ o & & &K 58
S & q S § S
-~ -
77- Go Wi wie Ry p
GAPM2 GFP Aol
77 - e 55- ® ' .
. .
55- ‘0. - v ui . o Wt
40- s aners
G L e ) W
Anti-GFP Anti-GFP

Abbildung 26: Proteinbiochemische Analyse von GAPM2 in Ringstadien von P.
Jalciparum.

A: Westernblot mit Lysaten aus reifen Schizonten (Schizont) und jungen Ringen (Ring, 0—4 h nach
der Invasion) in denen GAPM2 endogen mit GFP markiert ist. Verwendet wurde ein Antikorper
gegen GFP. B: Junge Ringkulturen wurden wihrend des Invasionsprozesses und bis zur Ernte der
Parasiten mit Pyr-41, bzw. MG-132 behandelt. Im Vergleich dazu wurden unbehandelte
Ringstadien-Lysate und Schizonten-Lysate aufgetragen.

3.4.2 Mikroskopische Analyse des IMC in jungen Ringstadien
von P. falciparum

Zur Visualisierung des Schicksals des IMC nach erfolgreicher Invasion wurden im ersten
Schritt in unfixierten, frisch invadierten Parasiten endogen GFP-markierte Proteine des
IMC lokalisiert. Die Zelllinien GAPM2_GFP, Alveolin 5_GFP und Mal13P1.228_ GFP
wurden freundlicherweise von Dr. Maya Kono zur Verfiigung gestellt. Die markierten
Proteine des IMC sind iiber unterschiedliche Mechanismen in der Membran verankert
bzw. mit ihr assoziiert. Wahrend der IMC in freien Merozoiten diesen komplett bedeckt,
lokalisiert GAPM2_GFP in jungen Ringen in der Peripherie und akkumuliert in
punktartigen Strukturen. Diese finden sich hauptsichlich in fingerartigen Ausstiilpungen,
die junge Ringen charakteristischerweise ausbilden, wiahrend sich diese im Erythrozyten
einrichten (Abb. 27).
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Abbildung 27: Lokalisation von Proteinen des IMC in jungen Ringstadien.
Lebendzellmikroskopie von Parasiten mit endogenen GFP-markiertem GAPM2 (A), Alveolin 5 (B)
und Mal13P1.228 (C). Analysiert wurden jeweils frisch invadierte Ringstadien. In A sind
exemplarisch freie Merozoiten mit komplett ausgebildeter IMC dargestellt. Diese wird durch
GAPM2 visualisiert. Messbalken: 2 pm.

Alveolins_GFP lokalisiert in jungen Ringen gleichmifBiig im Zytosol; vereinzelt
akkumuliert das GFP-Signal in der Peripherie (Abb. 27 B). Im Gegensatz dazu ist
Mal13P1.228 nicht in frisch invadierten Parasiten lokalisierbar (Abb. 27 C).

Aufgrund von schnellen Bewegungen der Ringe bzw. der punktartigen GFP-positiven
Strukturen ist eine mikroskopische Analyse schwer moglich und es wurden ebenfalls
fixierte Parasiten analysiert (Abb. 28). Mikroskopie fixierter, GAPM2_ GFP-Parasiten zeigt
ebenfalls die Lokalisation von GAPMz2 in punktartigen Strukturen (Abb. 28 A). Konfokale
Mikroskopie dieser Strukturen zeigt, dass diese teilweise zusammenhingende Vesikel
unterschiedlicher GroBe bilden (Abb. 28 B).
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Abbildung 28: Lokalisation von GAPM2_ GFP in jungen, fixierten Ringstadien.

A: GAPM2_GFP lokalisiert in punktartigen Strukturen. B: Konfokale Mikroskopie dieser Parasiten
zeigt, dass diese Vesikel unterschiedlicher Grofe bilden. Messbalken 2 pm.

Da aufgrund der Sensibilitit der Merozoiten deren gezielte, zeitlich kontrollierte
Reinvasion in Erythrozyten schwer zu bewerkstelligen ist, wurden zur groben Eingrenzung
des zeitlichen Rahmens des Abbaus des IMC frisch invadierte Parasiten fixiert und als
sogenannte ,Innere Uhr“ ein Antikorper gegen das exportierte Protein Rex1 verwendet.
Die Expression, der Export und die Lokalisation von Rex 1 im Zytosol der roten Blutzellen
2—4 Stunden nach Invasion wurden bereits beschrieben (Gruering et al., 2011). Hierbei
zeigt sich, dass die oben beschriebenen vesikularen, GAPM2-positiven Strukturen sichtbar
sind, bevor es zur Expression von Rexi1 kommt, wihrend mit dem Export von Rex1 das
GAPM2_ GFP-Signal nicht mehr sichtbar ist (Abb. 29).

0 - 2 h nach Invasion 2 - 4 h nach Invasion

GAPM2 GAPM2

4%
el
.

Abbildung 29: Kolokalisation von GAPM2 und Rex1.
Parasiten wurden mit Aceton fixiert und ein Antikorper gegen Rex1 verwendet. Rex 1 (rot) wird 2—4
h nach Invasion von Merozoiten in das Zytosol der roten Blutzelle exportiert. Messbalken: 2 um.
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Zur Visualisierung der Membranen des IMC wurden junge Ringe geerntet und mittels
FIB-SEM-Mikroskopie (Rasterelektronenmikroskopie mit fokussiertem Ionenstrahl —
focused ion beam) analysiert. Die Fixierung und Mikroskopie wurde freundlicherweise
von Valerie Mordhorst und Dr. Kai Grunewald durchgefiihrt Hierfiir wurden reife
Schizonten aufgereinigt und auf frische Erythrozyten gegeben. Nach 15 min wurde die
Kultur abgeerntet und mittels Kryofixierung (Plunge freezing) fixiert. Hierdurch wurde
bewerkstelligt, dass die jungen Parasiten hochstens 15 min alt sind. In Abbildung 30 ist
ein Querschnitt durch einen jungen Ring dargestellt. Deutlich erkennbar sind der Zellkern
mit innerer und duBerer Kernmembran iibergehend in den Golgi-Apparat, das Zytosol
gefiillt mit Ribosomen sowie Plastid und Mitochondrien. Beeindruckerweise sind die
duBeren Membranen des Parasiten — die Plasmamembran und die parasitophoren
Vakuolenmembran mit dem parasitophoren Vakuolenmembran-Netzwerk — sichtbar und
in einem scheinbar nativen Zustand erhalten. Jedoch ist in der gesamten 3D-
Rekonstruktion von zwei Ringenstadien-Parasiten keine komplette oder auch
fragmentierte Doppelmembran des IMC sichtbar. Dies spricht fiir einen schnellen Abbau

der Membran des IMC, genauere Analysen miissen folgen.
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Abbildung 30: FIB-SEM junger, gefrierfixierter Ringstadien in P. falciparum.
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Kapitel 4 Diskussion

Wihrend einer Malariaerkrankung vermehrt sich der Erreger Plasmodium falciparum im
menschlichen Korper exponentiell (Arnot et al.,, 2011; Francia und Striepen, 2014).
Voraussetzung hierfiir ist die erfolgreiche Invasion eines Merozoiten in die rote Blutzelle
(Baum et al., 2008) und die Entwicklung dieses Merozoiten in einen vielkernigen
Schizonten (Absalon et al., 2016). Dieser Prozess, die sogenannte Schizogonie, ist mit der
Herausbildung von bis zu 32 Tochtermerozoiten abgeschlossen. Essentiell hierfiir ist der
IMC (Absalon et al., 2016; Rudlaff et al., 2019; Saini et al., 2017), der durch seine exklusive
Proteinkomposition in der Lage ist unterschiedliche Funktionen wihrend der Invasion,
der Zytokinese und der Gametozytogenese des Parasiten zu erfiillen (Gaskins et al., 2004;
Hu et al., 2010; Kono et al., 2012, 2016). Bis heute sind ca. 35 der dort lokalisierten
Proteine identifiziert (Absalon et al., 2016; Kono et al., 2012; Kono et al., 2016), jedoch ist
das Proteom des IMC noch nicht vollstindig bestimmt und nur fiir die wenigsten IMC-
Proteine liegen funktionelle Daten vor (Absalon et al., 2016; Rudlaff et al., 2019; Saini et
al., 2017). Dies gilt auch fiir den Basalkomplex als komplexe, distinkte Struktur innerhalb
des IMC (Kono et al., 2016; Rudlaff et al., 2019). Diese dynamische Ringstruktur, die nur
wiahrend der Zytokinese der Tochterzellen vorhanden ist, spielt moglicherweise bei der
Invagination der Plasmamembran und bei der Migration des IMC eine entscheidende
Rolle (Kono et al., 2016).

