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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Malaria

Malaria zahlt, neben AIDS (acquired immunodeficiency syndrome) und Tuberkulose, zu einer
der wichtigsten Infektionskrankheiten und Schatzungen zufolge leben etwa 3,3 Milliarden
Menschen in Malaria-Endemiegebieten (1). Gegenwartig tritt Malaria hauptsachlich in den
Tropen und Subtropen auf und war bis zu den sechziger Jahren auch in Teilen Europas
verbreitet (2,3). Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) beziffert die Zahl der 2010
aufgetretenen Malariafalle auf 216 Millionen, wobei davon 665000 todlich endeten. Hiervon
traten 81 % der Félle im afrikanischen Raum auf und 86 % der Todesopfer waren Kinder unter
5 Jahren (1). Jingsten Schatzungen zufolge liegt die Zahl der Todesfalle mit 1,2 Millionen noch
weitaus hoher (4). Damit im Zusammenhang treten auch enorme wirtschaftliche und soziale
Probleme durch Malaria auf, bei denen besonders die armsten Lander am starksten betroffen
sind. Neben den hohen Ausgaben fiir medizinische Versorgung und Pravention, sinkt in diesen
Landern auch die Produktivitat durch Ausfall von Arbeitskraften. Schatzungen zufolge verlieren
die betroffenen Lander dadurch ca. 1,3 % des Wachstums im Bruttoinlandsprodukt (5). Malaria
wird auch als Sumpf- oder Wechselfieber bezeichnet und der Name entstammt dem
italienischen ,Mala aria“ (=schlechte Luft). Im Jahr 1880 gelang es dem franzésischen Forscher
Charles Laveran den Erreger der Malaria im Blut von Malariapatienten nachzuweisen. Dabei
handelte es sich um parasitische Einzeller der Gattung Plasmodium (Stamm Alveolata,
Unterstamm  Apicomplexa, Klasse Haematozoea, Ordnung Haemosporida, Familie
Plasmodiidae). Von den bisher weit iber 200 beschriebenen Plasmodium-Spezies gelten vier
Arten als humanpathogen; Plasmodium falciparum (Malaria tropica), Plasmodium ovale
(Malaria tertiana), Plasmodium vivax (Malaria tertiana) und Plasmodium malariae (Malaria
quartana). Kurzlich wurde mehrfach mit Plasmodium knowlesi eine weitere Art als
humanpathogen eingestuft, die normalerweise Affen infiziert (6-9). In Abhangig der
Plasmodium-Spezies variiert das Krankheitsbild der Malaria, wobei die schwerste Form durch

P. falciparum ausgelost wird (10).
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1.2 Plasmodium falciparum (Welch 1897)

Bei Plasmodium falciparum handelt es sich um einen obligaten Endoparasiten, der im Zuge
seiner Entwicklung einen Generations- und Wirtswechsel durchliuft. Ubertragen wird P.
falciparum von Miicken der Gattung Anopheles (Stamm Arthropoda, Klasse Insecta, Ordnung
Diptera, Unterordnung Nematocera, Familie Culicidae) und der Mensch dient als Zwischenwirt.
In der Micke entsteht durch Verschmelzung von mannlichen und weiblichen Gametozyten
eine Zygote, die sich zu einem Ookinet differenziert (Abb. 1A). Dieser bewegliche Ookinet setzt
sich zwischen das Mitteldarmepithel und der Basallamina und transformiert zu einer Oozyste.
Durch Sporogonie entstehen tausende Sporozoiten, die durch Platzen der Oozyste freigesetzt
werden und durch Zirkulation der Hamolymphe zu den Speicheldriisen der Micke gelangen
(11,12). Wahrend einer Blutmahlzeit der weiblichen Anopheles Micke gelangen die
Sporozoiten Uber den Speichel in das avaskuldre Gewebe der Haut (Abb. 1B) (13,14). Durch
eine spiralformige, gleitende Vorwartsbewegung (,gliding motility”), die durch eine Aktin-
Myosin-basierte Motormaschinerie ausgeldst wird, erreicht ein Teil der Sporozoiten die
Blutkapillaren (15,16). Von dort aus dringen diese in die menschliche Blutbahn ein und
gelangen schliellich zur Leber (17). Hier adhérieren die Sporozoiten an das sinusoidale
Endothel und gleiten an diesem entlang bis eine Kupffer-Zelle erreicht wird (18). Uber diese
Zellen gelangen die Sporozoiten, umhiillt von einer Plasmamembran, durch die Epithelschicht
und sind damit in der Lage Hepatozyten zu befallen (Abb. 1C) (19,20). Durch Interaktion mit
der Zelloberflache, unter anderen durch die Proteine AMA-1 (apical membrane antigen 1),
TRAP (thrombospondin-related anonymous protein) und CSP (circumsporozoite protein), heften
sich die Sporozoiten an Hepatozyten und invadieren diese unter Ausbildung einer
parasitophoren Vakuolenmembran (PVM) (21-24). Innerhalb der Wirtszelle entwickelt sich der
Parasit zu einem Schizonten und generiert durch Zellkernteilung innerhalb von wenigen Tagen
mehrere zehntausend Tochtermerozoiten (25). Studien im Mausmodel mit P. berghei zeigten,
dass nach Ende der Merozoitenbildung die PVM degradiert wird und die Merozoiten frei in der
Wirtszelle vorliegen (26). Durch Abschnlrung von Vesikeln die Merozoiten beinhalten
(Merosomen), gelangen diese in die Blutbahn, werden freigesetzt und befallen Erythrozyten
(siehe Abschnitt 1.3 und Abb. 1D) (18). Wahrend der folgenden asexuellen Vermehrung des
Parasiten innerhalb der Erythrozyten kénnen sich die entstehenden Merozoiten auch zu
Geschlechtsformen, den  mannlichen  Mikrogametozyten und den  weiblichen
Makrogametozyten, entwickeln (27). Werden diese Gametozyten durch eine Anopheles Miicke
aufgenommen beginnt die sexuelle Fortpflanzung von P. falciparum im Mitteldarm der Micke

und ein neuer Zyklus entsteht (Abb. 1E) (28,29).
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Abb. 1: Lebenszyklus von Plasmodium falciparum. Nach Gamogonie und Sporogonie im Mitteldarm der Anopheles
Miicke (A) kommt es wihrend einer Blutmahlzeit zur Ubertragung der Sporozoiten auf den Menschen (B). Daraufhin
befallen die Sporozoiten in der Leber die Hepatozyten und generieren durch Zellkernteilung mehrere zehntausend
Merozoiten (C). Die Merozoiten gelangen Uber Vesikel (=Merosomen) in die Blutbahn und befallen dort
Erythrozyten (D). Im darauf folgenden asexuellen Zyklus kann es zur Ausbildung von geschlechtlichen Gametozyten
kommen. Diese konnen wahrend einer erneuten Blutmabhlzeit durch eine Anopheles Miicke aufgenommen werden
und so den Entwicklungskreislauf von P. falciparum schlieRen (E). Abbildung wurde verandert nach (28,30).

1.3 Der erythrozytire Zyklus und seine Folgen

Nachdem die Merozoiten aus der Leber in die Blutbahn entlassen werden, befallen sie
Erythrozyten, um sich innerhalb der Wirtszelle durch asexuelle Schizogenie zu vermehren
(siehe Abb. 2). Im Gegensatz zu anderen Plasmodienarten, wie zum Beispiel P. ovale oder P.
vivax die nur Retikulozyten (junge Erythrozyten) infizieren, kann P. falciparum sowohl
Retikulozyten als auch Normozyten (fertig ausgebildete Erythrozyten) invadieren (10). Dabei ist
der Prozess der Invasion in mehrere Phasen unterteilt und innerhalb von circa 30 Sekunden
abgeschlossen (31,32). Wahrend der ersten Phase (Abb. 2a) lagern sich die Merozoiten zufallig
und reversibel an die Erythrozyten an (33). Danach erfolgt die Phase der Reorientierung (Abb.
2b), bei der der apikale Pol der Merozoiten in Richtung der Wirtszelloberflache gebracht wird.
Hierbei entstehen Rezeptor-Liganden vermittelte Verbindung (tight junctions), bei der AMA-1
und RON-4 (rhoptry neck protein 4) eine wichtige Rolle spielen (34-36). Zusatzlich sind
mindestens drei weitere Proteinfamilien, MSP (merozoite surface protein), EBL (erythrocyte

binding-like) und RBL (reticulocyte-binding-like homologue), in den Phasen der Erkennung und
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Bindung von Zielstrukturen, sowie der Ausbildung der tight junctions involviert (37-41). Auf
Seiten der Wirtszelle konnte kirzlich gezeigt werden, dass der Rezeptor Basigin essentiell fr
den Invasionsprozess ist (42). Es folgt die Sezernierung des Inhalts der Mikronemen, Rhoptrien
und Mononemen sowie die Invagination der Wirtszellmembran (43,44). Dabei wird
angenommen, dass die Invagination an einer Protein-freien Stelle der Erythrozytenmembran
induziert wird (45). Die anschlieRende Phase der Invasion (Abb. 2c) wird unter Ausbildung
einer parasitophoren Vakuole (PV) und der moving junctions von einem Aktin-Myosin-Motor
angetrieben, wobei sich die moving junctions entlang der Merozoitenoberfliche zum
posterioren Ende bewegen (39,46). Ob dabei die moving junctions aus den anfanglich
gebildeten tight junctions entstehen und somit die gleichen molekularen Komponenten
aufweisen ist bisher unbekannt (47). Zusatzlich werden weitere Inhalte der Rhoptrien
bestehend aus Lipiden und Proteinen sezerniert. Wahrscheinlich dienen die Lipide und einige
der Proteine zur Modifizierung und Aufbau der parasitophoren Vakuolenmembran (PVM) (48).
Studien haben gezeigt, dass sowohl Lipide vom Parasiten als auch vom Erythrozyten in der
PVM enthalten sind, jedoch ist die genaue Lipidzusammensetzung unbekannt (49,50).
Zuséatzlich konnten mehrere erythrozytdre Proteine wie Flotiline und Aquaporine gefunden
werden, die mit der PVM assoziiert sind (51,52). SchlieBlich werden nach Ausbildung der PVYM
die moving junctions proteolytisch gespalten und mit dem VerschlieBen der Membranen ist die
Invasion abgeschlossen (39).

In der anschlieRenden intraerythrozytaren Entwicklung des Parasiten erfolgen weitreichende
Modifizierungen der Wirtszelle. Kurz nach der Invasion, werden die Inhalte der dense granules
sezerniert, was wiederrum den Export von Proteinen und den Aufbau neuer
Membranstrukturen im Wirtszellzytoplasma initiiert (53,54). Das frilhe Trophozoitenstadium
wird, aufgrund der Siegelringform des Parasiten, als Ringstadium bezeichnet. Der Zellkern und
der Hauptteil der Organellen befinden sich am Rand und erscheinen somit dicker als das
Zentrum des Parasiten (55). Die Endozytose des Wirtszellzytoplasmas beginnt im Ringstadium
ca. 10-15 h nach der Invasion einerseits durch Pinozytose und andererseits durch Ausbildung
eines Zytostoms (56). Letzteres wird oft als ,Zellmund” bezeichnet und ist auch in anderen
freilebenden und parasitischen Protozoen zu finden (57). Die so aufgenommenen Vesikel
verschmelzen spéater im Trophozoitenstadium zu einer Nahrungsvakuole (58). Innerhalb dieser
Nahrungsvakuole wird das Wirtszellhdmoglobin zum Gewinn von Aminosduren abgebaut und
das entstehende toxische Ferriprotoporphyrin wird als Hamozoin kristallisiert (59). Diese
Detoxifikation bildet die Grundlage fiir den Wirkmechanismus verschiedener
Malariamedikamente wie z.B. Chloroquin oder Artemisininderivate. In dieser Zeit kommt es

zusatzlich zur Ausbildung der new permeation pathways (NPPs) (60) und damit zu einer
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erheblichen Steigerung der Permeabilitdt der Wirtszellmembran (61). Dies dient der Aufnahme
einer groRen Bandbreite essentieller Substanzen und lonen sowie dem Ausschleusen toxischer
Stoffwechselprodukte. Neben Peptiden (62), Glukose (63) und Pantothensaure (64) werden
auch Aminosauren aufgenommen, die nicht bzw. nur im geringen MaRe durch den Abbau von
Hamoglobin gewonnen werden kdnnen. Hierzu zdhlen Methionin, Cystein, Glutamat, Prolin,
Glutamin und lIsoleucin (65,66). Wie die NPPs konstruiert sind ist derzeit unbekannt und es
wird angenommen, dass sowohl wirtseigene als auch parasitdre Proteine am Aufbau sowie der
Modulation von Transportern, Kanalen und Poren beteiligt sind (65,67). Der Parasit konnte
zum Beispiel verschiedene Wirtszelltransporter wie den Glukosetransporter Glutl oder diverse
Aminosaduretransporter benutzen (65).

Neben diesen Permeabilitdtsveranderungen der Wirtszelle, werden innerhalb der ersten 24 h
die Maurer’s clefts und das tubovesikuldare Netzwerk (TVN) durch den Parasit gebildet (68-70).
Dabei wird das TVN teils als schlauchférmige Erweiterungen der PVM sichtbar und Hinweise
deuten darauf hin, dass Lipide, Proteine und Nahrstoffe hierliber transportiert und
ausgetauscht werden (71,72). Die genaue Herkunft der Maurer’s clefts ist unbekannt. Es wird
angenommen, dass sie ihren Ursprung in der PVM oder dem TVN haben und durch tubulare
Strukturen in engen Kontakt mit der Wirtszellmembran gehalten werden (73,74). Die Maurer’s
clefts dienen dort als Plattform und Verteilungszentrum fir den Export zahlreicher Proteine
(75). So wurde gezeigt, dass z. B. KAHRP (knob-associated histidine rich protein) nach dem
Export ins Zytoplasma die Maurer’s clefts passiert bevor das Protein die Plasmamembran der
Wirtszelle erreicht (76,77).