In Toxoplasma gondii, ebenfalls zu den Apikomplexa gehorend, wurde der Basalkomplex
als kontraktile Ringstruktur des Zytoskeletts, welcher die Separierung der Tochterzellen
vermittelt, als Erstes beschrieben (Hu et al. 2006). Dieser Komplex wird durch zahlreiche
Proteine definiert: Morn1 (Hu et al., 2006), DLC (Hu et al., 2006), Centrin2 (Hu, 2008),
die Alveoline IMCs, 8, 9, 13 und 15 (Anderson-White et al., 2012), MSC1 und 14-3-3
(Lorestani et al., 2012), HAD2 (Engelberg et al., 2016), das Zinkfingerprotein ZFP2
(Semenovskaya et al., 2020) sowie die Myosine C und J (Delbac et al., 2001; Frénal et al.,
2017). Von diesen Proteinen sind interessanterweise lediglich Morni und HAD2 im
Basalkomplex von P. falciparum lokalisiert. Allerdings wurden in P. falciparum
zusitzliche Proteine rekrutiert: das Plasmodien-spezifische Protein BTP1 (Kono et al,
2016) und PF13_o0225 (Winkelmann, 2016). Pfi3_o0225 kommt in 7. gondii eine
alternative Lokalisation in den N&dhten der IMC-Platten zu (Chen et al., 2015). Diese
Variation in der Proteinkomposition ist moglicherweise auf die alternativen Formen der
Zellteilung — Schizogonie in Plasmodien und Endodyogenie in Toxoplasmen -
zuriickzufiithren. Wahrend in Toxoplasma zahlreiche Proteine charakterisiert und als

essentiell beschrieben sind (Engelberg et al., 2016; Lorestani et al., 2010; Frenal et al.,
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2017), ist in Plasmodien lediglich das Protein PfCINCH (Rudlaff et al., 2019), das erst

kiirzlich charakterisiert wurde, funktionell beschrieben.

Da der Basalkomplex, ebenso wie der IMC, keine homologe Membranstruktur in
Siugerzellen besitzt, ist er per se ein interessanter experimenteller Angriffspunkt fiir

Medikamente.

4.1 BTP2 und Pf13_0225, nicht aber Morn1, HAD2 und BTP1,
konnen pSLI-abhangig deletiert werden

Kiirzlich veroffentlichte Studien (Absalon et al., 2016; Rudlaff et al., 2019; Saini et al.,
2017) zeigten erstmals, dass die konditionelle Deletion von einzelnen Proteinen des IMC
und des Basalkomplexes dazu fiihrt, dass sich der Parasit wiahrend der asexuellen
Blutphase nicht weiterentwickeln kann. Diese Versuche unterstreichen die essentielle

Bedeutung des IMC und des Basalkomplexes in der Biologie der Plasmodien.

Zur Identifikation essentieller Gene in Apikomplexa wurden genomweite Deletionsstudien
entwickelt, die sogenannten high-throughput loss-of-function screens. i) In P. berghei
erfolgte im Rahmen des Plasmodium Genetic Modification Projects (PlasmoGem) des
Sanger Instituts eine homologe Rekombination mit Deletionsvektoren (Gomes et al.,
2015). ii) In P. falciparum wurden mittels piggyBac in AT-reiche Genomabschnitte
Transposons inseriert, dadurch Mutationen generiert und diese durch Sequenzierung
identifiziert (Zhang et al., 2018). iii) In T. gondii wurde das CRISPR/CAS9-System
verwendet (Sidik et al., 2016). Die Ergebnisse dieser Studien verschaffen einen ersten
Uberblick iiber die Redundanz der zu analysierenden Gene bzw. Proteine. Allerdings gibt
es Limitierungen: i) In PlasmoGem sind nur etwa die Hilfte der P. berghei-Gene
hinterlegt, des Weiteren wurden in der Vergangenheit Unterschiede in der Redundanz fiir
P. berghei- und P. falciparum-Proteine gezeigt. ii) Ergebnisse aus T. gondii lassen sich

aufgrund einer limitierten Homologie der Gene nur begrenzt auf Plasmodien iibertragen.

In Plasmodien war eine zeitsparende Methode zur zielgerichteten, stabilen Modifikation
des Genoms bis vor kurzem nicht verfiighar. Erst ein 2017 publiziertes System, die
selektionsgekoppelte Integration (SLI), basierend auf der positiven Selektion seltener
Integrationsereignisse, fiihrte dazu, dass die funktionelle Analyse und Lokalisation von
Proteinen stark vereinfacht wurde (Birmbaum et al.,, 2017). Die Kombination dieser
Technik mit geldufigen konditionellen Methoden zur Inaktivierung von Genen, RNA und
Proteinen, z. B. die Verwendung von Zinkfinger Nukleasen (Straimer et al., 2015), des
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CRISPR-Cas9-Systems (Ghorbal et al., 2014), des DiCre-Systems (O’Neill et al., 2011) bzw.
des glmS-Riboswitch-Systems (Prommana et al., 2013b) oder des DD-Systems
(Armstrong und Goldberg, 2007), erleichterte die Grundlagenforschung in der jlingsten

Vergangenheit enorm und wurde auch im Rahmen dieser Arbeit genutzt.

Um eine erste Aussage iiber moglicherweise essentielle Proteine des Basalkomplexes zu
treffen, wurde die SLI-TGD Methode (Birnbaum et al., 2017), eine Kombination der oben
genannten SLI-Methode (Birnbaum et al., 2017) mit einer gezielten Gendeletionsmethode
(Crabb et al., 1997), angewendet. Die Kombination dieser Methoden hat den Vorteil, dass
innerhalb von sechs Wochen eine erste Aussage dariiber getroffen werden kann, ob ein
Gen in P. falciparum redundant ist. Ein Vergleich mit Daten der oben genannten
genomweiten Deletionsstudien ermdglicht verlassliche Aussagen iiber die Redundanz der

zu analysierenden Proteine.

In Plasmodium falciparum sind heute sechs Basalkomplex-Proteine bekannt: Morni,
HAD2, BTP1, BTP2 und PF13_o0225 (sieche Abschnitt 1.3.4) sowie ein nach Abschluss
dieser Arbeit veroffentlichtes Protein PFCINCH (Rudlaff et al., 2019).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass drei der bis dato fiinf bekannten
Basalkomplex-Proteine — Morni, HAD1 und BTP1 — mit der SLI-TGD Methode nicht
deletiert werden konnen. Dies deutet darauf hin, dass sie eine wichtige Funktion fiir die
asexuelle Blutphase von P. falciparum besitzen.

Wihrend in 7. gondii bereits gezeigt wurde, dass Morni und HAD2 fiir die
Tochterzellbildung essentiell sind (Gubbels et al., 2006, Engelberg et al., 2016), was
ebenfalls durch Daten des genomweiten CRISP/CAS9-Sreens in T. gondii unterstiitzt wird
(Sidik et al, 2016), deuten die Ergebnisse dieser Arbeit daraufhin, dass Morn1, HAD2 und
BTP1 in P. falciparum ebenfalls eine entscheidende Funktion erfiillen.