Im finalen intraerythrozytdren Stadium, dem Schizontenstadium, erfolgt eine mehrfache
Replikation der DNA und die Formation von 16-20 Tochtermerozoiten (54). Zu diesem
Zeitpunkt flllt der Parasit nahezu die gesamte Wirtszelle aus und hat ca. 80% des
Hamoglobins abgebaut. Am Ende der mehrstufigen Ausbildung der Tochtermerozoiten platzt
die Wirtszelle, in einem unvollstindig aufgeklarten Prozess, explosionsartig und die

freigelassenen Merozoiten befallen neue Erythrozyten (78,79).
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Abb. 2: Intraeryythrozytdrer Zyklus von Plasmodium falciparum. Wahrend der Invasion lagern sich die Merozoiten
an den Erythrozyt an (a). Nach der Reorientierung (b) erfolgt die Invasion des Merozoiten unter Ausbildung einer
parasitophoren Vakuolenmembran (PVM) (c). Im Weiteren Verlauf entwickelt sich der Parasit vom Ringstadium zum
Trophozoitenstadium. In dieser Phase kommt es zur Bildung der Maurer’s clefts, den new permeation pathways
(NPPs) und dem tubovesikuldren Netzwerk mit Auswiichsen der parasitophoren Vakuolenmembran (PVM/TVN).
Uber das Zytostom wird Wirtszellzytoplasma aufgenommen und es bildet sich eine Nahrungsvakuole. Im spiten
Trophozoitenstadium werden kleine Erhebungen der Wirtszellmembran sichtbar, die als knobs bezeichnet werden.
SchlieBlich kommt es im darauffolgenden Schizontenstadium zur Formation von Tochter merozoiten, die nach der
Lyse der Wirtszelle neue Erythrozyten invadieren. Abbildung wurde verdndert nach (44).

Dieser erythrozytdre Zyklus bestimmt das klinische Krankheitsbild der Malaria tropica.
Zundachst treten nach einer Inkubationszeit von mindestens 7 Tagen erste grippedhnliche
Symptome wie Kopf- und Gliederschmerzen, Schittelfrost, SchweilRausbriiche, allgemeine
Abgeschlagenheit, Ubelkeit, Durchfall und Fieber auf (10). Im Gegensatz zu anderen
Malariaformen (z.B. bei Malaria tertiana alle 48 h) erscheinen die Fieberschiibe bei Malaria
tropica in unterschiedlichen Abstidnden von 36-48 h. Diese Fieberschiibe entstehen durch
Freisetzen von Malariatoxinen nach Ruptur von infizierten Erythrozyten. Weiterhin stimulieren
diese Toxine die Sekretion von TNFa (Tumor Nekrose Faktor a) durch Makrophagen (80). Diese
erhohte Ausschittung von TNFa |6st eine gesteigerte ICAM-1 (intracellular adhesion molecule-
1) Expression auf Endothelzellen im Gehirn aus und foérdert so die Zytoadharenz (81). Aber

auch weitere pro-inflammatorische Signale wie Interferon-y und Stickoxide spielen eine
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wichtige Rolle fiir die Erklarung des Krankheitsbildes der Malaria (82-84). Im spéateren Verlauf
kann es zu einer lebensbedrohlichen Malaria mit Symptomen wie Hyperparasitimie, starke
Anamie, Blutgerinnungsstérungen, Hypoglykdmie, Laktazidose, Durchblutungsstérung und
multiples Organversagen kommen (85,86). Dabei wird angenommen, dass die Laktazidose
durch das Zusammenspielen verschiedener Faktoren, wie die erhdhte Laktatproduktion durch
den Parasiten, die geminderte Leberfunktion sowie die Sauerstoffunterversorgung von
Organen entsteht (87). Zusatzlich kann eine zerebrale Malaria auftreten, bei der die Patienten
unter Krampfanfillen, Sehstérungen und Bewusstseinstrilbungen bis hin zum Koma leiden
(10). Sowohl die komplizierte als auch die zerebrale Malaria kénnen tddlich verlaufen und
werden durch den Parasiten modifizierten Erythrozyten ausgeldst. Folgen der Modifikationen
dieser Zellen sind erhohte Zytoadhdrenz an Endothelzellen (88), Verklumpung mit
Thrombozyten (89) sowie die sogenannte Rosettenbildung mit anderen Erythrozyten (90)
(Abb. 3). Wahrscheinlich versucht so der Parasit das Aussortieren durch die Milz zu verhindern,
um sein Uberleben zu sichern. Zusitzlich kénnte insbesondere das Umgeben mit nicht-
infizierten Erythrozyten bei der Rosettenbildung als eine Art Schutzschild dienen, um dem
Immunsystem zu entgehen. Des Weiteren kdnnte durch die Sequestration der Kapillaren ein
fiir den Parasiten glinstiges Mikromilieu geschaffen und so die eigene asexuelle Vermehrung

gefordert werden.

Zytoadhdrenzan
Endothelzellen

! 1
! 1
! 1
! |
4 1
! 1
! 1
! l

I, J

infizierter Erythrozyt _ Verklumpung mit
(Ringstadium) ¢ WL- o @ ®. / Thrombozyten

o I
Thrombozyt — ‘ ‘ ‘ S | & ;
Erythrozyt — @D = S E i

Leukozyt @ &\ infizierter Erythrozyt | E

(Trophozoitenstadium) s 8 om
Rosettenbildung

Abb. 3: Zytoadhdrenz von P. falciparum-infizierten Erythrozyten an humane Zellen. Infizierte Erythrozyten mit
Parasiten im Trophozoitenstadium binden an Endothelzellen, Thrombozyten (Verklumpung) und nicht-infizierte
Erythrozyten (Rosettenbildung).
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Schon im spéaten 19. Jahrhundert konnten nur friih-infizierte Erythrozyten im peripheren Blut
von Patienten beobachtet werden (91) und die Sequestration wurde als Folge der Anheftung
spat-infizierter Erythrozyten an das Endothel im Tiefengewebe beschrieben. Spater wurden
durch Transmissionselektronenmikroskopie kleine Erhebungen, sogenannte knobs, auf der
Oberflache spat-infizierter Erythrozyten gefunden (92). Diese bestehen aus mehreren
Proteinen (Abb. 5) und werden maligeblich fir die erhéhte Zytoadharenz verantwortlich
gemacht. Zunachst rollen die infizierten Erythrozyten an den Endothelzellen entlang bis es
schlieBlich zur Bindung mit der Zielzelle kommt (93). Dabei scheint PfEMP1 (Plasmodium
falciparum erythrocyte membrane protein 1) viele Interaktionen seitens des Parasiten zu
vermitteln und so die zentrale Rolle fiir die Pathogenitat auszuliben (94-96). Aber auch weitere
Oberflachenproteine wie die RIF (repetitive interspersed family) (97) und STEVOR (subtelomeric
variable open reading frame) (98) Antigene kdnnten bei der Adhasion involviert sein. Auf
Seiten der Zielzellen konnten bisher folgende Interaktionspartner identifiziert werden: CD36
(99,100) , ICAM-1 (CD54) (101,102) , TSP (Thrombospondin) (103), P/E-selectin (CD62P/E) (104-
106), PECAML1 (platelet endothelial cell adhesion molecule 1, CD31) (107), VCAM-1 (vascular
cell adhesion molecule-1, CD106) (106), Heparansulfat (108), CR1 (complement receptor 1,
CD35) (109,110), Chondroitinsulfat A (111,112) und verschiedene Antigene der Blutgruppen A
und B (113,114). Jedoch sind die meisten dieser molekularen Interaktionen noch unzureichend
aufgeklart und nur CD36 und CD54 wurden bisher im Detail untersucht. Es fehlen zum Beispiel
Daten Uber die Bindungsspezifitit, die Gewebespezifitdit sowie das Vorhandensein von
synergistischen Effekten. Darlber hinaus kann nicht ausgeschlossen werden, dass weitere
bisher nicht identifizierte Molekiile sowohl auf der Oberflaiche von P. falciparum-infizierten
Erythrozyten als auch auf deren Zielzellen existieren die an Interaktionen beteiligt sind. In der
Diskussion stehen zum Beispiel Fractalkin (115), Integrine (116) und Fibronektin (117), jedoch

sind die jeweiligen zugehorigen Liganden seitens P. falciparum unbekannt.

1.4 Der Proteinexport von P. falciparum

MaRgeblich fir das Uberleben und die Virulenz von P. falciparum wihrend seines
erythrozytaren Zyklus” sind die zahlreichen und tiefgreifenden Modifikationen der Wirtszelle,
die durch den Export von parasitdaren Proteinen ausgeldst werden. Es wird angenommen, dass
das Exportom von P. falciparum 5-10 Mal groRer ist als das von anderen Plasmodium Spezies
(44,118). Anhand einer speziellen Sequenz konnten systematisch 455 potentiell exportierte
Proteine, die bis zu 8 % des Proteoms von P. falciparum ausmachen, identifiziert werden (118-

120). Diese Sequenz mit dem Motiv R/KXLxE/Q befindet sich ca. 15-20 Aminosauren hinter
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dem N-terminalen Signalpeptid und wurde in zwei unabhdngigen Studien als PEXEL
(plasmodium export element, (119)) bzw. als HTS (host targeting signal, (120)) bezeichnet.
Dabei handelt es sich um eine Erkennungssequenz fiir eine Plasmepsin V Proteaseschnittstelle
innerhalb des endoplasmatischen Retikulums (121-123). Weiterfilhrende bioinformatische
Analysen lassen vermuten, dass die PEXEL/HTS-umgebenden Aminosauren zusatzliche
Informationen fiir den Export beisteuern (124). Interessanterweise ist das Motiv bei Proteinen,
die in die Erythrozytenmembran eingelagert werden, hochkonserviert, was einen ahnlichen
Exportmechanismus annehmen lasst. Hierzu gehoren verschiedene RIF und STEVOR Antigene

sowie der Virulenzfaktor PfEMP1 (125).

Neben diesen Proteinen gibt es aber auch solche, die exportiert werden obwohl sie kein
klassisches PEXEL/HTS Motiv besitzen (126-129). Die bioinformatische |dentifizierung dieser
Proteine gestaltet sich als sehr schwierig, da hier keinerlei systematische Ansatze existieren. So
ist es wahrscheinlich, dass weit mehr Proteine vom Parasiten exportiert werden als bisher
angenommen. Zusatzlich ist unklar ob diese Proteine im Gegensatz zu PEXEL/HTS-positiven
Proteinen Uber gleiche oder andere Wege exportiert werden (130). In Diskussion stehen
mehrere verschiede Exportmechanismen von P. falciparum, um sowohl die eigene

Plasmamembran als auch die umschlieBende PVM zu iberwinden (Abb. 4).

A\ PVM
1o
I i —
\ Veslkel — PV

PPM |

/

Chaperon @
§ m

\ Zytosol
Parasit

Maurer’s i
clefts / Nukleus

Abb. 4: Mégliche Proteinexportmechanismen von Plasmodium falciparum. Proteine kénnten lber (A) entstehende
Maurer’s clefts, (B) Uber Vesikel, (C) durch Fusion mit der PVM oder (D) durch ein Translokon in die Wirtszelle
transportiert werden. Weiterhin konnte der Transport (D1) direkt oder (D2) zusatzlich tber die Maurer’s clefts
erfolgen. Das mogliche Translokon in der PVM wurde als PTEX (Plasmodium translocon of exported proteins)
bezeichnet und ist vergroBert rechts dargestellt. Es besteht aus den Komponenten EXP2 (exported protein 2),
PTEX150, PTEX88, HSP101 (heat shock protein 101) sowie Trx2 (thioredoxin like protein 2). PVM — parasitophore
Vakuolenmembran; PV — parasitophore Vakuole; PPM — Parasitenplasmamembran. Abbildung verandert nach
(44,131).
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Eine Hypothese ist, dass die Maurer’s clefts wahrend ihrer Entstehung mit zu exportierenden
Proteinen beladen werden, um diese dann in die Nahe der Wirtszellmembran zu
transportieren (75,126). Durch die Deletion von MAHRP-1 (membrane-associated histidine-rich
protein 1) akkumulierte PfEMP1 in der PV, woraufhin angenommen wird, dass MAHRP-1 eine
Rolle beim Beladen entstehender Maurer’s clefts besitzt (132). Ein weiterer
Exportmechanismus kénnte der Transport innerhalb von Vesikeln sein (133-135) und damit im
Zusammenhang wurde auch eine mogliche direkte Fusion von Vesikeln mit der PVM diskutiert
(136). Schon vor fast 20 Jahren wurde durch erste Patch-Clamp-Versuche und durch Versuche
mit planaren Lipid-Doppelschichten eine Pore in der PVM vermutet, die von einem
abundanten Protein der PVM gebildet wird (137). Kiirzlich wurde ein moglicher Transporter in
der PVM beschrieben, der als PTEX (Plasmodium translocon of exported proteins) bezeichnet
wurde und dabei eine solche Pore ausbildet (138). Als Komponenten dieses Translokons
wurden EXP2 (exported protein 2), PTEX150, PTEX88, HSP101 (heat shock protein 101) sowie
Trx2 (thioredoxin like protein 2) identifiziert. Zwar gibt es verschiedene Hinweise Uber die
Funktion der einzelnen Komponenten, aber es existiert noch kein definitiver Beweis, dass PTEX
als Translokon fungiert (131). Es wird angenommen, dass EXP2 durch Oligomerisierung und
Einlagerung in die PVM eine Pore ausbildet, durch die die Proteine die Membran
passieren(131). Des Weiteren kénnte HSP101 als ein Chaperon mit Funktion einer AAA" ATPase
unter Hydrolyse von ATP Zielproteine entfalten und so deren Export durch die Pore in der PVM
vorbereiten. Eine dhnliche Funktion besitzt das ClpC Chaperon in Chloroplasten von Pflanzen

und Algen (139).

1.5 Die Membran und das Zytoskelett von nicht-infizierten Erythrozyten

Erythrozyten sind hochspezialisierte Zellen mit einem Durchmesser von 8 um, einer Dicke von
2um und einem Volumen von 90fL (140,141) und wurden erstmals 1658 von Jan
Swammerdam beschrieben. Im Jahr 1675 wurden ihre einzigartigen Eigenschaften durch den
Hollander Antonie van Leeuwenhoek publiziert (142) und 1925 gaben Gorter und Grendel

erste Einblicke in die Struktur der Membran als eine Lipidschicht (143).

Im Laufe ihrer Entstehung, welche als Erythropoese bezeichnet wird, verlieren die humanen
Erythrozyten ihren Zellkern sowie weitere wichtige Organellen wie zum Beispiel die
Mitochondrien. In Folge dessen sind sie nicht in der Lage, ATP durch oxidative
Phosphorylierung zu generieren und sind so auf ihre Glykolyse angewiesen. Wahrend ihrer

Lebenszeit von ungefahr 120 Tagen besteht die Hauptaufgabe der Erythrozyten im Transport
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von Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid. Es gibt aber auch Hinweise auf weitere Funktionen, wie
dem Transport von Proteinen mit GPl-Ankern (144,145) oder dem Erweitern und Verengen von
BlutgefdBen (146,147). Dabei werden die Zellen mit einer Vielzahl von verschiedenen
Stresssituationen konfrontiert. Im Durchschnitt passieren sie einmal pro Minute die Lunge
(=oxidativer Stress), mehrmals pro Stunde die Nieren (=osmotischer Stress) und missen sich
durch Kapillaren quetschen die kleiner sind als sie selbst (=mechanischer Stress) (148,149).
Ermoglicht wird dies durch die bikonkave Form, die hohe Elastizitat (100x weicher als eine
Latexmembran gleicher Dicke) und hohe Deformierbarkeit, sowie die rapide
Anpassungsfahigkeit an &duRere Einflisse (innerhalb 100 Millisekunden) der maturen
Erythrozyten, basierend auf den besonderen Eigenschaften ihrer Membran und ihres
Zytoskeletts (150,151). Die Grundlage des Zytoskeletts bilden dabei alpha und beta Spektrine,
die mit anderen Proteinen wie Aktin, Ankyrin, Bande 4.1, Aducin, Dematin und Tropomyosin
interagieren und so Uber integrale Membranproteine mit der Membran verknipft sind

(44,152,153) (Abb. 5).

Ankyrin-Komplex 4.1R-Komplex

Glykophorin C

Bande 3

Spektrin

Aktin
Tropomyosin

Abb. 5: Schematischer Aufbau des erythrozytiren Zytoskeletts. Durch die zwei makromolekularen Komplexe
(Ankyrin- und 4.1R-Komplex) ist das Zytoskelett Gber Transmembranproteine wie Bande 3 und Glykophorin C mit
der Membran verknipft. Abbildung verandert nach (44).

In Erythrozyten gibt es mehr als 50 verschiedene Transmembranproteine, deren Anzahl von
wenigen 100 bis zu einer Million Kopien pro Zelle reicht (150). In einer aktuellen
Proteomstudie wurden mit den neuesten Proteinidentifizierungstechniken insgesamt 105

integrale Membranproteine identifiziert. Darunter befinden sich unter anderem
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Adhasionsproteine (z.B. ICAM-4), Transporter (z. B. Bande 3, Glutl) und die Blutgruppen-
Antigene. Die Verknlipfung des Zytoskeletts mit der Membran wird hauptsachlich Gber zwei
makromolekulare Komplexe, dem Ankyrin- und dem 4.1R-Komplex, vermittelt. So wird zum
Beispiel das Transmembranprotein Bande 3 tber Ankyrin und das Glykophorin C tiber 4.1R mit
dem Zytoskelett verbunden (154-156). Insbesondere der 4.1R-Komplex mit Spektrin scheint
eine Schlisselrolle fir die Stabilitdit der Membranstruktur zu ibernehmen (150). Neben diesen
makromolekularen Komplexen bestehen weitere Verbindungen zwischen dem Zytoskelett und
der Membran und es wird angenommen, dass Dematin und Adducin (ber den

Glukosetransporter Glutl mit der Membran verbunden sind (157).

1.6 Die Membran und das Zytoskelett von P. falciparum-infizierten Erythrozyten

Wie eingangs erwdhnt, werden infizierte Erythrozyten im Laufe der Entwicklung des Parasiten
weitreichend modifiziert und verlieren ihre bikonkave Form (Abb. 6A). Dies wird durch den
Aufbau neuer Strukturen innerhalb der Wirtszelle und den Export einer Vielzahl von Proteinen
erreicht, die sowohl mit dem Zytoskelett als auch mit der Membran der Wirtszelle interagieren

(Abb. 6B).

Abb. 6: Struktur von P. falciparum-infizierten Erythrozyten. A: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines nicht-
infizierten Erythrozyten, umringt von mehreren infizierten Erythrozyten mit knobs (weiBe Pfeile). B: Schematische
Darstellung der knobs sowie der moglichen Zielstrukturen von exportierten parasitdren Proteinen. RESA - ring-
infected surface antigen, PfEMP1 und 3 - P. falciparum erythrocyte membrane protein 1 und 3, MESA - mature-
parasite-infected erythrocyte surface antigen, KAHRP - knob-associated histidine rich protein, REX1 - ring-exported
protein 1, PfSBP1 - P. falciparum skeleton-binding protein 1, MAHRP-1 - membrane-associated histidine-rich protein-
1, Pf332 - P. falciparum antigen 332. Abbildung verandert nach (158) und (44).
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Die Oberflache der infizierten Erythrozyten ist mit noppenartigen Erhebungen (Durchmesser
ca. 100 nm) lbersaht (159). Diese werden als knobs bezeichnet, bestehen hauptsachlich aus
dem Protein KAHRP und dienen als Ankerplattform fir den Virulenzfaktor PfEMP1 (160,161).
Zusatzlich bindet KAHRP sowohl an erythrozytares alpha Spektrin (162) als auch an Ankyrin
(163) und eine Deletion des Proteins veranderte die Adharenz- und Stabilitdtseigenschaften
der Wirtszelle (164,165). Bei PfEMP1 handelt es sich um ein 200-250 kDa groRes Protein,
welches durch die Familie der var Gene kodiert wird. Es gibt insgesamt 59 var Gene und der
Parasit besitzt gleichzeitig immer nur eine einzige Variante von PfEMP1 (166). Jedoch kann
nach Anderung der Genexpression auf eine andere Variante von PfEMP1 umgeschaltet
werden, um so dem Immunsystem des Wirts zu entgehen (167). Weitere Proteine, die mit
Spektrinen interagieren sind RESA (ring-infected surface antigen) und PfEMP3 (168-171).
Versuche mit rekombinanten RESA haben gezeigt, dass Spektrinmolekiile thermisch stabiler
waren und dass Erythrozyten infiziert mit RESA-negativen Parasiten anfallig gegeniliber Hitze
sind (170,172,173). Beides spricht fir eine Rolle von RESA zum Schutz infizierter Erythrozyten
gegen Fieberschiibe. Im Gegensatz dazu bindet PfEMP3 in der Ndhe des 4.1R-Komplexes an
Spektrin, zerstort so die Spektrin-Aktin-4.1R Interaktion und mindert so die Deformierbarkeit
von spat-infizierten Erythrozyten (165,174). Zusatzlich interagiert auch MESA (mature-
parasite-infected erythrocyte surface antigen) mit dem 4.1R-Komplex, indem es an den N-
Terminus von 4.1R bindet und so die Interaktion mit p55 und Glykophorin C moduliert
(175,176). Pf332 (P. falciparum antigen 332) ist mit 1 MDa das bisher gréRte bekannte Protein
von P. falciparum, welches zur Erythrozytenmembran exportiert wird (44). Dieses hoch-negativ
geladene Protein ist ebenfalls bei der Modifikation des Wirtszellzytoskeletts beteiligt und
scheint zusatzlich bei der Organisation der Maurer’s clefts eine Rolle zu spielen (177,178). Mit
REX1 (ring-exported protein 1) ist ein weiteres Protein in dieser Organisation involviert und
interagiert mit der zytoplasmatischen Seite der Maurer’s clefts (179,180). Die Proteine
MAHRP-1 (membrane-associated histidine-rich protein-1) und PfSBP1 (P. falciparum skeleton-
binding protein 1) sind ebenso auf dieser Seite der Maurer’s clefts zu finden, besitzen jedoch
andere Funktionen (129,181). Fiur beide Proteine ist eine Rolle im Transport von PfEMP1
beschrieben (132,182,183). Zusatzlich scheint PfSBP1 an der Verbindung der Maurer’s clefts
mit dem Zytoskelett der Erythrozyten beteiligt zu sein (129). Damit im Einklang stehen
Ergebnisse aus der Immunelektronenmikroskopie, die eine Assoziation von PfSBP1 mit
tubuldren Strukturen zeigen (184). Neben den eben beschriebenen und in Abb. 6B
aufgefiihrten Proteinen, werden auch verschiedene Enzyme wie FEST (falciparum-exported
Ser/Thr protein kinase) (185), PfCDPK1 (P. falciparum calcium-dependent protein kinase 1)
(186), PP1 (protein phosphatase 1) (187), PfACS1 und 3 (P. falciparum fatty acyl-CoA
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synthetase 1 und 3) (188,189) exportiert. Diese Enzyme kdonnten sowohl parasitdre als auch
erythrozytare Proteine als Zielmolekiile haben. Des Weiteren werden auch Proteine der
Rhoptrien, wie der RhopH-Komplex (high-molecular mass rhoptry protein complex) in das
Wirtszellzytoplasma transportiert. Auch hier sind die genauen Mechanismen nicht bekannt
und es wird eine Beteiligung am Aufbau des Zytoadhdrenzkomplexes postuliert (190).
Zusatzlich zu dieser Vielzahl von exportierten parasitdaren Proteinen und den Modifikationen
von erythrozytaren Proteinen kdnnte auch der Import von erythrozytiren Membran- und
Zytoskelettproteinen, wie kirzlich am Beispiel von Dematin gezeigt (191), an der Veranderung

der Wirtszelleigenschaften beteiligt sein.

1.7 Proteomics

Der Begriff ,Proteom” wurde von Marc Wilkins eingefiihrt und umfasst alle Proteine einer
Zelle, eines Gewebes oder Organismus, die zu einem bestimmten Zeitpunkt vorhanden sind
(192). Anders als das relativ statische Genom, ist das Proteom, nicht zuletzt wegen der
vielfdltigen posttranslationalen Modifikationen, hochgradig dynamisch und kann sich in seiner
Zusammensetzung qualitativ wie quantitativ verdndern. Hierflir kénnen jegliche &duBere
Einflisse, wie Temperatur oder Strahlung usw. als Ausloser dienen. Im Jahr 2002 wurde das
Genom von P. falciparum, bestehend aus 23 Megabasen und fiir ca. 5300 Gene codierend,
komplett sequenziert (193). Davon wurden ca. 60 % der vorhergesagten Genprodukte als
,hypothetische Proteine” eingestuft, da bei diesen keinerlei signifikante Ahnlichkeiten zu
Proteinen anderer Organismen gefunden werden konnten. Mit 31 % wurde fir knapp ein
Drittel der Genprodukte mindestens eine Transmembrandomadne und fir ca. 17 % ein
Signalpeptid vorhergesagt (193). Noch im selben Jahr erschienen zwei Studien Uber das
Gesamtproteom des Parasiten (194,195). Die Gruppe um Florens identifizierte tUber 2400
Proteine der asexuellen Stadien und der Gametozyten. Ein GroRteil dieser Proteine wurde als
unbekannt oder hypothetisch klassifiziert. Im Gegensatz dazu identifizierte Lasonder et. al.
etwas mehr als 1200 Proteine, von denen 714 den asexuellen Stadien zugeordnet wurden.
Zusatzlich schienen 575 Proteine einzig im sexuellen Stadium aufzutreten. Bei diesen Ansatzen
handelte es sich um die sogenannte , Expression Proteomics“, da hier das Gesamtproteom des
Parasiten betrachtet wurde (196,197). Das Problem bei solchen Studien ist, dass aufgrund der
extrem komplexen Probe insbesondere die Proteine, welche in wenigen Kopien vorliegen oft
nicht identifiziert werden kénnen. Deshalb wurden spater Proteomstudien, die sogenannte
»Cell Map Proteomics” oder , Interaction Proteomics” (196,197), durchgefiihrt, welche sich mit

bestimmten Stadien, Organellen oder Teilstrukturen von P. falciparum befassten. Hierzu
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zdhlen zum Beispiel Studien Uber die Merozoiten (198-200), die Maurer’s clefts (201,202), die
Rhoptrien (203) und die parasitophore Vakuole (204,205). Demgegeniber beschéftigten sich
nur relativ wenige Arbeiten mit einer systematischen Proteomanalyse von Oberflachen-,
Membran-assoziierten- und Membranproteinen von infizierten Erythrozyten (206-208).
Wahrend Florens et. al. eine 2D Flussigkeitschromatographie gekoppelt mit MS/MS
verwendete, kam in den Arbeitsgruppen um Rabilloud und Wu die klassische 2D IEF/SDS PAGE
mit anschlieRender MALDI-TOF MS zum Einsatz. Zwar hat sich die 2D IEF/SDS PAGE in den
letzten Jahrzenten bei der Gel-basierten Auftrennung von komplexen Proteingemischen
etabliert, jedoch weillt diese Technik signifikante Limitierungen bei der Darstellung von
hydrophoben Proteinen, wie Membranproteinen, auf (209-211). Aus diesem Grund missen
alternative Wege zur Darstellung des Membranproteoms infizierter Erythrozyten gefunden
werden, um letztendlich auch diese Proteine der Massenspektrometrie besser zuganglich zu

machen.