Die Daten werden durch die Transposon-basierten, genomweiten Mutagenese-Daten aus
P. falciparum unterstiitzt, welche BTP1, und auch Morni und HAD2, als essentiell
klassifiziert (Zhang et al., 2018). Hingegen wurden die Proteine Morni, HAD2a und
PF13_0225 in P. berghei als redundant klassifiziert (Gomes et al., 2017). Dies erscheint
widerspriichlich, allerdings wurde in P. berghei gezeigt, dass diese auf der einen Seite im
Vergleich zu anderen Apikomplexa ein reduziertes Repertoire an IMC-Proteinen
exprimieren, und auf der anderen Seite stadienabhingig variierende Funktionen erfiillen
(Dubey et al., 2017; Tremp et al., 2014).

Interessanterweise ist Pf13_0225 in der Transposon-basierten Studie von Zhang und
Kollegen mit einem MIS score von 0,329 in P. falciparum als essentiell eingestuft, welches

jedoch hier durch homologe Rekombination deletiert werden kann (Winkelmann, 2016).
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Dieses konnte durch eine Vielzahl von Griinden erklart werden. Zum Beispiel: i) in der
Transposon-basierten Studie von Zhang und Kollegen (Zhang et al., 2016) wurde nicht fiir
alle Gene eine Mutationssittigung erreicht, sodass es moglicherweise nicht zur
funktionellen Inaktivierung kommt. ii) Die pSLI-basierte Studie selektioniert eine
kompensatorische Parasitenpopulation. iii) In der pSLI-basierten Studie ist das verkiirzt

exprimierte Protein ausreichend zur Erfiillung seiner Funktion.

Um die physiologische Bedeutung der anscheinend essentiellen Proteine ndher zu
untersuchen, wurden hier zwei konditionelle Methoden, zum einen das knock-sideways-
System zur Inaktivierung von Proteinen (beschrieben in Abschnitt 3.1.2), zum anderen das
glmS-Riboswich System zur RNA-Degradation, genutzt (beschrieben in Abschnitt 3.1.3.).
In P. falciparum wurde das knock-sideways-System bisher lediglich fiir zytosolische oder
im Kern lokalisierte Proteine erfolgreich beschrieben (Birnbaum et al., 2017). Allerdings
wurde gezeigt, dass in P. berghei das Protein GAP50, welches IMC-lokalisiert ist,
erfolgreich an die Plasmamembran mislokalisiert werden konnte (Hughes und Waters,
2017). Aufgrund der engen raumlichen Nihe von IMC und Plasmamembran ist es
allerdings nicht méglich zu sagen, ob lediglich das Protein GAP50 oder der komplette IMC
an die Plasmamembran gezogen wurde, und ob auch eigentlich redundante Proteine einen
letalen Phianotyp erzielen wiirden.

Daher sollte in einem Vorversuch mit zwei Proteinen des Inneren Membrankomplexes
zunichst getestet werden, ob diese in den Kern mislokalisiert werden konnen und sich das
knock-sideways-System somit auch als erfolgreich fiir membranlokalisierte Proteine
erweist. Es konnte gezeigt werden, dass eine Mislokalisation von Alveolin 5 erfolgreich
war (Abb. 13). Interessanterweise fiihrte aber der gleiche Ansatz mit dem Protein
Mal13P1.228, welches ebenfalls nicht iiber Transmembran-Doménen oder lidngere
hydrophobe Bereiche verfiigt, zu keiner Mislokalisation: Hier wurde der im Kern
exprimierte Mislokalisierer an den IMC gezogen. Dies spricht fiir einen relativ stabilen
Membranassoziationsmechanismus des Proteins, und zeigt in weiterer Folge, dass das
knock-sideways-System nur teilweise geeignet ist, um Proteine des Inneren

Membrankomplexes durch Mislokalisation zu inaktivieren.

Knock-sideways-Versuche mit den Basalkomplex-Proteinen Morn1 und BTP1 zeigten eine
erfolgreiche Mislokalisation von Morn1 (Abb. 14). Mislokalisation von BTP1 war nicht
moglich. Wihrend der zweite Befund keine Uberraschung darstellt, da BTP1 iiber vier
Transmembrandoméanen stabil in der Membran verankert ist, steht der Befund des
Proteins Morn1 (das Fehlen eines Phianotyps bei Mislokalisation des Proteins in den Kern)

im augenscheinlichen Widerspruch zu den negativen Ergebnissen des SLI-Ansatzes (Tab.
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16), der Studie von Zhang und Kollegen (Zhang et al., 2018) sowie den funktionellen
Daten aus Toxoplasma gondii (Lorestani et al., 2010). Eine mogliche Erklarung hierfiir
ist, dass die Mislokalisation des Zielproteins nicht 100%ig erfolgte und ein gewisser Anteil
des Zielproteins am Wirkort verbleibt. Im Falle von Morni konnte dieser
submikroskopische Anteil fiir die Funktion des Proteins unter den gegebenen
Versuchsbedingungen genug sein, um die Abwesenheit von Morn1 funktionell zu

kompensieren.

Fiir beide Proteine stellt der glmS- oder der diCre-basierte Versuchsansatz eine
vielversprechende Alternative dar. Fiir Morn1 wurde das glmS-System bereits in dieser
Arbeit etabliert, jedoch konnte hier keine verminderte Expression bei Zucker-induzierter
RNA-Degradation festgestellt werden, wodurch es effektiv zu keinem Morn1 knock-down
gekommen ist (Abb. 16). Eine wahrscheinliche Ursache fiir diese funktionelle Ineffektivitat
des Ribozymes konnte der hohe Gehalt an Glucose im verwendeten Kulturmedium sein.
Dieser ist hoher als im Medium der Originalarbeit (W. Trager and J. B. Jensen, 1976) und
es ist bekannt, dass ein hoher Glucose-Gehalt die Ribozym-Aktivitit hemmt. Deswegen
soll zunichst die MORN1-glmS Zelllinie an Glucose-drmeres Medium adaptiert werden

und dann die Versuche wiederholt werden.

Die Verwendung eines DiCre-basierten Systems hitte hingegen in erster Linie den Vorteil,
dass keine Hintergrundexpression des Proteins erfolgt (da das komplette Ursprungsgen
deletiert wird), Riickmutation des Gens nicht moglich ist, sowie die off-target-Effekte
selten sind. Weiterhin hat sich das System als sehr effektiv erwiesen.

Allerdings zeigte sich in der Vergangenheit, und auch in dieser Arbeit, dass eine
Vorhersage, welches System fiir welches Protein geeignet erscheint, schwer zu treffen ist

(De Koning-Ward et al., 2015; Webster and McFadden, 2014).

Ein weiterer praktischer Aspekt fiir die Wahl des knock-sideways-Systems war, dass
transgene Parasiten, die das zu untersuchende Protein gekoppelt mit einer FKBP-Domine
exprimierten, lediglich durch episomale Expression eines BirA* Proteins gleichzeitig zur
Identifikation neuer Interaktionspartner genutzt werden konnen — dies mittels DIQ-
BioID.
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4.2 Identifikation neuer Proteine des Basalkomplexes mittels
DIQ-BiolID

Die BioID-Methode wird angewendet, um in vivo interagierende oder eng benachbarte
Proteine durch eine aktive BirA*-Ligase mit Biotin zu markieren und mittels
Massenspektrometrie zu identifizieren (Roux et al., 2012). BiolID ist in P. falciparum
etabliert und wurde bereits erfolgreich eingesetzt, um neue Proteine der parasitiren
Vakuole (Khosh-Naucke et al.,, 2018) oder der Rhoptrien (Geiger et al., 2020) zu
identifizieren. Auch in T. gondii wird diese Methode genutzt (Tosetti et al., 2020;
Engelberg et al., 2019), auch u. a. zur Identifizierung neuer IMC-Proteine (Chen et al.,
2015).

Eine modifizierte Methode, die sogenannte DIQ-BioID (Birnbaum et al., 2020), die die
Anzahl falsch positiver Proteine verringert, wurde in dieser Arbeit angewandt, um weitere
Proteine des Basalkomplexes zu identifizieren und um diesen niher zu definieren. DIQ-
BioID beruht auf der konditionellen, Rapalog-induzierten Dimerisierung des zytosolisch,
episomal exprimierten Fusionsproteins 2xFRB_BirA*_mCherry und dem endogen
markierten Morn1_ 2xFKPB_ GFP.

In der vorliegenden Arbeit wurde DIQ-BioID fiir Morn1 angewendet. Hierfiir wurde durch
Zugabe von Rapalog die Biotinligase BirA* an den Basalkomplex lokalisiert und die
induzierte (+ Rapalog/+ Biotin) mit der nicht-induzierten Fraktion (- Rapalog/+ Biotin)
verglichen. Eine Analyse der massenspektrometrischen Daten ergab, dass insgesamt 64
Proteine in der induzierten Fraktion angereichert wurden, wobei Morni am stiarksten
angereichert ist, was eine erfolgreiche Biotinylierung bestitigt. Die Analyse zeigt, dass 23
der identifizierten Proteine als Proteine annotiert sind, welche in Transkriptions- und
Translationsprozesse involviert sind. Dies ist naheliegend, da Morni ebenfalls im
Mikrotubuli-organisierenden Zentrum lokalisiert. Aus diesem Grund ist es notig eine
weitere BioID, mit alternativen Proteinen des Basalkomplexes durchzufiihren. Des
Weiteren wurden sechs Proteine involviert in Transportprozesse, 14 Proteine mit
sonstigen Funktionen und 19 bis heute unbekannte Proteine identifiziert. Unter diesen
Proteinen findet sich auch MyodJ, welches ebenfalls im Basalkomplex von T. gondii

lokalisiert (Frénal et al., 2017), sowie ein weiteres HAD-Phosphatase (PF3D7_1118400).

Insgesamt fillt auf, dass die Zahl der positiv identifizierten Proteine sehr gering ist.
Weitere Versuche sollten daher mit einer verbesserten Enzymvariante durchgefiihrt
werden, der sogenannten Turbo-BioID (Branon et al., 2018). Diese biotinyliert
umliegende Proteine in lediglich zehn Minuten, wihrend die hier verwendete Ligase ca. 12
h benétigt, ein Zeitfenster, das die Prasenz des Basalkomplexes im Parasiten von ca. 6 h

weit iiberschreitet. Vermutlich wurden hauptsichlich Interaktionspartner von Morn1 im
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MTOC (einer alternativen Lokalisation von Morni1; Kono et al., 2016) identifiziert. Das
MTOC bildet sich wihrend jeder Kernteilung aus, wihrend der Basalkomplex lediglich
wihrend der Tochterzellbildung, d. h. der letzten Runde der Kernteilung, im Parasiten
ausgebildet wird.

Daher ist es moglich, dass die identifizierten, putativen Basalkomplex-Proteine friihe
Marker-Proteine des Basalkomplexes darstellen. Die geringe Anzahl der identifizierten
Basalkomplex-Proteine, im Gegensatz zu einer grofen Anzahl an Proteinen involviert in
anderen Prozessen, kann allerdings auch auf eine weitere Sub-Kompartimentierung des
Basalkomplexes hindeuten. Kolokalisationsstudien von Morni mit dem Basalkomplex-
Protein PF13_0225 zeigten, dass diese eng benachbart im Basalkomplex vorliegen und
nicht vollstiandig kolokaliseren (Scharf, Gilberger, 2017).

Ein Vergleich der Expressionsprofile (verfiigbar auf PlasmoDB) der identifizierten, noch
nicht annotierten Proteine ergab, dass eines dieser Proteine ein Basalkomplex-typisches
Expressionsprofil aufweist — PF3D7_1019100. Dieses sollte in nachfolgender Arbeit weiter

charakterisiert werden.

Allerdings wurden in der Gruppe der Proteine, welche in der induzierten Fraktion
angereichert sind, wenn auch nicht exklusiv, drei Vertreter einer Gruppe in P. falciparum
in vitro noch nicht charakterisierter Proteine identifiziert — die Kinesine. Hierbei handelt
es sich um Kinesin 5 (PF3D7_0317500), Kinesin 8.2 (PF3D7_0319400) und Kinesin 13
(PF3D7_1245100). Es ist naheliegend zu vermuten, dass Kinesine als Motorproteine
moglicherweise an der aktiven, Basalkomplex-vermittelten Migration des IMC beteiligt

sein konnten.

4.2.1 Kinesine als Bestandteile des Basalkomplexes?

Kinesine bilden eine Superfamilie Mikrotubuli-basierter Motorproteine, welche in allen
eukaryotischen Zellen vorkommen (Wickstead et al., 2010). Sie erfiillen fiir den
Organismus essentielle Funktionen wie unter anderem den Transport von Vesikeln und
Organellen, Chromosomen und Proteinkomplexen innerhalb der Zelle.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit Hilfe von BioID drei Kinesine identifiziert - Kinesin
5 (PF3D7_0317500), Kinesin 8.2 (PF3D7_0319400) und Kinesin 13 (PF3D7_1245100),
die iiber Morn1 anscheinend mit dem Basalkomplex assoziiert sind. Homologe dieser drei
Kinesine stehen in anderen Eukaryoten mit Zellteilungsprozessen in Verbindung (Alberts,
2020, Moores and Milligan, 2006). Studien von Wickstead und Kollegen (Wickstead et al.,

2010), Zeeshan und Kollegen (Zeeshan et al., 2019a) und Leung und Kollegen (Leung et
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al., 2017) zeigen allerdings, dass im Kinesin-Repertoire der Eukaryoten, und insbesondere
auch der Apikomplexa, eine hohe Divergenz vorliegt und diese moglicherweise ein
Hinweis auf eine mogliche Plastizitdt der Funktion von Kinesine sind. Da der IMC, aber
auch der apikale Komplex, Alveolata-spezifisch sind wurden wihrend der Evolution
moglicherweise alternative Funktionen der Kinesine etabliert und bspw. fiir den Prozess
der IMC-Migration Kinesine rekrutiert, die in anderen eukaryotischen Zellen alternative

Funktionen einnehmen.

Die Studie von Leung (Leung et al., 2017) zeigt beispielsweise, dass in dem ebenfalls der
Gruppe der Apikomplexa zugehorigen Parasiten Toxoplasma gondii die Deletion von
Kinesin A (TgGT1_267370), welches im Konoid lokalisiert ist, zur Auflésung des Apikalen
Rings und zur Ablosung der daran aufgehingten Mikrotubuli fiihrt. Dieses hat drastische
Auswirkungen auf Form, Beweglichkeit und Invasionsverhalten von T. gondii. Der
Phianotyp beruht unter anderem auf einer Reduktion der Adhesin-Sekretion aus den
Mikronemen (Leung et al., 2017). Ein weiteres Kinesin (Kinesin B — TGGT1-273560; Hu et
al., 2006; Homolog in Plasmodien: PF3D7_1211000) wurde ebenfalls an den kortikalen

Mikrotubuli lokalisiert, allerdings in einem distinkten Bereich (Leung et al., 2017).

Die Uberlegung, dass Kinesine die Migration des IMC wihrend der Tochterzellbildung
vermitteln konnten, ist motiviert durch Forschungsergebnisse an Kinesin-
Rezeptorproteinen, den sogenannten Kinektinen (Burkhardt, 1996), die in der Membran
von Bakterien und Sdugerzellen nachgewiesen wurden. Diese Kinektine sind iiber eine N-
terminale hydrophobe Aminosiduresequenz in der Membran verankert. Der C-terminale
Bereich des Proteins bindet wahrscheinlich das Kinesin-Molekiil, welches wiederum tiber
eine Motordomiane mit den Mikrotubuli verbunden ist. Denkbar wire, dass die
identifizierten Kinesine als mikrotubuli-basierte Motoren eine Verbindung zwischen IMC
Vesikeln und den subpellikuldren Mikrotubuli (fMast) direkt unter der Plasmamembran,
entweder direkt oder iiber weitere Adapterproteine herstellen und damit Bewegung
vermitteln bzw. bewerkstelligen.