1.8 Zielsetzung

Das klinische Krankheitsbild der Malaria ist eng mit dem intraerythrozytaren Lebenszyklus von
P. falciparum verkniipft. In Folge der Verdanderungen der Wirtszelle kommt es unter anderem
zu einer erhohten Permeabilitdat der Wirtszellmembran, einer gesteigerten Zytoadharenz und
einer veranderten Zellmorphologie der Wirtszelle. Insbesondere die erhohte Zytoadharenz
wird fur eine Vielzahl der teils lebensbedrohlichen klinischen Symptome verantwortlich
gemacht. Ausléser hierfir ist eine Vielzahl von Proteinen, die der Parasit exportiert. Bislang ist
nicht verstanden, wie viele Proteine exportiert werden und nur wenige der bekannten sind
bisher charakterisiert. Aus diesem Grund war das Ziel dieser Arbeit, durch einen ,Cell map
Proteomics“-Ansatz das Proteom der Wirtszellmembran von Erythrozyten, infiziert mit
verschiedenen Stadien von P. falciparum, zu untersuchen. Neben der Markierung von
Oberflachenproteinen der Wirtszellmembran mit Fluoreszenzfarbstoffen, sollten verschiedene
Gel-basierte Techniken fir die Auftrennung und Darstellung des Membranproteoms infizierter
Erythrozyten etabliert werden. Hierflir musste zunachst eine Methodik fiir die Separierung der
Wirtszellmembran vom intrazellularen Parasiten erarbeitet werden. Nach erfolgreicher
Isolierung und Anreicherung des Kompartiments sollten die Proteine extrahiert, mittels
verschiedener 1D- und 2D-Gelelektrophoresen aufgetrennt und schlieRlich
massenspektrometrisch analysiert werden. Die daraus resultierenden Daten sollten
miteinander verglichen und ausgewertet werden, um so eine umfassende Studie Uber den

Proteinbesatz der Wirtszellmembran zu erhalten.
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2 Material

2.1 Chemikalien und Reagenzien

5-Brom-4-Chlor-Indoxylphosphat

Acetonitril

Acrylamidlésung 2K, Gel 30, 32:1
Acrylamidlésung Gel 30, 37,5:1
Agarose

AlbuMAX II

Aluminiumsulfat (Aly(SO,)3)
Ammoniumbicarbonat
Ammoniumchlorid (NH,CI)
Ammoniumpersulfat
Aminosulfobetain-14
Aminosulfobetain -80

Ascorbinsdure

Benzyldimethyl-n-hexadecylammoniumchlorid
BD FACS Accudrop Beads

Bisacrylamidldsing 2 % (w/v), Gel B

Borsdure

Bovines Serumalbumin

Bromphenolblau

Cetyltrimethylammoniumbromid
CHAPS
a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure
Coomassie-Brillantblau G250
CyDye3-Farbstoff
CyDye3-Farbstoff

Dikaliumhydrogenphosphat (K,HPO,)
Dimethylformamid

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
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Roth, Karlsruhe

Roth

Applichem, Darmstadt
Roth

Invitrogen, Karlsruhe
GIBCO, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth

Roth

Calbiochem, Schwalbach
Calbiochem

Roth

Sigma

BD Biosciences, Heidelberg
Roth

Merck

Sigma

Applichem

Calbiochem

Roth

LaserBio Labs
Applichem

GE Healthcare, Miinchen

Lumiprobe, Moskau, Russland

Roth
Fluka, Deisenhofen

Roth
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Dithiothreitol

Eisen(ll)sulfat (FeSO4-7 H,0)
Essigsaure

Ethanol (99,8 % (v/v) p.a.)

Ethylendiamintetraessigsaure, di-Natriumsalz

Formaldehyd 37 % (v/v)

Furosemid

GDye100, GDye200
Gelafundin
Giemsa-Losung
Glukose
Glutardialdehyd
Glyzerin (286 % (v/v))

Glyzin

Harnstoff

HEPES

Hoechst 33258

Immobiline™ Dry Strip pH 3-10 NL
IPG Puffer pH 3-10 NL
lodacetamid

Isopropanol

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kalziumchlorid (CaCl,)

Magnesiumsulfat (MgSQ0,)
Methanol

MicroBCA™ Protein Assay Kit
MobiGLOW Mounting Medium
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Roth

Merck
Roth
Roth

Serva

Sigma

Sigma

DyeAGNOSTIC, Halle

B. Braun, Melsungen

Merck
Roth
Sigma
Roth
Merck

Sigma

Roth

Sigma

GE Healthcare
GE Healthcare
Calbiochem

Roth

Roth

Applichem

Applichem
Roth

Pierce

Mo Bi Tec, Gottingen
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Natriumacetat (C,HsNaO,)
Natriumcarbonat (Na,CO3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumdodecylsulfat, ultra
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumthiosulfat (Na,S,053)

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

Paraformaldehyd

Percoll

Phosphorsaure 85 % (w/v)

Protease Inhibitor Cocktail Complete (PIC), EDTA-frei
PyroninY

RPMI 1640, 25 mM HEPES

Salzsdure 37 % (v/v), (HCI)
Saponin (aus Q. saponaria)
SeeBlue Plus2

Silbernitrat (AgNO3)
Sorbitol

Tetramethyethylendiamin
Thioharnstoff
Trifluoressigsaure

Tris

Trypsin MS approved
Trypsin

Tween 20

Wasserstoffperoxid 30 % (v/v), (H,0,)

Vybrant® DyeCycle™ Violett
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Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth

Applichem

GE Healthcare
Roth

Roche
Applichem

Sigma

Roth
Sigma
Invitrogen
Sigma

Sigma

Roth

Fluka
Applichem
Roth
Serva
Promega

Applichem

Roth

Invitrogen
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2.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

8-Kanalpipette E8-200
AB SCIEX TOF/TOF™ 5800
BD FACSAria
Ettan™ Digester
Ettan™ IPGphor™ 2 |IEF System
Ettan™ Spot Picker
Fluoreszenzmikroskop Axio Imager Z1, Apotom
Inkubator BB6060
Inkubator CB 150
LEDETECT 96
Lichtmikroskop Axioskop 40
Multiskan® MCC/340
PerfectBlue™ Semi Dry Electroblotter
PerfectBlue™ Tank-Elektroblotter Web M
PerfectBlue™ Twin Doppelgelsystem in S, M und L
Peristaltikpumpe LKB Pump P-1
pH340/I0N pH-Meter
Photometer Ultraspec 1100 pro
Probot Mikrofraktionssammler
Reinstwasseranlage GenPure
Spannungsgeber E835 und E861
Thermomixer Comfort
Typhoon Trio
U3000 nanoHPLC-System
Ultraschallbad Sonorex Super RK 106
Vortex Genie 2
Zentrifugen
Centrifuge 5417 R/ F45-30-11
Minispin
Rotanta 460 R
SpeedVac UVS400A/ RH40.12, RH2MP
Ultrazentrifuge L7-65/ 70 Ti
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Mettler Toledo

AB Sciex, USA

BD Biosciences

GE Healthcare

GE Healthcare

GE Healthcare
Zeiss, Jena
Heraeus

Binder, Tuttlingen
Deelux, Godenstorf
Zeiss

Titertek, USA
Peqlab, Erlangen
Peqlab

Peqlab

Pharmacia

WTW, Weilheim
Amersham Biosciences
Dionex, Niederlande
TKA, Niederelbert
Consort

Eppendorf

GE Healthcare
Dionex

Bandelin Sonorex

Scientific Industries

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf

Hettich, Tuttlingen
Thermo Fisher Scientific

Beckmann
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Alle Plastikmaterialien wurden, soweit nicht anders beschrieben von der Firma Sarstedt

bezogen.

96-Loch-Spitzbodenplatte Nerbe plus
96-Loch-Spitzbodenplatte aus PP
96-Loch-U-Bodenplatte aus PP

2.3 Software

Axiovision Rel 4.5
BD FACSDiva

GPS Explorer 3.6
ImageMaster™ 2D

MASCOT-Server Version 2.0

Winsen
Greiner-Bio, Frickenhausen

Greiner-Bio

Zeiss

BD Biosciences
Applied Biosystems
GE Healthcare

Matrix Science, London, UK

Fiir die Vorhersage von strukturellen Besonderheiten von Proteinen wurden die Algorithmen

SignalP 3.0, TMHMM 2.0 und ExportPred verwendet.

2.4 Antikorper

Kaninchen-anti-EXP2-Antikorper
Kaninchen-anti-PfAldolase-Antikorper
Kaninchen-anti-PV-1-Antikorper
Maus-anti-Bande-3-Antikorper
Maus-anti-MAHRP-1-Antikorper
Maus-anti-RAP-1-Antikdrper
Meerschweinchen-anti-PfEMP1-Antikorper
Ziege-anti-Kaninchen IgG-AP
Ziege-anti-Kaninchen IgG-DyLight549
Ziege-anti-Maus 1gG-AP
Ziege-anti-Maus IgG-DyLight488

Ziege-anti-Meerschweinchen IgG-AP
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Prof. K. Lingelbach, Marburg
Prof. K. Lingelbach, Marburg
Prof. K. Lingelbach, Marburg
Sigma

Prof. H. P. Beck, Basel, Schweiz
Prof. K. Lingelbach, Marburg
Prof. H. P. Beck, Basel, Schweiz
Sigma

Jackson I. Research, England
Jackson I. Research

Jackson I. Research

Jackson . Research
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3 Methoden

3.1 Plasmodium falciparum-Stamme und Erythrozyten

Die P. falciparum Stamme FCBR (von Prof. Dr. K. Lingelbach, Marburg) und 3D7 (von Prof. Dr.
R.D. Walter, Hamburg) wurden in Dauerkulturen gehalten. Humane Erythrozyten Konzentrate
(Blutgruppe A, Rhesus Faktor positiv) wurden vom Institut fiir Transfusionsmedizin UKSH Kiel

bezogen. Die Konzentrate waren bei ihrer Verwendung nicht alter als vier Wochen.

3.2 In-Vitro-Kultivierung von P. falciparum

Die in-vitro Kultur der erythrozytdren Stadien von P. falciparum wurde unter sterilen
Bedingungen verandert nach den Methoden von Trager und Jensen (212) durchgefiihrt und es

wurden folgende Losungen verwendet:

NaHCO;-Losung: 8 % (w/v) NaHCOj; in ddH,0

RPMI 1640-Medium: 15,43 g RPMI 1640 ad 900 ml in ddH,0, sterilfiltriert

RPMI 1640-Medium (gepuffert): 900 ml RPMI 1640-Medium, 40 ml NaHCOs-L6sung

Albumax Il-Losung: 5% (w/v) Albumax Il in RPMI 1640-Medium (gepuffert)

Komplettmedium: 20 mM Glukose, 0,05 mg/ml Gentamycinsulfat, 0,25 %
(v/v) Albumax Il-Losung in RPMI 1640-Medium
(gepuffert)

Erythrozyten: 50 % (v/v) Hamatokrit in Komplettmedium

Die Dauerkulturen von P. falciparum wurden in 100 ml Komplettmedium mit 2,5 % Hamatokrit
in 250 ml Kulturflaschen gehalten und unter sauerstoffarmer Atmosphare (1 % O,, 5 % CO,, 94
% N,, Air Liquide) bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Dabei wurde das Medium mindestens
aller zwei bis drei Tage gewechselt. Da in vitro eine zu hohe Parasitimie zum Absterben der
Parasiten flhrt, wurde darauf geachtet, dass diese einen bestimmten Wert nicht Gberschreitet

(asynchron 7 %, synchrone Ringstadien 10 %, Trophozoiten und Schizonten 5 % Parasitamie).
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3.2.1 Mikroskopische Analyse von P. falciparum nach Giemsa-Farbung

Fiir die mikroskopische Untersuchung von Parasitenkulturen zur Bestimmung der Parasitdmie
und der Parasitenstadien wurden Blutausstriche auf Glasobjekttragern angefertigt. Diese
wurden im Luftstrom der Sterilbank getrocknet und fiir 30 s in 100 % (v/v) Methanol fixiert.
AnschlieBend wurden die Ausstriche in Giemsa-Farbelosung (10 % (v/v) Giemsa-Losung,
3,6 mM KH,PO, 6,1 mM Na,HPO,) fiir mindestens 10 min gefarbt. Die (berschiissige
Farbeldsung wurde mittels Leitungswasser griindlich abgespilt und der Objekttrager wurde
auf einer Heizplatte getrocknet. Die mikroskopische Untersuchung und die Bestimmung der
Parasitdmie erfolgten bei 1000-facher VergréBerung mit einem 100x Olimmersionsobjektiv.

Hierbei wurden Erythrozyten mit Mehrfachinfektionen immer als einfach infiziert gezahlt.

3.2.2 Einfrieren von P. falciparum

Fir das Einfrieren von Parasiten wurde eine Parasitenkultur mit ca. 3% Ringstadien
verwendet. Nach Zentrifugation (800xg, 10 min, RT) wurde das resultierende Zellsediment in
zwei Volumen 30 % (w/v) Glyzerin in PBS vorsichtig resuspendiert und zu je 500 pl in sterile
Kryo-Réhrchen Uberfiihrt. Die Zellsuspension wurde zum Abkihlen flir 10 min auf Eis gestellt

und schlieRlich in flissigem Stickstoff gelagert.