Alternativ, falls keine Kinesin-basierte “Migration” im klassischen Sinne vorliegt, sondern
die laufende IMC-Elongation wihrend der Entstehung der Merozoiten durch die
kontinuierliche Vesikelfusion vom Golgi gewihrleistet wird, ist ebenfalls eine Involvierung
von Kinesinen vorstellbar. In Toxoplasma wurde gezeigt, dass das Rabkinesin-6 als
Effektorprotein von Rab6 eine wichtige Rolle bei Zellteilung und Bildung von
Tochterzellen spielt (Stedman et al., 2003). In diesem Szenario wiirden die plasmodialen
Kinesine die Verbindung bilden zwischen Mikrotubuli und vom Golgi-kommenden, rab-

positiven Vesikeln mit Ziel IMC einnehmen.
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Um die Funktion der Kinesine und deren mogliche Assoziation und funktionelle
Verkniipfung mit dem Basalkomplex im Malariaparasiten zu untersuchen, wurden die
fiinf wihrend der Blutphase spét transkribierten Kinesine (Abb. 19; Wichers et al., 2019):
PF3D7_0317500, PF3D7_1211000, PF3D7_0111000, PF3D7_ 1245100, PF3D7_0724900
und PF3D7_ 0319400 lokalisiert und funktionell inaktiviert. Die Nomenklatur in der
vorliegenden Arbeit folgt dabei der Nomenklatur in Wickstead et al. (Wickstead et al.,
2010).

Die Lokalisationsstudien der GFP-markierten Kinesine in Plasmodium falciparum
ergaben, dass keines der Proteine am Basalkomplex lokalisiert:

- Kinesin 5 und Kinesin 8.2 wurden im MTOC lokalisiert. Dies wurde durch
Kolokalisation mit den bekannten Markerproteinen o-Tubulin und Centrin 3
bestitigt.

- Kinesin 19 lokalisiert im Zytosol; Kinesin 7 und 8 zeigten lediglich ein schwaches
Signal und konnten nicht genauer lokalisiert werden.

- Kinesin 13 konnte durch den gewdhlten pSLI-basierten Versuchsansatz nicht mit

GFP markiert werden.
Die MTOC-Assoziation von Kinesine 5 und 8.2 wiahrend der Blutphase von P. falciparum

legt eine “klassische” Funktion dieser Kinesine wiahrend der Mitose (ev. Kontrolle von
Mikrotubuli-Dynamik und Alignment von Chromosomen wihrend der Metaphase) nahe.
Funktionell wurden die Kinesine durch das knock-sideways-System (Birnbaum et al.,
2017) untersucht. Hierfiir wurden die Proteine vom Ort ihres Wirkens mislokalisiert.
Weder eine Lokalisation der Kinesine an einen alternativen Ort im Zellkern noch an die
Plasmamembran zeigte einen negativen Einfluss auf das Wachstum der Parasiten. Fiir die
Kinesine 8 und 8.2 wurde dies in P. berghei durch zwei kiirzlich veréffentlichte Studie von
Zeeshan und Kollegen (Zeeshan et al., 2019b, 2019a) bestatigt.

Es ist moglich, dass die Kinesine aufgrund ihrer groBen Homologie untereinander
(Vicente and Wordeman, 2015) eine hohe Redundanz aufweisen und wihrend der
Blutphase die Funktion von Kinesin 5 durch ein ebenfalls im MTOC lokalisiertes Protein,
wie Kinesin 8.2, iibernommen wird. Hierfiir spricht, dass trotz einer verhéltnismaBig
geringen Anzahl an Kinesinen diese zum groBten Teil wahrend der Tochterzellbildung der
Plasmodien exprimiert werden. Konditionelle Doppel-Knock-outs dieser beiden Kinesine

konnten hierfiir experimentelle Daten liefern.
Die Ergebnisse der Mislokalisation mittels knock-sideways unterstiitzen die Feststellung,

dass die Kinesine zumindest eine gewisse Redundanz in der asexuellen Proliferation

aufweisen. Studien von Lasonder und Kollegen und Tao und Kollegen zeigen, dass in P.
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berghei (Tao et al., 2014) und P. falciparum (Lasonder et al., 2016) Kinesin 8 explizit bei
der pre-sexuellen Differenzierung mannlicher Gametozyten hochreguliert ist.

Zwei kiirzlich veroffentlichte Studien liefern hierbei eine detaillierte Charakterisierung
von zwei Proteinen der Kinesin-8-Familie (Zeeshan et al., 2019b, 2019a) in P. berghei.
Spannenderweise wurde eine Lokalisation von Kinesin 8B im sich bildenden Flagellum
gezeigt. Flagellen, konservierte und mikrotubuli-basierte Organellen, welche
Zellbewegung vermitteln, sind in Plasmodien lediglich in mannlichen Gameten vorhanden
(Sinden et al., 1976 und Frenal et al., 2017). Dies erklart, warum das Protein wihrend der
Blutphase von Plasmodium nicht als GFP-Fusionsprotein lokalisiert werden konnte, auch
wenn RNA-Expressionsdaten einen starken Anstieg zu Beginn des Trophozoitenstadiums
im Blut zeigen (Abb. 20). Die Studie verdeutlicht, dass dieses Kinesin in P. berghei eine
alternative Funktion jenseits der Zellteilung austibt.

Lokalisationsstudien mit Kinesin 8X in Gametozyten von P. berghei (das Homolog zu
Kinesin 8.2 in dieser Arbeit) bestitigen die hier gezeigte Assoziation (Abb. 21) mit dem
Mikrotubuli-organisierenden Zentrum (MTOC) und eine zusétzliche Lokalisation mit dem
mitotischen und meiotischen Spindelapparat (Zeeshan et al., 2019b). In dieser Studie wird
gezeigt, dass Kinesin 8X essentiell fiir die Entwicklung der Oozyste in der Miicke und
wihrend der Sporogenie ist und somit fiir die Transmission auf den vertebraten Wirt eine
wichtige Rolle spielt. Im Gegensatz zu P. falciparum konnte wihrend der asexuellen
Blutphase in P. berghei kein Kinesin-8-GFP-Signal detektiert werden. Allerdings muss
hinzugefiigt werden, dass Kinesin 8.2 in der vorliegenden Arbeit lediglich schwach

exprimiert ist (siehe Abb. 21).

Jenseits ihrer zellbiologischen Funktion haben Kinesine Potential bei der experimentellen
Wirkstoffsuche. Im Rahmen eines small molecule screens mit Substanzen aus der
Kollektion der Medicines of Malaria Venture wurde MMV666693 als spezifischer
Inhibitor von Kinesin 5 in P. falciparum und P. vivax mit einem IC50 Wert unter 100 nM
identifiziert (Liu et al., 2014). Es ist hervorzuheben, dass hierbei ein Plasmodien-
spezifisches, allosterisches Zentrum in der Motordoméne inhibiert wird und die Substanz
somit eine hohe Spezifitit ohne Kreuzreaktivitat mit humanen Kinesinen aufweist (Liu et
al., 2014)

Dieses Ergebnis steht auf den ersten Blick im Wiederspruch zu den vorliegenden Daten
dieser Arbeit, die zeigen, dass die Mislokalisation von Kinesin 5 aus dem Zellkern keinen
messbaren Einfluss auf das Wachstum der Parasiten wihrend der Blutphase hat.
Allerdings konnte es moglich sein, dass aufgrund der Ahnlichkeit der Struktur der

Kinesine untereinander, MMV666693 ebenfalls auf ein weiteres plasmodiales Kinesin
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einwirkt. Hierfiir wiirde auch sprechen, dass Transposon-basierte Mutagenese-Daten aus

P. falciparum alle Kinesine als redundant klassifizieren.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Hypothese, dass Kinesine als Motoren der
IMC-Migration dienen, nicht durch die hier erzielten Ergebnisse unterstiitzt wird. Die
Kinesine 5 und 8.2 kolokalisieren mit bekannten Proteinen des Kernteilungssapparates in

P. falciparum und sind damit vermutlich an der Mitose beteiligt.

4.3 Der Abbau des IMC als Angriffspunkt fiir Therapeutika?

Ebenso wie die Biogenese stellt der Abbau des Inneren Membrankomplexes einen
essentiellen Schritt zur Aufrechterhaltung der fiir eukaryotische Zellen extrem schnellen

Zellproliferation von P. falciparum dar.

Als Schliisselinstrument bei der Zytogenese und Invasion wird der IMC nach erfolgreicher
Invasion nicht nur nicht mehr benoétigt, sondern stellt fiir die Etablierung und das
Wachstum des Parasiten in seiner neuen Wirtszelle ein Hindernis dar. Wie der Abbau
dieser komplexen Struktur, bestehend aus einem doppelschichtigen Membransdckchen
und einer Vielzahl in Struktur und Funktion variierenden Proteine, erfolgt und wodurch
dieser Abbau initiiert wird, ist bis heute weder in P. falciparum noch in irgendeiner
anderen Gruppe der Alveolata zugehorigen Organismen untersucht. Lediglich in
Toxoplasma gondii wurde gezeigt, dass der IMC der Mutterzelle in den IMC der
Tochterzellen iibergeht (Ouologuem and Roos, 2014). Dies scheint fiir die Blutphase von
Plamodium falciparum nicht plausibel, insbesondere mit Hinblick auf die erst 36 h nach

Invasion beginnende Tochterzellbildung, in welcher der IMC de novo synthetisiert wird.

In P. falciparum erscheint der Abbau des IMC ziigig nach erfolgreicher Invasion zu
erfolgen. In 4D-mikroskopischen Untersuchungen konnen amoboide Bewegungen des
Parasiten im Erythrozyten schon 10 min nach der Invasion dargestellt werden (Griiring et
al., 2011). Weiterhin zeigt eine elektronenmikroskopische Untersuchung von einem frisch
invadierten Ring (< 10 min nach Invasion) ein ca. 200 nm langes Membranfragment ,
dass einen Teil einer sich auflésenden IMC-Membran darstellen kénnte (Riglar et al.,
2013).

Dies zeigt allerdings auch die Schwierigkeiten bei der Untersuchung dieses Prozesses auf:
zum einen ist der Parasit in diesem Lebensstadium sehr klein (1,5 um), zum anderen

scheint der Abbau des IMC in einem sehr kurzen Zeitfenster stattzufinden.
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In dieser Arbeit wurde die dynamische Lokalisation von drei IMC-Proteinen mit
unterschiedlichen Membranassoziationsmechanismen lichtmikroskopisch nach der
Invasion eines Erythrozyten analysiert. Wahrend das iiber einen bis heute unbekannten
Mechanismus mit der IMC-Membran assoziierte Protein Mal13P1.228 zu keinem
Zeitpunkt im jungen Ring zu detektieren ist, ist das iiber eine Alveolindoméine
membranassoziierte Protein Alveolin 5 gleichmaBig im Zytosol verteilt detektierbar.
Hingegen ist das Protein GAPM2, welches fest in der Membran verankert ist, in

vesikelartigen Strukturen detektierbar, welche sich in der Zelle zu bewegen scheinen.

Keines der drei untersuchten Proteine ist in der Peripherie des Ringes lokalisiert, was auf
einen Abbau des IMC hindeutet. Einschriankend muss gesagt werden, dass auch hier keine
praparierten Merozoiten verwendet wurden. Nur dieses ermdglicht eine genaue zeitliche
Untersuchung der IMC-Dynamik nach Invasion. Jedoch konnte durch die Kolokalisation
mit Rex 1, einem Protein, welches zwei bis drei Stunden nach erfolgreicher Invasion in das
Zytosol der Zelle exportiert wird, bestitigt werden, dass die abgebildeten Parasiten relativ
junge Ringstadien darstellen.

Es kann nur spekuliert werden, dass der Zerfall des IMC-Doppelmembran-Komplexes fiir
die Freisetzung der IMC-Proteine ursichlich verantwortlich ist und diese Proteine auf
Grund ihrer unterschiedlichen Mechanismen der Membranassoziation dann an
unterschiedlichen Lokalisationen zu finden sind. Dieses ist zum Beispiel fiir Nukleoporine
beim Zerfall der Kernmembran dokumentiert. Hier wurde gezeigt, dass nach Zerfall der
Kernmembran wihrend der Mitose beispielsweise Lamin A/C in das Zytosol entlassen
wird, wihrend Lamin B in die Membran des rauen ER lokalisiert (Daigle et al., 2001; Yang

et al., 1997).

In eukaryotischen Zellen ist neben dem lysosomalen System das Ubiquitin-Proteasom-
System (UPS), fiir dessen Beschreibung 2004 der Nobelpreis an Ciechanover, Hershko
und Rose verliehen wurde, zustindig fiir den Abbau oder das Recycling von Proteinen
(Glickman and Ciechanover, 2002). Dieses System dient der Qualititskontrolle von
Proteinen und reguliert in eukaryotischen Zellen Prozesse wie beispielsweise die
Signaltransduktion, den Zellzyklus und die Transportprozesse (zusammengefasst in
Alberts et al., 2012). Auch in Plasmodien ist das Proteasom essentiell (Wang et al., 2015).
Um Proteine dem UPS zuzufiihren, werden diese enzymatisch durch Anhingen einer
Polyubiquitinkette modifiziert und dann im 26S Proteasom degradiert. Studien zeigen,
dass eine Inhibierung des Proteasoms die Entwicklung des Parasiten in unterschiedlichen

Lebensstadien, wie beispielsweise den Gametozyten (Czesny et al., 2009), wihrend der
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Leberphase von P. berghei zu Beginn der Schizogonie und im Erythrozyten in jungen P.

falciparum Ringstadien inhibiert (Lindenthal et al., 2005).

Um zu untersuchen, ob das UPS in den Abbau der IMC-Proteine involviert ist, wurden
zwei etablierte Inhibitoren eingesetzt, MG-132 (Kreidenweiss et al., 2008; Prasad et al.,
2013) und Pyr-41 (Yang et al., 2007), welche im UPS unterschiedliche Zielstrukturen
besitzen. MG-132 inhibiert hierbei direkt das Proteasom, wihrend Pyr-41 das Enzym
Ubiquitin-aktivierende Enzym E1 des Ubiquitin-Systems hemmt. Hierbei zeigt sich, dass
das Transmembranprotein GAPM2, welches in unbehandelten Ringstadien lediglich als
verkiirztes GFP-gebundenes Fragment vorliegt, nach Behandlung von Parasiten mit MG-
132 und Pyr-41 wihrend der Invasion als vollstindiges Protein im Westernblot
nachweisbar ist. Dies lasst vermuten, dass die IMC-Proteine mit Ubiquitin markiert
werden und so dem Proteasom fiir die Proteolyse zugefiihrt werden. Ob dieses mit der
IMC-Membranauflosung einher geht, oder eine Voraussetzung ist, bleibt zu klaren.

Diese Beobachtung geht mit dem Ergebnis einer kiirzlich veroffentlichten Publikation
einher, die zeigt, dass neben anderen invasionsrelevanten Proteinen, insbesondere IMC-
Proteine im freien Merozoiten bzw. wihrend des Ubergangs vom Schizont zum freien
Merozoit stark ubiquitiniert sind (Wu et al., 2019) und, dass diese Ubiquitinierung
essentiell fiir die fortlaufende Entwicklung des Parasiten ist. Hingegen lassen sich kurz
nach erfolgreicher Invasion nur wenige ubiquitinierte IMC-Proteine identifizieren (Wu et
al., 2019).