3.2.3 Auftauen von P. falciparum

Die im Stickstoff eingefrorenen Zellen wurden unter leichtem Schiitteln bei 37°C im
Wasserbad aufgetaut, in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen dberfihrt und auf Eis gestellt.
AnschlieBend wurden zwei Volumenteile kalter Losung A (27 % (w/v) D-Sorbitol in PBS, pH 7,4)
unter leichtem Schiitteln tropfenweise hinzugefiigt und die Suspension fiir 10 min auf Eis
inkubiert. Danach wurden zwei Volumenteile der kalten Losung B (5 % (w/v) D-Sorbitol in PBS,
pH 7,4) ebenfalls tropfenweise hinzugefiigt und fir weitere 10 min auf Eis inkubiert. Nach
Zentrifugation (800xg, 5 min, 4 °C) wurde das Zellsediment in zwei Volumenteile kalter Losung
B vorsichtig resuspendiert, 8 min auf Eis gestellt und erneut zentrifugiert (800xg, 5 min, 4 °C).
Nach zweimaligem Waschen in Komplettmedium, wurden die Zellen schlieRlich unter

Standardbedingungen kultiviert.

29



Methoden

3.2.4 Synchronisation einer P. falciparum-Kultur mit D-Sorbitol

Durch die Behandlung mit D-Sorbitol kann eine Plasmodienkultur auf Ringstadien
synchronisiert werden. Hierbei dringt das D-Sorbitol in die Zellen ein und es wird durch Zugabe
von Komplettmedium ein osmotischer Schock ausgel6st. Spate Stadien kénnen dieser Prozedur
nicht standhalten und platzen, wodurch eine synchrone Kultur aus Ringstadien und nicht-
infizierten Erythrozyten entsteht (29). Zellen der zu synchronisierenden Kultur wurden
zentrifugiert (500xg, 5 min, RT), in neun Volumenteile steriler 5% (w/v) D-Sorbitollésung
resuspendiert und 10 min bei Raumtemperatur unter gelegentlichem Schwenken inkubiert.
AnschlieBend wurde der osmotische Schock durch Zugabe der gleichen Menge
Komplettmedium ausgelost, die Zellsuspension sedimentiert (500xg, 5 min, RT) und das
erhaltene Zellsediment einmal in Komplettmedium gewaschen. Die Ringstadien wurden

schlieBlich unter Standardbedingungen weiterkultiviert.

3.2.5 Synchronisation einer P. falciparum-Kultur iiber Gelafundin

Wahrend seiner Entwicklung bildet der P. falciparum-Stamm FCBR in den mittleren bis spaten
Phasen sogenannte knobs aus. Dabei handelt es sich um membranassoziierte Strukturen auf
der Oberflache der Wirtszelle, welche deren Sedimentationseigenschaften verdndern (213).
Bei Zugabe von Gelafundin sinken Zellen ohne knobs (nicht infizierte Erythrozyten sowie
Ringstadien) schneller zu Boden als Zellen welche diese Strukturen auf der Oberflache
prasentieren. Um sicherzustellen dass die Ausbildung der knobs nicht verloren geht, wurden
die Parasitenkulturen mindestens einmal pro Woche mit Gelafundin behandelt. Hierzu wurden
die Zellen zentrifugiert (500xg, 5 min, RT) und das Zellsediment wurde in 1,4-fachen
Sedimentvolumen Komplettmedium resuspendiert. Nach Zugabe von 2,4-fachen
Sedimentvolumen 4 % (w/v) Gelafundin wurde die Zellsuspension bei 37 °C im Wasserbad fur
15 min inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberstand, in dem sich die Zellen mit ausgebildeten
knobs befanden, vorsichtig abgenommen und zentrifugiert (500xg, 5 min, RT). SchlielRlich
wurden die Zellen einmal in Komplettmedium gewaschen und unter Standardbedingungen

weiter kultiviert.
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3.2.6 Anreicherung von spaten Parasitenstadien liber Percoll

Aufgrund unterschiedlicher Dichteeigenschaften von nicht-infizierten und spat-infizierten
Erythrozyten kdnnen Schizonten mittels Percoll angereichert werden (Protokoll verdandert nach
214). Hierfuir wurden die Zellen einer Kultur mit Schizonten zentrifugiert (500xg, 5 min, RT) und
das Zellsediment in 5 ml PBS resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde vorsichtig auf ein
25 ml Percoll-Kissen (65 % (v/v) Percoll in PBS) und zentrifugiert (1500xg, 20 min, RT, ohne
Bremse). Die Schizonten sammelten sich dabei an der Phasengrenze und wurden vorsichtig

abgenommen. Um das restliche Percoll zu entfernen wurden die Zellen mit PBS gewaschen.

3.3 Markierung von Proteinen der Wirtszelloberfliche mittels Fluoreszenzfarbstoffen

Um Proteine auf der Wirtszelloberfliche zu markieren wurden die Farbstoffe Cy3 (GE
Healthcare), Cy3 (Lumiprobe), GDyel00 (DyeAGNOSTICS) und GDye200 (DyeAGNOSTICS)
eingesetzt. Hierflr wurden die Zellen mit PBS (pH 8,0) und anschlieRend mit PBS (pH 8,5 mit
1 M Harnstoff) gewaschen. Fir die Markierungsreaktion wurden 5x10° Zellen in PBS (pH 8,5
mit 1 M Harnstoff) mit 200 pmol Fluoreszenzfarbstoff fiir 30 min auf Eis inkubiert. Abgestoppt
wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 ul G-Dye Stopp Losung und anschlieBender
zehnminutiger Inkubation auf Eis. Schliefllich wurden die Zellen mehrfach mit PBS (pH 7,5)
gewaschen und zur mikroskopischen Analyse auf einen Objekttrager gegeben. Alternativ
wurden die Zellen vor der Markierungsreaktion entweder mit 100 uM Furosemid (215), mit 50
UM  Chloroquin oder mit 100 pM Furosemid in Kombination mit 50 puM Chloroquin
vorinkubiert. Die Behandlung mit Furosemid erfolgte dabei fir 5 min direkt vor der

Markierungsreaktion und Chloroquin wurde am Vortag im Ringstadium eingesetzt.

3.4 Anreicherung der erythrozytdaren Plasmamembran

Sowohl bei nicht-infizierten Erythrozyten, als auch bei Erythrozyten infiziert mit verschiedenen
Stadien von P. falciparum erfolgte die Anreicherung der erythrozytdren Plasmamembran durch
Lyse mit Saponin und anschlieRender differentieller Zentrifugation. Bei infizierten Erythrozyten
wurden die Stadien zunachst synchronisiert und angereichert (spadte Stadien Uber Percoll,
frihe Stadien mittels Durchflusszytometrie), bevor die Zellen fir 3 min mit 0,05 % (w/v)
Saponin in PBS lysiert wurden. Hierbei wurde nach jeder Minute kurz gevortext und schlieRlich
zentrifugiert (1500 x g, 10 min, 4 °C). Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, erneut

zentrifugiert (130000 x g, 45 min, 4 °C) und das resultierende Sediment wurde mehrmals
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gewaschen bis keine rotliche Verfarbung erkennbar war. Das finale Sediment wurde entweder

in Protein-Extraktionslésung aufgenommen oder bei -20 °C gelagert.

3.5 Immunfluoreszenzmikroskopie

Zum indirekten Nachweis, sowie der Lokalisierung verschiedener Proteine wurde in dieser
Arbeit die Immunfluoreszenzmikroskopie verwendet. Hierfir wurden Zellen fir 15 min bei
Raumtemperatur fixiert (4 % (w/v) Paraformaldehyd, 0,0075 % (v/v) Glutaraldehyd in PBS,
pH 7,4), mit PBS gewaschen und durch anschlieBende Inkubation mit 1 % (v/v) Triton X-100 in
PBS fiur 15 min permeabilisiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 50 mM NH,CI in PBS fir
15 min inkubiert und mit PBS gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen mit 5% (w/v) BSA in
PBS fir 1 h bei RT blockiert und die Inkubation mit dem primaren Antikoérper erfolgte lber
Nacht in einer dunklen Feuchtkammer bei 4 °C. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und mit sekundarem Antikorper fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Um zusatzlich die DNA
und damit die Zellkerne anzufirben, wurde der Farbstoff Hoechst 33258 (2 ug/ml)
hinzugegeben und fiir weitere 10 min bei 37 °C inkubiert. SchlieRlich wurden die Praperate
nach mehrmaligem Waschen mit PBS in MobiGlow Mounting Medium (MoBiTec, Gottingen)

eingebettet und mikroskopisch analysiert.

3.6 Western Transfer von Proteinen auf eine PVDF-Membran

Der Transfer von Proteinen aus einem Polyacrylamidgel auf eine PVDF-Membran (verdndert
nach 216) wurde mit dem Tank-Blot Verfahren (PerfectBlue Tank-Elektroblotter Web M,
Peqglab) durchgefiihrt. Zunidchst wurden die Filterpapiere und die PVDF-Membran auf die
GroRe des SDS-Gels zugeschnitten und die Membran in 100 % (v/v) Methanol aktiviert. Der
Aufbau der Blot-Kassette erfolgte nach Herstellerangaben und der Transfer der Proteine wurde
in Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol) durch anlegen von 100 V

fir 1 h unter Wasserkiihlung erreicht.
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3.7 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf einer PVDF-Membran

Nach dem Transfer der Proteine, wurden freie Bindungsstellen auf der PVDF-Membran durch
eine einstiindige Inkubation mit 2 % (w/v) BSA in TTBS (0,05 % (w/v) Tween-20, 20 mM Tris,
150 mM NaCl, pH 7,4) blockiert. Danach wurde die Membran mit dem ersten Antikdrper
(1:600 verdinnt in TTBS) Uber Nacht bei 4 °C inkubiert und dreimal fir je 20 min mit TTBS
gewaschen. Der zweite Antikorper mit gekoppelter Alkalischer Phosphatase (1:10000 verdiinnt
in TTBS) wurde fur mindestens 1h bei RT mit der Membran inkubiert und anschlieRend wurde
mehrmals mit TTBS gewaschen. Die Membran wurde kurz in AP-Puffer (100 mM Tris, 100 mM
NaCl, 10 mM MgCl,) &quilibriert und die Farbreaktion durch Zugabe einer BCIP/NBT
Reaktionslosung in AP-Puffer gestartet. Zum Stoppen der Farbreaktion wurde die Membran

ausgiebig mit ddH,0 gewaschen und mittels Druckluft getrocknet.

3.8 Quantitative Proteinbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der Mikro-BCA-Test (Pierce) nach den
Angaben des Herstellers verwendet. Die Messung der Absorption in Flachboden-
Mikrotiterplatten erfolgte bei 570 nm im Multiskan® MCC/340 von Titertek. Mittels einer
Kalibrationsreihe aus verschiedenen BSA-Losungen (bovines Serumalbumin, Sigma-Aldrich)
definierter Konzentrationen (0 bis 0,4 mg/ml) in BCA-kompatiblen Probenpuffer (3 M
Harnstoff, 2 % (w/v) SDS, 1 % (w/v) CHAPS, 10 % (v/v) Glyzerin) wurden die Proteinkonzen-

trationen der Proben bestimmt. Die zu messenden Proben lagen immer

3.9 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

3.9.1 Eindimensionale SDS-PAGE

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde in abgewandelter Form nach
Laemmli (217) durchgefiihrt. Durch den Einsatz des anionischen Detergenz SDS wurden die
Proteine denaturiert, sowie deren Eigenladung maskiert. Hierzu wurden die Proben in 6x SDS-
Probenpuffer (0,35M Tris, 10,28 % (w/v) SDS, 36% (w/v) Glyzerin, 0,012% (w/v)
Bromphenolblau) aufgenommen und nach Zugabe von 50 mM DTT fiir 20 min bei 56 °C
reduziert. Danach wurden die Proben durch Zugabe von 150 mM IAA alkyliert (20 min, RT) und
abschlieRend zentrifugiert (20000xg, 5 min, RT). Die Auftrennung der Proteine nach ihrem

Molekulargewicht erfolgte in einem diskontinuierlichen Gelsystem bestehend aus einem
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niederprozentigen Sammelgel und einem héherprozentigen Trenngel (Zusammensetzung siehe
Tabelle 1). Fir die eindimensionale SDS-PAGE wurde eine vertikale 10x10 cm Gelapparatur von
Peqglab verwendet. Nach dem Befiillen der Gelapparatur mit SDS-Elektrophoresepuffer (25 mM
Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS), erfolgte die Elektrophorese fir 30 min bei 20 mA/Gel

und wurde bei 30 mA fortgesetzt bis die Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte.

Tabelle 1: Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels der eindimensionalen SDS-PAGE

Sammelgel Trenngel

4% 10 % 12,5% 15 %
Acrylamid 2K-Lésung 1,33 ml / / /
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) / 3,32 ml 4,17 ml 4,98
4x Sammelgelpuffer (0,5 M Tris, 25 ml / / /
0,4 % (w/v) SDS, pH 6,8)
4x Trenngelpuffer (1,5 M Tris, / 25 ml 25 ml 25 ml
0,4 % (w/v) SDS, pH 8,8)
10 % (w/v) SDS 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
40 % (w/v) APS 12,5 ul 12,5 pl 12,5 ul 12,5 ul
TEMED 5 ul 3,5 ul 3,5 ul 3,5 ul
ad ddH,0 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml

3.9.2 Zweidimensionale PAGE (Isoelektrische Fokussierung / SDS-PAGE)

Die (klassische) zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2D-PAGE) kombiniert die
isoelektrische Fokussierung (IEF) in der ersten Dimension mit der SDS-PAGE in der zweiten
Dimension und wurde 1975 unabhangig voneinander durch O'Farrell (218) und Klose (219)
entwickelt. Bei der IEF werden die Proteine anhand der Ladung nach ihrem charakteristischen
isoelektrischen Punkt (pl) aufgetrennt. Durch unterschiedliche, pH-Wert abhangige
(De)protonierungszustande der sauren und basischen Aminoreste wandern die Proteine im
elektrischen Feld bis sie ihren pl erreicht haben. An diesem Punkt heben sich positive und
negative Ladungen des Proteins auf und die Nettoladung betragt 0. In der zweiten Dimension

werden dann die Proteine nach ihrem Molekulargewicht weiter orthogonal aufgetrennt.