Die Ubiquitin-abhingige, sogenannte regulierte Protolyse ist in anderen eukaryotischen
Zellen gleichzeitig wichtiges Kontroll- und Regulationswerkzeug fiir den unidirektionalen
Ablauf zelluldrer Prozesse (Borg and Dixit, 2017; Glotzer et al., 1991) und wird
hauptsiachlich durch streng regulierte Expressionslevel der beteiligten Enzyme
kontrolliert. Inwieweit hier ein Zusammenspiel zwischen Signaltransduktion wiahrend der
Invasion, Expressionsregulation invasionsrelevanter Proteine und einer regulierenden
Signalkaskade des IMC-Abbaus besteht, dariiber kann nur spekuliert werden, wire

allerdings ein interessanter Ansatzpunkt fiir nachfolgende Forschung.

Alternativ zum UPS-System wire ein Abbau des IMC iiber autophagische Prozesse
moglich. Autophagie bezeichnet den Abbau zelluliren Materials im Lysosom (Alberts,
2012). Es wurde von verschiedenen Gruppen gezeigt, dass Autophagie in Plasmodien in
den unterschiedlichen Stadien des Lebenszyklus stattfindet (u.a. Cervantes et al., 2014).
Kolokalisation-Studien mit dem Autophagie-Marker ATG8 mit GAPM2 in jungen Ringen,
die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, zeigte allerdings keine Kolokalisation

(Daten nicht gezeigt). Gegen einen Abbau des IMC iiber Autophagie spricht auch, dass das
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plasmodiale Pendant zum Lysosom, die Fressvakulole, erst zu Beginn des

Trophozoitenstadiums ca. 20h nach Invasion gebildet wird (Rosentheal, 2005).

Wiinschenswert wiére eine differenzierte lichtmikroskopische Darstellung von
Membranlipiden, insbesondere benachbarter Membranen wie IMC und Plasmamembran,
die die Darstellung des Umbaus und Zerfalls des IMC erméglichen wiirde. Wahrend dieses
in Toxoplasma durch die Verwendung der Plasmamembran und IMC-spezifischen
BODIPY-CE bzw. BODIPY-cholesteryl anscheinend mdéglich ist, (Johnson et al., 2007),
konnte dieses fiir Plasmodium im Rahmen dieser Arbeit nicht reproduziert werden (Daten
nicht gezeigt). Dies spricht moglicherweise fiir eine unterschiedliche

Lipidzusammensetzung des Organells in Plasmodium und Toxoplasma.

Da fluoreszenzmikroskopisch lediglich Proteine, keine Membranen, visualisiert werden
konnten, wurde zusitzlich hochauflosende FIB-SEM-Mikroskopie in Kombination mit
Kryofixierung durchgefiihrt. Diese Technik umgeht die zahlreichen, notwendigen Schritte
in der klassischen EM, die durch Fixierung, Dehydrierung und Einbettung zu Artefakten
wie Membranperturbation fithren kann. Die FIB-Technik (focussed ion beam milling;
Schaffer et al., 2017), bei der mittels des fokussierten Ionenstrahls in 250 nm Schritten
Zelllamellen hergestellt werden, ermoglicht die 3D-Untersuchung von zelluldren
Strukturen mit elektronenmikroskopischer Auflésung.

Mit dieser Technik wurden zwei frisch invadierte Erythrozyten untersucht. Hierfiir
wurden die Parasitenkulturen 15 min nach Zugabe von aufgereinigten Schizonten zu
uninfizierten Erythrozyten mittels Kryofixierung konserviert (Abb. 30). Beide Parasiten
weisen kein Membransystem auf, dass dem IMC &hnelt, jedoch ist eine Vielzahl von
membranosen Strukturen wie die Plasmamembran, die Membran der parasitophoren
Vakuolen mit dem parasitophren Vakuolenmembrannetzwerk, die Kernmembran sowie

der Golgi-Apparat mit sich abschniirenden Vesikeln sehr gut darstellbar.

Eine Arbeit in Plasmodium berghei, die die morphologischen Verdnderungen wihrend
der Transformation von Sporozoiten zu Trophozoiten (ein allerdings Stunden
andauernder Prozess) untersucht, zeigt elektronenmikroskopisch ausgedehnte
Membranstapel, die als Uberreste des IMC interpretiert werden (Jayabalasingham et al.,
2010). Korrelative Licht- und Elektronenmikroskopie (CLEM) mit geeigneten
Markerzelllinien erscheint unerldsslich, um hier genauere Aussagen treffen zu konnen.
Diese Membranstapel sind interessanterweise in Blutstadien von P. falciparum in der

vorliegenden Arbeit nicht detektierbar.
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Es ist interessant zu spekulieren, was mit den Phospholipiden der IMC passiert, die eine
fast 50% groBere Membranstruktur als die eigentliche Plasmamembran darstellt.

Eine Moglichkeit wire der Export von Membranmaterial in das Zytosol des infizierten
Erythrozyten oder die Inkorporation des IMC-Materials in die Plasmamembran des
Parasiten. Fiir den Export spricht, dass im Zytosol des Erythrozyten bereits relativ friih
nach Invasion (spatestens zwei bis drei Stunden, wie durch das membranlokalisierte
Protein Rex1 gezeigt, moglicherweise friither) membranose Strukturen wie z.B. die
Maurerschen Spalten zu finden sind.

Neben einer Studie aus dem Jahr 2013, in der ein Transferprotein fiir Phospholipide
gefunden wurde (van Ooij et al., 2013), gibt es bisher allerdings keinen Hinweis auf ein
Transportsystem fiir Phospholipide in der Plasmamembran von P. falciparum wahrend
der erythrozytiren Blutphase, welche einen Export von Phospolipiden in das Zytosol der

roten Blutzelle vermitteln wiirden.

Naheliegend mag allerdings eine streng organisierte Umorganisation der Membranen und
des Zytoskeletts innerhalb des Parasiten sein. D. h. ein Recycling in die sich stark
ausdehnende, iiber dem IMC liegende Plasmamembran, da sich die GroBe des Parasiten
von 2 um Linge im Tochtermerozoiten wihrend der Ringphase mindestens verdoppelt

und auch hierfiir eine umfassende Plasmamembranexpansion nétig ist.

In eukaryotischen Zellen ist bekannt, dass Lipide tiber spezielle Kontaktstellen zwischen
den Membranen ausgetauscht werden konnen (Scorrano et al., 2019). Eine Veranderung
der Lipidzusammensetzung mag eventuell zur Verschmelzung der Membranen fiihren,
Einfluss auf Lipid-Protein-Interaktionen nehmen und auch auf Eigenschaften der
Membran. Auch in Plasmodium wurden kiirzlich Proteine (RASP — rhoptry apical surface
proteins und PfCERLI - exposed rhoptry leaflet interacting protein 1 ) identifiziert,
welche wihrend des Invasionsprozesses Lipide binden und die Verschmelzung der
Rhoptrienmembran mit der Plasmamembran vermittelt (Suarez et al., 2019; Liffner et al.,
2020). Hiermit einhergehend zeigen umfangreiche elektronenmikroskopische Studien in
drei Dimensionen an jungen Ringstadien aus dem Jahr 2004 (Bannister et al., 2004) den
Export von Vesikeln mit Doppelmembranen in die Plasmamembran, die Membran der
Parasitaren Vakuole und in das Zytosol des Erythrozytens durch Exocytose (double-
membraned vesicle-based).

Im Gegensatz zu anderen Zellen, die bei Prozessen der Membranexpansion, wie
beispielsweise der Zellteilung, ebenso auf Strategien wie Exozytose oder endozytoisches
Recycling zuriickgreifen (Boucrot and Kirchhausen, 2007), sollte hier erwdhnt werden,

dass der eigentlich stark konservierte ESCRT-Komplex (endosomal sorting complex
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required for transport), eine in Membranumbau involvierte Maschinerie, im Genom von

Plasmodium falciparum nicht kodiert ist (Leung et al., 2008).

Prozesse erheblicher Membranumwilzung finden auch wihrend der Zellteilung in
anderen eukaryotischen Zellen statt. Hier werden unter anderem die Kernmembran, das
Endoplasmatische Reticulum und der Golgi-Apparat mit Beginn der Mitose aufgelost und
in der Tochterzelle neu aufgebaut. Wie diese Prozesse ablaufen, wird allerdings auch in
Saugerzellen erst ansatzweise verstanden (zusammengefasst u.a. in Carlton et al., 2020).
Dariiber hinaus ist auch hier der Verbleib der Membran unbekannt. Bekannt ist
allerdings, dass durch die Phosphorylierung von verschiedenen Proteinen durch CDC2,
CDK1 und PKC zu Beginn der Mitose die Kernmembran von der darunterliegenden
Lamina gelost wird, Kernmembranproteine in das Endoplasmatische Retikulum

iibergehen und beide Membranen somit ihre Identitit verlieren (Walczak et al., 2010).

In diesem Zusammenhang stellt sich auch die Frage: was gibt das ausschlaggebende
Signal fiir den Abbau des Membrankomplexes? - ein im Rahmen dieser Arbeit nicht
beleuchteter, aber hoch interessanter Schritt wiahrend des Abbaus des Inneren
Membrankomplexes. Hierbei muss es sich um einen streng regulierten Prozess handeln,
da der IMC den fiir den Invasionsprozess essentiellen Aktin-Myosin-Motor verankert. Ein
zu frithes Zusammenbrechen wiirde die Invasion somit unméglich machen.

Das enge Zusammenspiel zahlreicher invasionsrelevanter Proteine und insbesondere der
Ausschiittung von Rhoptrien- und Mikronemenproteinen wihrend des Invasionsprozesses
wird durch streng regulierte Signalkaskaden bestehend aus Kinasen, Phosphatasen und
anderen Effektoren gesteuert (u. a. zusammengefasst in Frénal et al., 2017). Bilden die
Ubiquitinierung und der Abbau der IMC-Proteine den Abschluss bzw. die Fortsetzung

einer streng regulierten Signalkaskade, welche wihrend der Invasion aktiviert wurde?
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Mislokalisation auf das Wachstum der Parasiten.

Tabelle S1:
Gen-ID Annotierung in PlasmoDB log2FC + vs-
1 PF3D7_0106200 | Uncharacterized protein 24,3280755
2 PF3D7_1031200 | MORN repeat-containing protein 1 21,0761247
3 PF3D7_0921500 | Uncharacterized protein 20,5778243
4 PF3D7_0600700 | Rifin 19,8998746
5 PF3D7_1033900 | Ubiquitin-conjugating enzyme 19,452943
6 PF3D7_0303900 | Phosphatidylethanolamine-binding 18,2523005
protein,putative
7 PF3D7_1358100 | Small subunit rRNA processing factor, putative | 17,9373876
8 PF3D7_1143400 | Translation initiation factor eIF-1A, putative 17,8210951
9 PF3D7_0721400 | Uncharacterized protein. 17,7940541
10 | PF3D7_ 1118400 | Haloacid dehalogenase-like hydrolase, | 17,4795198
putative.
11 | PF3D7_1229800 | MyosinJ 17,2477699
12 | PF3D7_1418200 | Uncharacterized protein 17,2431275
13 | PF3D7_0410600 | Uncharacterized protein. 16,9607147
14 | PF3D7_0602200 | MYND finger protein, putative 16,7656616
15 | PF3D7_1030000 | Transcription elongation factor SPT4, putative | 16,3059139
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16 | PF3D7_0322100 | RNA triphosphatase 16,117286
17 | PF3D7_0716000 | RNA-binding protein, putative 16,0038297
18 | PF3D7_1306800 | RED-like protein, putative 15,4386229
19 | PF3D7_1006900 | PPPDE peptidase, putative. 15,4344002
20 | PF3D7_1328500 | Alpha/beta-hydrolase, putative 15,326584
21 | PF3D7_0512300 | CDK-activating kinase assembly factor 15,1397672
22 | PF3D7_1146000 | Ribosome assembly protein 4, putative 14,4350842
23 | PF3D7_0528100 | AP complex subunit beta 13,9302106
24 | PF3D7_1414100 | Uncharacterized protein 13,8827959
25 | PF3D7_0215800 | Origin recognition complex subunit 5 13,7841645
26 | PF3D7_0103100 | Vacuolar protein sorting-associated protein | 13,730364
51,putative
27 | PF3D7_0213900 | Uncharacterized protein 13,6449941
28 | PF3D7_1126300. | DnaJ protein, putative PF3D7_1126300.1 13,4308707
1
29 | PF3D7_0413900 | Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 13,2843181
30 | PF3D7_0718500 | Prefoldin subunit 3 12,9887202
31 | PF3D7_1353800 | Proteasome subunit alpha type 12,9346492
32 | PF3D7_1432900 | SF-assemblin, putative 12,7556387
33 | PF3D7_1333600 | U3 small nucleolar RNA-associated protein | 12,7122196
4,putative
34 | PF3D7_0802500 | Inositol 5-phosphatase, putative 12,57643
35 | PF3D7_1123100 | Calcium-dependent protein kinase 7 12,1809659
36 | PF3D7_1468800 | Splicing factor U2AF large subunit, putative 12,1709891
37 | PF3D7_1030100 | Pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent | 12,101549
RNA helicase PRP22, putative
38 | PF3D7_1428900 | Uncharacterized protein 11,8092858
39 | PF3D7_0819500 | Uncharacterized protein. 11,725068
40 | PF3D7_0811000 | Cullin-1, putative 11,6647584
41 | F3D7_0806300 | Ferlin, putative P 11,4694383
42 | PF3D7_0516700 | Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase | 11,4345761
2,putative
43 | PF3D7_0203700 | MAK16, putative 11,4245862
44 | PF3D7_0802600 | Adenylyl cyclase beta 11,3075993
45 | PF3D7_1405100 | GTPase-activating protein, putative 11,3065744
46 | PF3D7_0418500 | Trafficking protein particle complex subunit 11,1023038
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47 | PF3D7_1244200 | RNA polymerase II transcription factor B | 11,099808
subunit 2, putative
48 | PF3D7_0308900 | Splicing factor 3B subunit 1, putative 11,0856716
49 | PF3D7_0924400 | Uncharacterized protein 10,8788939
50 | PF3D7_1145200 | Serine/threonine protein kinase, putative 10,7042495
51 | PF3D7_1225800 | Ubiquitin-activating enzyme E1 10,5627194
52 | PF3D7_0310900 | Uncharacterized protein 10,4910514
53 | PF3D7_1140800 | Uncharacterized protein OS=Plasmodium | 10,443876
falciparum
54 | PF3D7_1127800 | Uncharacterized protein 10,3053778
55 | PF3D7_1331100 | DNA polymerase theta, putative 10,1715521
56 | PF3D7_0727000 | Vacuolar protein sorting-associated protein | 9,40458811
53,putative
57 | PF3D7_1335700 | Uncharacterized protein 9,39482707
58 | PF3D7_0514100 | ATP-dependent DNA helicase UvrD 8,94392133
59 | PF3D7_1013500 | Phosphoinositide phospholipase C 8,93572492
60 | PF3D7_1019100 | Uncharacterized protein 8,61154127
61 | PF3D7_0619800 | Uncharacterized protein 8,56403514
62 | PF3D7_0806700 | Uncharacterized protein 8,51052683
63 | PF3D7_1326500 | Uncharacterized protein 8,38115357
64 | PF3D7_0506500 | Uncharacterized protein 8,29232163
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