Fir die isoelektrische Fokussierung wurden 18 cm lange Gelstreifen mit einem immobilisierten
nicht-linearen pH-Gradienten (Immobiline™ Dry Strip pH 3-10 NL, GE Healthcare) verwendet.
Das Rehydrieren der Gelstreifen mit gleichzeitiger Probenaufnahme wurde durch die ,,in gel

reswelling“-Methode (220) erreicht. Hierzu wurde die Probe mit Rehydratisierungslésung (8 M
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Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 2 % (w/v) CHAPS, 2 % (w/v) ASB-14, 40 mM DTT, 0,5 % (v/v) IPG
Puffer pH 3-10 NL) auf ein Volumen von 340 ul aufgefillt und gleichmaRig Gber den Gelstreifen
verteilt. Die isoelektrische Fokussierung wurde bei 20 °C und maximal 50 YA je Gelstreifen

nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

0V Rehydrierung 6h
50 V konstant 6h
200 V konstant 1h
500 V konstant 1h
1000 V Gradient 4h
8000 V Gradient 4h
8000V konstant bis 55000 Vh

AnschlieRend wurden die Gelstreifen zweimal in 10 ml Aquilibrierungsldsung (50 mM Tris, 6 M
Harnstoff, 30 % (v/v) Glyzerin, 2 % (w/v) SDS, 0,0001 % (w/v) Bromphenolblau) fiir je 15 min
bei RT inkubiert. Beim ersten Aquilibrierungsschritt wurden 65 mM DTT und beim zweiten
Aquilibrierungsschritt 135 mM IAA hinzugegeben. SchlieRlich wurden die Gelstreifen kurz in
SDS-Elektrophoresepuffer geschwenkt. Als zweite Dimension wurde die SDS-PAGE (siehe
Tabelle 1) in einer vertikalen 20x20 cm Gelapparatur von Peglab und eine Geldicke von 1,5
mm verwendet. Die Gelstreifen der ersten Dimension wurden luftblasenfrei auf ein 10%iges
SDS-Trenngel aufgelegt und mit 0,8 % (w/v) Agarose in SDS-Elektrophoresepuffer fixiert. Es
wurde kein zusatzliches Sammelgel verwendet und die Elektrophorese erfolgte mit 10 mA je

Gel tGber Nacht bei 20 °C.

3.9.3 Zweidimensionale PAGE (Kationische PAGE / SDS-PAGE)

Im Gegensatz zur klassischen 2D IEF/SDS-PAGE wird bei der kationischen 2D-PAGE ein
kationisches Detergenz in der ersten Dimension verwendet. Im Rahmen dieser Doktorarbeit
wurden die kationischen Detergenzien Benzyldimethyl-n-hexadecylammoniumchlorid (16-BAC)
und Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) verwendet (modifiziert nach (221)). Die
folgenden Mengenangaben von CTAB gelten dquivalent flr den Einsatz von 16-BAC. Fir die
Gele der ersten Dimension wurde eine vertikale 20x20 cm Gelapparatur von Peglab und eine
Geldicke von 0,75 mm verwendet. Beim GielRen der Gele (Zusammensetzung siehe Tabelle 2)
musste schnell gearbeitet werden, da diese binnen weniger Minuten nach Zugabe von H,0,

auspolymerisieren. Zusatzlich wurde das Trenngel vorsichtig mit Trenngelpuffer tberschichtet,
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um eine gerade Trennlinie zu erhalten. Nachdem das Trenngel vollstdndig auspolymerisiert

war, wurde die Uberschiissige Losung abgegossen und das Sammelgel hinzugegeben.

Tabelle 2: Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels der kationischen PAGE

Trenngel (7,5 %) Sammelgel (5 %)
Harnstoff 91¢g 1lg
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) 12,5 ml 1,67 ml
Rotiphorese Gel B (2 % (w/v) Bisacrylamidl6sung) / 1,173 ml
Trenngelpuffer (300 mM KH,PQO,, pH 2,1 mit HCl) 12,5 ml /
Sammelgelpuffer (500 mM KH,PO,, pH 4,1 mit HCI) / 2,5ml
Ascorbinsaure (80 mM) * 2,5 ml 0,5 ml
FeSO, (5 mM) * 80 ul 8,5 ul
16-BAC oder CTAB (250 mM) * 0,5 ml 70 ul
ad ddH,0 50 ml 10 ml
H,0; (30 % (v/v) 3,3 ul 0,8 pl

* Losungen mussen immer frisch angesetzt werden

Fiir die Solubilisierung der Proteine wurden die Proben in 2x Probenpuffer (7,5 M Harnstoff, 10
% (w/v) CTAB, 10 % (w/v) Glyzin, 75 mM DTT, 0,05 % (w/v) Pyronin Y) aufgenommen. Nach
dem Befillen der Gelkammer mit Laufpuffer (2,5 mM CTAB, 150 mM Glycin, 50 mM
Phosphorsdure) wurde die Elektrophorese durch Anlegen einer Stromstarke von 10 mA
gestartet. Nach 3 h wurde auf 12 mA erhoht bis die PyroninY Lauffront das Ende des Gels
erreicht hatte. Die Elektrophorese wurde gestoppt und der Gelstreifen mit der aufgetrennten
Probe wurde herausgeschnitten. Daraufhin wurde der Gelstreifen dreimal in 10 ml
Aquilibrierungslésung (50 mM Tris pH 8,8, 6 M Harnstoff, 30 % (v/v) Glyzerin, 2 % (w/v) SDS,
0,0001 % (w/v) Bromphenolblau) fir je 15 min bei RT inkubiert. Beim zweiten
Aquilibrierungsschritt  wurden DTT (65 mM Endkonzetration) und beim dritten
Aquilibrierungsschritt IAA (135 mM Endkonzentration) hinzugegeben. Als zweite Dimension
wurde die SDS-PAGE (siehe Tabelle 1) in einer vertikalen 20x20 cm Gelapparatur von Peqglab
und eine Geldicke von 1 mm eingesetzt. Anders als bei der 2D IEF/SDS PAGE wurde hier in der
zweiten Dimension ein zusatzliches Sammelgel mit 1 cm Breite verwendet. Der Gelstreifen der
ersten Dimension wurde luftblasenfrei auf das SDS-Sammelgel aufgelegt, mit 0,8 % (w/v)
Agarose in SDS-Elektrophoresepuffer fixiert und die Elektrophorese erfolgte mit 10 mA je Gel
Uber Nacht bei 20 °C.

36



Methoden

3.10 Farbungen von Proteinen im Gel

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine im Gel wurden je nach Art der spateren
Verwendung mittels kolloidaler Coomassie-Losung (222), mittels Silbernitratfarbung (223) oder

mittels Flamingo Pink (Biorad) sichtbar gemacht.

3.10.1 Proteinfarbung mit kolloidaler Coomassie-Losung

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel fir 2 min in ddH,0 geschwenkt und
anschlieRend wurden die Proteine im Gel fir mindestens 1 h in Fixierlosung (30 % (v/v)
Ethanol, 2% (w/v) Phosphorsdure) fixiert. Die Inkubation mit Farbelésung (5% (w/v)
Aluminiumsulfat, 10 % (v/v) Ethanol, 0,02 % (w/v) CBB-G250, 2 % (w/v) Phosphorséure)
erfolgte Gber Nacht bei RT und leichtem Schitteln. Schlieflich wurde das Gel solange entfarbt

(10 % (v/v) Ethanol, 2 % (w/v) Phosphorsaure) bis die Proteinbanden sichtbar waren.

3.10.2 Proteinfarbung mit Silbernitrat

Die Silbernitratfarbung besitzt im Gegensatz zur Farbung mit Coomassie eine geringere
Nachweisgrenze flr Proteine und kann schneller durchgefiihrt werden. Der Nachteil dieser
Farbemethode ist jedoch die Inkompatibilitdt zur massenspektrometrischen Analyse. Nach der
Elektrophorese wurde das Gel fiir je 10 min in Losung 1 (5 % (v/v) Glutardialdehyd, 0,16 M
Borsdure, pH 8,2), in Losung 2 (40 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsaure) und in Lésung 3 (30 %
(v/v) Ethanol, 6,8 % (w/v) Natriumacetat, 0,125 % (v/v) Glutardialdehyd, 0,2 % (w/v) Na,S,03)
bei RT geschwenkt. AnschlieBend wurde das Gel viermal fiir 5 min in ddH,0 gewaschen und
mit Losung 4 (0,25 % (w/v) AgNOs, 0,015 % (v/v) Formaldehyd) fur 20 min inkubiert. Nach
kurzem Spulen mit ddH,0 wurde das Gel mit Lésung 5 (2,5 % (w/v) Na,COs, 0,0074 % (v/v)
Formaldehyd, pH 11,5) entwickelt. Nach dem Erreichen der gewilinschten Farbintensitat,

wurde die Entwicklerlésung abgenommen und die Farbreaktion gestoppt (1,5 % (w/v) EDTA).

3.10.3 Proteinfarbung mit Flamingo Pink

Bei dieser Farbung wurden die Gele zunéachst iber Nacht fixiert (40 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v)
Essigsdure) und anschlieBend mit Flamingo Pink (Biorad) Uber Nacht gefarbt. Vor der

Geldokumentation wurden die Gele zweimal mit ddH,0 fiir 10 min gewaschen.
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3.11 Geldokumentation, Probenisolierung und Probenvorbereitung fiir die massen-
spektrometrische Analyse

Die folgenden Arbeitsschritte wurden im Labor von Prof. Ottmar JanBen (Institut fur
Immunologie, UKSH Kiel) durchgefiihrt. Die Dokumentation der Flamingo Pink gefarbten Gele
erfolgte auf einem Flachbett Fluoreszenzscanner (Typhoon Trio Imager, 530 nm Bandpass, GE
Healthcare) mit einer PixelgréBe von 100 pum und die dabei erhaltenen Gelbilder wurden
mittels der ImageMaster Software ausgewertet. Hierbei wurde die Liste der zu isolierenden
Gelstlcke erstellt, welche durch den Ettan Spotpicker (2 mm Pickkopf, GE Healthcare)
ausgestanzt und in eine Spitzboden-Mikrotiterplatte Gberfihrt wurden. Zur Qualitdtskontrolle
wurde das fertig ausgestanzte Gel erneut eingescannt. Die isolierten Gelstlicke wurden im
Ettan Digester (GE Healthcare) fiir je 20 min zunachst dreimal mit 100 ul ddH,0 und dann
zweimal mit 70 pul 25 mM ABC in 50 % (v/v) Methanol gewaschen. Die anschlieRende
Dehydrierung erfolgte durch Zugabe von 100 pl 70 % (v/v) ACN. Bei der manuellen
Prozessierung wurden die Gelstiicke fiir je 20 min zunachst dreimal mit 100 pl ddH,0 und dann
mit 100 pl 25 mM ABC in 50 % (v/v) ACN gewaschen. Die Dehydrierung erfolgte mit 100 % (v/v)
ACN.

3.12 Proteolytische Spaltung und massenspektrometrische Analyse

Fiir die proteolytische In-Gel-Spaltung wurde zu den vollstandig dehydrierten Gelstlicken 100
ng Trypsin (MS approved, Serva) in 10 pul 20 mM ABC zugegeben und fir 15 min bei 4 °C
rehydriert. Anschlielend wurden 10 pl 20 mM ABC auf die gequollenen Gelstiicke gegeben
und die Proben bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Die proteolytische Spaltung durch Trypsin
wurde durch die Zugabe von 0,3 % TFA in ACN gestoppt und anhand einer 15-minitigen
Ultraschall-Behandlung wurde die Elution der Peptide aus der Gelmatrix geférdert. Danach
wurde der Uberstand in eine PP-Rundboden-Mikrotiterplatte (Greiner) iiberfiihrt und die
Gelstiicke wurden mit 100 pl 100 % (v/v) ACN dehydriert. Der Uberstand wurde mit dem
bereits abgenommenen Uberstand vereinigt und in einer Vakuumzentrifuge (SpeedVac)
eingeengt. Die Proben wurden schlieBlich mit 0,7 ul Matrixlosung (3.3 mg/ml rekristallisiertes
CHCA (LaserBio Labs) in 50 % (v/v) ACN, 0,1 % (v/v) TFA) aufgenommen und auf MALDI-Target
(Opti-TOF™ LC MALDI Insert, Applied Biosystems) Uberfiihrt. Die massenspektrometrische
Analyse erfolgte mit dem 5800 MALDI TOF/TOF Massenspektrometer (ABSciex) durch Herrn
Thomas Jakoby (Institut flr Experimentelle Medizin, Systematische Proteomforschung, Prof.

Tholey, CAU Kiel). Zur internen Kalibrierung wurden die monoisotopischen Massen der Trypsin
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Autolyse-Fragmente verwendet. Zur Generierung der MS/MS Spektren wurden je Spektrum
2000 Laserimpulse akkumuliert. Flir die Auswahl der Vorlaufer wurde ein Signal-zu-Rausch-
Verhaltnis von 20 gesetzt und es wurden maximal 12 Vorldufer pro Spot verwendet. Im MS/MS
Modus diente die Umgebungsluft als Kollisionsgas und die Kollisionsenergie wurde auf 1 keV
eingestellt. Die resultierenden Spektren wurden mit Hilfe der GPS Explorer 3.6 Software an den
MASCOT 2.2 Server Ubertragen. Die Datenbanksuche erfolgte gegen eine ,in-house”
Datenbank (NCBInr, Datum 03.11.2009; 2,775,237 Eintrdge; Taxonomie begrenzt auf
Eukayryota) und beinhaltete die folgenden Parameter: obligate Carboxyamidomethylierung
der Cytsteine, mogliche Oxidation von Methionin und die maximale Anzahl an fehlenden
tryptischen Spaltungen von 1. Die Proteine wurden als sicher identifiziert eingestuft, wenn
Identifikationswahrscheinlichkeit hoher als 95 % lag (MASCOT-Score >78). In dem Fall, dass die
analysierten Peptide zu mehreren Mitglieder einer Proteinfamilie oder zu verschiedenen
Isoformen von Proteinen zugeordnet werden konnten, wurde der Eintrag mit dem hochsten

Score verwendet.

3.13 LC-MALDI TOF/TOF

Die Proteine wurden vor der LC-MALDI TOF/TOF Massenspektrometrie wurden mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und anschlieBend mit kolloidaler Coomassie-Lésung angefarbt. Die zu
analysierenden Banden wurden mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und die isolierten
Gelstlicke wurden komplett entfarbt. Nach tryptischer Spaltung der Proteine mit Trypsin
(Promega) und Elution der Peptide erfolgte die HPLC und die LC-MALDI TOF/TOF-Analyse
durch Herrn Thomas Jakoby (Institut fir Experimentelle Medizin, Systematische
Proteomforschung, Prof. Tholey, CAU Kiel). Um die Probenmenge abschatzen zu kénnen und
gegebenenfalls Proben zusammenfassen zu kénnen, wurden die Peptide zundchst ohne
vorangehende Chromatographie mittels MALDI TOF/TOF analysiert (224). Dabei wurden die

gleichen Messbedingungen verwendet, wie unter Punkt 3.11 beschrieben.

Fur die Auftrennung mittels nano-HPLC wurden 10 pl der jeweiligen Probe mit 10 pl 0,1 % (v/v)
TFA verdinnt und dann mit einem U3000 nanoHPLC-System (Dionex) (liber eine 50 ul
Probenschleife injiziert. Mittels einer Acclaim PepMap100 C18 Vorsaule (300 um I.D. x 10 mm,
5 um, Dionex, ldstein, Deutschland) wurden die Proben konzentriert. Die Trapsaule wurde 6
min mit 0,1 % (v/v) TFA bei einer Flussrate von 30 ul/min mit Peptiden beladen. Die Analyten
wurden dann auf eine Acclaim PepMap100 C18 Trennsaule (75 um 1.D. x 150 mm, Dionex,

Idstein, Deutschland) gespiilt. Die Trennung fand unter Verwendung eines Gradienten aus
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Eluent A (0.05 % (v/v) TFA) und Eluent B (0,04 % (v/v) TFA in 80 % (v/v) ACN) statt (siehe
Tabelle 3) und die Flussrate betrug 0,3 pl/min bei einer Siulentemperatur von 30 °C. Die
Detektion bei 214 nm erfolgte mittels eines UV-Detektors mit Z-férmiger Detektorzelle mit
einem Detektorvolumen von 3 nl.

Nach Elution von der Sdule wurden die Peptide ab der flinfzehnten Minute im Verhéltnis 1:4
(v/v) mit Matrixlosung durch einen Probot Mikrofraktionssammler (LC Packings, Dionex) Uber
ein T-Stiick mittels Spritzenpumpe gemischt und alle 15 s auf ein MALDI-Target (Opti-TOF™ LC
MALDI Insert, Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) gespottet. Das Spotten erfolgte
fir 60 min und die Matrix-Stockkonzentration betrug 3 mg/ml in 70 % (v/v) ACN, 0.1 % (v/v)
TFA und enthielt ca. 5 nM Glu'-Fibrinopeptid zur internen Kalibrierung. SchlieRlich erfolgte die
massenspektrometrische Analyse mit dem 5800 MALDI TOF/TOF Massenspektrometer

(ABSciex) unter den gleichen Messbedingungen, wie unter Punkt 3.11 beschrieben.

Tabelle 3: Zeitlicher Verlauf des Gradienten bei der Trennung der tryptischen Peptide mittels IP-RP-HPLC in
der zweiten Dimension

Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
0 95 5
6 95 5
56 50 50
60 5 95
64 5 95
65 95 5
80 95 5

3.14 Durchflusszytometrie

In dieser Arbeit wurde die Durchflusszytometrie fir die stadienspezifische Isolierung von P.
falciparum-infizierter Erythrozyten verwendet. Hierfir wurden Zellen aus einer Dauerkultur
zentrifugiert (570xg, 5 min, RT) und in Waschlésung (0,5 % (w/v) BSA, 2 mM EDTA in PBS)
gewaschen. AnschlieBend wurden bis zu 1x10® Zellen (1x10’ Zellen/ml) in Waschlésung mit
5 UM Vybrant® DyeCycle™ Violett Fluoreszenzfarbstoff (VDCV, Invitrogen) bei 37 °C im Dunkeln
fir 30 min gefarbt. Direkt im Anschluss wurden die Zellen im Duchflusszytometer FACSAria (BD
Biosciences) unter Verwendung der FACSDiva Software (BD Biosciences) durch Dr. Heiner

Oberg und Sandra Ussat (Institut fir Immunologie, UKSH Kiel) analysiert. Dabei wurden die
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VDCV/DNA Komplexe mit einem 407 nm Laser (violett) angeregt und die Emission Gber FL8 mit
einem Bandpassfilter (450/40 nm) gemessen. Der drop delay wurde mit Hilfe von BD FACS
Accudrop Beads bestimmt und es wurden folgende Detektorspannungen verwendet: FSC
(325V), SSC (445V) und FL-8 (440V). Die Zellen wurden bei geringem Druck mittels einer
100 um Duse sortiert und zur Qualitdtssicherung erneut analysiert. Schlielich wurden die

sortierten Zellen zweimal mit Komplettmedium gewaschen und in Kultur gebracht.
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4 Ergebnisse

4.1 Oberflaichenmarkierung von P. falciparum-infizierten Erythrozyten

Zunachst wurde versucht, die Proteine auf der Zelloberfliche von P. falciparum infizierten
Erythrozyten zu markieren, um diese von intrazelluldaren Proteinen unterscheiden zu kénnen.
Hierfir wurden die Zellen jeweils mit den Farbstoffen Cy3 (GE Healthcare), Cy3 (Lumiprobe),
GDye100 (DyeAGNOSTICS) und GDye200 (DyeAGNOSTICS) inkubiert und anschlieRend mittels
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die Farbstoffe besitzen einen reaktiven N-
Hydroxysuccinimid (NHS) Ester und binden so kovalent an primdre Amine der Proteine. Fir
alle aufgefiihrten Farbstoffe wurden vergleichbare Ergebnisse erzielt und im Folgenden

werden exemplarisch die Resultate mit dem Farbstoff GDye200 dargestellt (Abb. 7 und Abb. 8).

DAPI DsRed DIC Uberlagerung

Kontrolle
Trophozoiten-
stadium

- GDye200

Ringstadium
+ GDye200

Trophozoiten-
stadium
+ GDye200

Abb. 7: Fluoreszenzmikroskopische Analyse von verschiedenen Stadien P. falciparum-infizierter Erythrozyten
nach Inkubation mit GDye200. Die obere Reihe zeigt infizierte Erythrozyten (Trophozoitenstadium) die zur
Kontrolle nur mit Hoechst 33258 (2 pg/ml) behandelt wurden. In der mittleren Reihe (Ringstadium) sowie der
unteren Reihe (Trophozoitenstadium) wurden die Zellen zusatzlich mit 200 pmol GDye200 markiert. Der DAPI-Kanal
zeigt die Kernfarbung von Hoechst 33258 (blau). Der DsRed-Kanal zeigt die Fluoreszenz des Farbstoffes GDye200
(rot). DIC - Differentialinterferenzkontrast.
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Die Kontrollexperimente zeigten keinerlei Autofluoreszenz im DsRed-Kanal. Bei den GDye200
behandelten Zellen wurden im Vergleich zur Kontrolle keine Verdanderungen der
Zellmorphologie beobachtet. Es ist aber zu erkennen, dass offensichtlich sowohl die
Plasmamembran der infizierten, als auch der nicht-infizierten Erythrozyten durch GDye200
markiert wurden. Zusatzlich wurde der intraerythrozytare Parasit massiv angefarbt ohne dabei
das Zytosol der Erythrozyten zu markieren. Diese Aufnahme aller getesteten Farbstoffe durch
den Parasiten erfolgte unabhangig vom Entwicklungsstadium. In weiteren Experimenten
wurden Chloroquin und Furosemid eingesetzt, um die Aufnahme der Farbstoffe naher zu
analysieren (Abb. 8). Fir Chloroquin ist bekannt, dass es die Polymerisation des toxischen
Ferriprotoporphyrins  verhindert und somit zum Absterben des Parasiten im
Trophozoitenstadium fiihrt. Bei Furosemid handelt es sich um einen Anionenkanal-Inhibitor,
der eingesetzt wird, um Teile der NPPs mit funktionellen Charakteristika von klassischen

Anionenkanalen zu blockieren (225,226).

DAPI DsRed

DIC
A=
10 ym 10 ym 10 ym

Trophozoiten-
stadium

+ Furosemid
+ GDye200

Trophozoiten-
stadium

+ Chloroquin
+ GDye200

Trophozoiten-
stadium

+ Chloroquin
+ Furosemid
+ GDye200

Abb. 8: Fluoreszenzmikroskopische Analyse von P. falciparum-infizierten Erythrozyten nach Vorinkubation mit
Furosemid oder/und Chloroquin und anschlieRender Firbung durch GDye200. Die Zellen wurden entweder mit
100 pM Furosemid (obere Reihe), mit 50 uM Chloroquin (mittlere Reihe) oder mit 100 pM Furosemid in
Kombination mit 50 uM Chloroquin (untere Reihe) vorinkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit 200 pmol
GDye200 und Hoechst 33258 (2 ug/ml) markiert. Der DAPI-Kanal zeigt die Kernfarbung von Hoechst 33258 (blau).
Der DsRed-Kanal zeigt die Fluoreszenz des Farbstoffes GDye200 (rot). DIC - Differentialinterferenzkontrast.
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Weder der Einsatz von Furosemid (=Blockierung der Anionenkandle) oder Chloroquin
(=Absterben des Parasiten) noch die Kombination aus beiden Stoffen konnte die Aufnahme
von GDye200 durch den Parasiten verhindern. Somit konnten die getesteten Farbstoffe nicht
zur selektiven Oberflaichenmarkierung von P. falciparum-infizierter Erythrozyten verwendet

werden.

4.2 Anreicherung und Analyse der Membranfraktion aus spat-infizierten
Erythrozyten

Da die Oberflaichenproteine der infizierten Erythrozyten nicht durch die eingesetzten
Fluoreszenzfarbstoffe selektiv markiert werden konnten, wurde eine neue Strategie gewahlt
um Proteine der Plasmamembran von infizierten Erythrozyten zu identifizieren. Hierfiir wurde
zunachst die Plasmamembran isoliert und angereichert, um spater das Membranproteom
mittels verschiedener Gelelektrophoresen aufzutrennen und massenspektrometrisch zu
analysieren. Im Falle der infizierten Erythrozyten gestaltete sich die Isolierung der
Plasmamembran der Erythrozyten als schwierig, da hier einerseits der Parasit nicht beschadigt
werden durfte und andererseits mit der PVM, TVN und den Maurer’s clefts zusatzliche
Membranstrukturen wahrend der spaten Stadien vorhanden sind. Des Weiteren wurde eine
sehr hohe Parasitdimie von mehr als 90 % bendtigt, um Kontaminationen mit Membranen von
nicht-infizierten Erythrozyten moglichst gering zu halten. Eine geeignete Methode zur
Anreicherung spater Stadien war die Synchronisation tber Percoll. Im Gegensatz dazu musste
fir die Isolierung von frithen Stadien erst eine Methode zur Anreicherung erarbeitet werden
(siehe 4.7). Nach der spezifischen Anreicherung der Stadien infizierter Erythrozyten wurden
verschiedene Ansdtze wie freeze and thaw, Saponinlyse, mechanischer Stress, differentielle
Zentrifugation und osmotischer Schock zur Isolierung der erythrozytdaren Plasmamembran
getestet (Daten nicht gezeigt). Die effektivste Anreicherung wurde durch eine Kombination aus
Saponinlyse und mechanischem Stress durch vortexen mit anschlieRender differentieller
Zentrifugation erreicht. Zur Kontrolle wurden die einzelnen Fraktionen nach der Saponinlyse

mittels Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert (Abb. 9).
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Abb. 9: Immunfluoreszenz von P. falciparum-infizierter Erythrozyten nach Saponinlyse. Nach der Anreicherung
spater Stadien durch Percoll, wurden die Zellen mittels Saponin lysiert und anschlieBend durch
Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Als primdre Antikérper wurden Maus-anti-Bande-3 zusammen mit
Kaninchen-anti-EXP2 (Markerprotein fur die parasitophore Vakuolenmembran (PVM)) verwendet. Als sekundare
Antikorper kamen DyLight-488-Ziege-anti-Maus (griin) und DyLight-549-Ziege-anti-Kaninchen (rot) zum Einsatz. Die
DNA wurde mit Hoechst 33258 (2 ug/ml, blau) gefarbt. (A) unbehandelte Zellen; (B) Sediment nach Saponinlyse
beinhaltete sowohl nicht komplett lysierte Zellen als auch freie Strukturen die von der PVM umschlossen sind (freie
Parasiten, weisse Pfeile); (C)+(D) Der Uberstand nach Saponinlyse beinhaltet Membranhiillen (=ghosts) der
Erythrozyten. Zusatzlich sind teilweise Verunreinigungen durch Fragmente der PVM (rot) zu erkennen.

Die Immunfluoreszenzmikroskopie bestatigte die Anreicherung der Plasmamembran der
Erythrozyten in der Membranfraktion (Abb.9C+D). Es wurden keine intakten Parasiten
gefunden und die vereinzelten Signale von EXP2 (rote Fluoreszenz) deuteten auf das
Vorhandensein weniger Fragmente des TVN/PVM Netzwerkes unterhalb der Erythrozyten
Plasmamembran hin. Im Vergleich dazu wurden in der Sediment-Fraktion (Abb. 9B, weille
Pfeile) PVM umschlossene Strukturen (freie Parasiten) gefunden und nicht komplett lysierte
Zellen gefunden. Um diese Ergebnisse weiter zu bestatigen wurde mit jeweils drei biologischen
Replikaten jeder Fraktion der immunologische Nachweis mit den Markerproteinen PfEMP1
(integrales Membranprotein der infizierten Erythrozytenmembran), Bande 3 (integrales
Membranprotein der Erythrozytenmembran), RAP-1 (l6sliches Protein in den Rhoptrien),
MAHRP-1 (integrales Membranprotein der Maurer’s clefts), EXP2 (integrales Membranprotein
der PVM), PV-1 (l6sliches Protein der PV) und Pf Aldolase (l6sliches Protein des Parasiten)
durchgefiihrt (Abb. 10). Als Kontrolle wurden nicht-infizierte Erythrozyten in gleicher Weise
behandelt.
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Abb. 10 Immunologischer Nachweis von Proteinen nach Behandlung der Zellen mit Saponin. Nicht-infizierte
Erythrozyten und Uber Percoll angereicherte spat-infizierte Erythrozyten wurden durch Saponin lysiert und die
Membranfraktion wurde durch differentielle Zentrifugation separiert. Nach der 1D SDS/PAGE wurden die Proteine
mittels Tank-Blot Verfahren auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Nummern 1-3 stellen die jeweiligen
biologischen Replikate dar und es wurde fiir alle Spuren die gleiche Proteinmenge von 10 pg verwendet. Die
primdren Antikdrper wurden 1:600 und die entsprechenden sekunddren Antikdrper wurden 1:10000 eingesetzt. A:
Membranfraktion nicht-infizierter Erythrozyten; B: Membranfraktion spat-infizierter Erythrozyten; C: Fraktion mit
freien Parasiten nach Saponinlyse spat-infizierter Erythrozyten; PfEMP1 - Plasmodium falciparum erythrocyte
membrane protein 1; RAP-1 - rhoptry associated protein-1, PV-1 - parasitophorous vacuole protein-1; MAHRP-1 -
membrane-associated histidine-rich protein-1; EXP2 - exported protein-2. Bei der obere Bande der Pf Aldolase (auch
in A zu finden) handelt es sich um eine Kreuzreaktion.

Das Signal von Bande 3 wurde in allen Spuren detektiert und war in der Fraktion der freien
Parasiten (C) am schwachsten ausgepragt. Das Protein PfEMP-1 ist auf der Oberflache von
infizierten Erythrozyten lokalisiert und wurde folglich nicht in der Membranfraktion von nicht-
infizierten Erythrozyten gefunden. Das Auftreten von PfEMP-1, MAHRP-1, EXP2 und von Bande
3 in der Fraktion freier Parasiten bestatigte die Immunfluoreszenzanalyse (Abb. 9), dass noch
nicht vollstandig lysierte Wirtszellen, und somit auch die jeweiligen Kompartimente der
Markerproteine, in dieser Fraktion vorhanden waren. Im Vergleich zur Membranfraktion spat-
infizierter Erythrozyten wurden bis auf RAP-1 alle weiteren plasmodialen Proteine (MAHRP-1,
EXP2, PV-1 und Pf Aldolase) in den Fraktionen der freien Parasiten angereichert. Dies deutet
einerseits auf geringe Kontaminationen mit Strukturen der Maurer’s clefts und der PVM in der
Membranfraktion hin. Andererseits wurden die intrazelluliren Proteine der Parasiten
weitestgehend eliminiert. Somit wurden die Ergebnisse der Immunfluoreszenzmikroskopie

bestatigt.
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4.3 Optimierung der kationischen 2D Gelelektrophorese

Fir die elektrophoretische Auftrennung der Proteine aus den Membranfraktionen von nicht-
infizierten und infizierten Erythrozyten wurden neben der klassischen IEF/SDS PAGE auch zwei
verschiedene kationische 2D PAGEs verwendet. Der einzige Unterschied beider kationischer
PAGEs ist die Verwendung zweier unterschiedlicher kationischer Detergenzien, 16-BAC und
CTAB. Die ersten Gele mit kationischen Detergenzien wurden nach den Protokollen von
Macfarlane (227) und Hartinger (228) angefertigt und wiesen eine unregelmaRige
Polymerisation der Gellésung auf. Insbesondere daraus resultierte eine sehr schlechte
Trennauflésung (Abb. 11A). Es wurde versucht durch Veranderungen der Verhéltnisse
einzelner Substanzen sowie durch einen Austausch des Laufpuffersystems (nach (229)) diese
Schwachstellen zu kompensieren. Diese Optimierungsversuche brachten nur ein geringfiigig
besseres Polymerisations- und Trennverhalten (Abb. 11B). SchlieBlich konnte ein Protokoll von
Nothwang und Schindler (221) an die Fragestellung dieser Arbeit angepasst und optimiert
werden (Abb. 11C).

16-BAC PAGE

SDS PAGE

Abb. 11: Gelbilder nach Optimierung der 2D 16-BAC/SDS PAGE. Die Gele wurden nach modifizierten Protokollen
(A:(227,228); B: (229); C: (221)) hergestellt. Die Farbung erfolgte entweder mittels Silber (A+B) oder durch Flamingo
Pink (C).

Durch Modifikationen des Protokolls von Nothwang und Schindler (221), wie dem Reduzieren
der Geldicke auf 0,75 mm in der ersten und 1 mm in der zweiten Dimension, dem Weglassen
der zusitzlichen Farbung nach der ersten Dimension und einer alternativen Aquilibrierung
(siehe Material und Methoden) wurde die Qualitdt der Gele sowie deren Auflosung
entscheidend verbessert (Abb. 11C). Mit diesem Protokoll wurde sowohl die Membranfraktion,

als auch die Fraktion mit freien Parasiten in einem ersten Versuch hinsichtlich des
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Proteinbesatzes mittels 2D 16-BAC/SDS PAGE untersucht und miteinander verglichen (Abb.
12). Die aufgetrennten Proteine wurden anschlieBend aus dem Gel isoliert und

massenspektrometrisch analysiert.

Fraktion mit freien Parasiten Membranfraktion
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Ribosom Membran; andere; R';O;t?;;n;
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Rhoptrien;
5% (7) 8% (11)

unbekannt;
7% (4)
andere;
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Abb. 12: Vergleich zweier 2D Gele von Fraktionen nach Saponinlyse. P. falciparum-infizierte Erythrozyten wurden
durch Saponin lysiert und zentrifugiert. Die Proteine der daraus resultierenden Fraktion mit freien Parasiten (links)
sowie die Membranfraktion (rechts) wurden mittels 2D 16-BAC/SDS Gelelektrophorese aufgetrennt und durch
Flamingo Pink angefédrbt. Die Proteinspots wurden isoliert und massenspektrometrisch analysiert. Die oberen

Diagramme zeigen die Verteilung der identifizierten Proteine nach ihrer Herkunft und die unteren Diagramme
geben Auskunft Gber deren Lokalisation und Funktion. Dabei wurden sowohl humane als auch parasitdre Proteine
beriicksichtigt. Zur Verdeutlichung der Unterschiede beider Fraktionen hinsichtlich des Proteinbesatzes sind auf den
Gelen das Markerprotein fir die erythrozytire Plasmamembran (Bande 3, roter Pfeil) sowie Proteine des
erythrozytaren Zytoskeletts (Spektrine und Aktine, griner Pfeil) markiert. Die Zahlen der Teilstlicke zeigen die
jeweils die Menge an zugeordneten Proteinen sowie deren prozentualen Anteil. 16-BAC - Benzyldimethyl-n-
hexadecylammoniumchlorid.
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Nach dem Anreichern sank die Protein-Komplexitdt der Membranfraktion im Vergleich zur
Fraktion freier Parasiten deutlich. Trotz Einsatz gleicher Proteinmengen und gleicher
Bedingungen beim Scannen der Gele unterschieden sich beiden Fraktionen stark, sowohl im
Spotmuster als auch in der Spotintensitat. Offensichtlich wurde die geringere Komplexitat der
Membranfraktion durch das massive Auftreten von Bande 3 und den Proteinen des
Zytoskeletts der Erythrozyten kompensiert. Dies spiegelte sich in den Ergebnissen der
massenspektrometrischen Analyse wieder. Wahrend in der Fraktion mit freien Parasiten 90 %
aller identifizierten Proteine vom Parasiten stammten, war dies in der Membranfraktion nur
fiir 22 % der Proteine der Fall. Damit in Zusammenhang stieg der Anteil an Proteinen mit
unbekannter Funktion in der Fraktion freier Parasiten auf 40 % an, da, im Gegensatz zu den
humanen Proteinen, die Funktion/Lokalisation fiir einen groBen Teil der Proteine von P.
falciparum noch nicht aufgeklart wurde. Beim Betrachten der identifizierten humanen
Proteine wurde der GrofSteil der Membran oder des Zytoskeletts der Erythrozyten zugeordnet.
In der Membranfraktion wurden die starksten Spots als verschiedene Spektrine und Aktine
(Abb. 12, rechts, griner Pfeil) und als das integrale Membranprotein Bande 3 identifiziert (Abb.
12, rechts, roter Pfeil). Im Vergleich dazu waren diese Proteine verhaltnismaRig schwach auf
dem Gel der Fraktion freier Parasiten prasent (Abb. 12, links, roter und griiner Pfeil). Zuséatzlich
wurden ca. ein Drittel der Proteine der Membranfraktion eine Membranlokalisation
zugeordnet, was eine Steigerung des Anteils dieser Proteine um ca. 300 % im Vergleich zur
anderen Fraktion entsprach. Membranproteine oder membran-assoziierte Proteine die einem
bestimmten Kompartiment angehodrten, wurden diesem zugeordnet und tauchen nicht
zusatzlich in der Rubrik ,Membran” auf. Kategorien mit einem Anteil von weniger als 3%
(unter anderen PVM, Nukleus, Endoplasmatisches Retikulum) wurden als ,andere”

zusammengefasst.

4.4 Experimentelle Strategie fiir die proteomische Analyse der erythrozytdren
Plasmamembran

Nachdem die Protokolle sowohl fiir die Isolierung der erythrozytdren Plasmamembran von
spat-infizierten Erythrozyten als auch fir die kationische 2D PAGE optimiert werden konnten,
wurden verschiedene 2D Gelelektrophorese-Techniken hinsichtlich ihrer Trennleistung
miteinander verglichen. Hierfir wurden die Membranen spat-infizierter Erythrozyten
angereichert und aliquotiert. Nach Extraktion der Proteine, wurden diese in gleicher Menge
mit den verschiedenen 2D Gelelektrophorese-Techniken (2D 16-BAC/SDS PAGE, 2D CTAB/SDS
PAGE und 2D IEF/SDS PAGE) aufgetrennt (Abb. 13).
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Abb. 13: Gelbilder verschiedener 2D Gelelektrophoresen zur Auftrennung von Proteinen aus Membranfraktionen
von Erythrozyten infiziert mit P .falciparum. Die erythrozytdre Plasmamembran von infizierten Erythrozyten wurde
durch Saponinlyse und differentielle Zentrifugation angereichert und aliquotiert. Es wurden gleiche Proteinmengen
zur Auftrennung mittels verschiedener 2D Gelelektrophoresen verwendet und die aufgetrennten Proteine wurden
mit Flamingo Pink angefarbt. A: 2D Isoelektrische Fokussierung (IEF)/SDS Gel, Bei der IEF kam ein nicht linearer pH
3-10 Gradient zum Einsatz; B: Benzyldimethyl-n-hexadecylammoniumchlorid (16-BAC)/SDS Gel; C:
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)/SDS Gel. Bei allen SDS Gelelektrophoresen wurden 10%ige Gele
verwendet.

Im direkten Vergleich gegeniber der klassischen IEF/SDS PAGE wurde ungefdhr die doppelte
Anzahl an Proteinspots in den Gelen der kationischen PAGEs nachgewiesen. Die auftretenden
Spots der IEF/SDS PAGE wiesen oft eine perlschnurartige Verteilung auf und der gesamte
obere Rand des Gels wurde mit angefirbt. Dies deutete auf einen unvollstindigen Ubergang
der Proteine aus der ersten Dimension in die zweite Dimension. Beim Vergleich der beiden
kationischen PAGEs untereinander wurde gezeigt, dass ein Grof3teil des Spotmusters identisch
war, jedoch besa das Detergenz CTAB eine hohere Solubilisierungskraft als 16-BAC.
Verschiedene Versuche die IEF/SDS PAGE zu optimieren (z.B. durch Einsatz diverser

Detergenzien) brachten keine Verbesserungen (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurde
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in den nachfolgenden Analysen auf die 2D IEF/SDS PAGE zu verzichtet. SchlieRlich wurde nach
Abschluss dieser Vergleiche die Strategie fiir den Einsatz und die Kombination der
verschiedenen Techniken fiir die proteomischen Analyse der Wirtszellmembran aufgestellt

(Abb. 14).

Einsatz von nicht-infizierten Erythrozyten
oder
stadienspezifische Anreicherungvon P. falciparum-infizierten Erythrozyten

Anreicherung der erythrozytiren Plasmamembran
durch Saponinlyse + vortexen, differentielle Zentrifugation, aliquotieren

v v v

Proteine extrahiert Proteine extrahiert Proteine extrahiert in
in 16-BAC- in CTAB- SDS-Probenpuffer
Probenpuffer fir Probenpuffer fir fur Proteinbestimmung
2D BAC/SDS-PAGE 2D CTAB/SDS-PAGE und weitere Analysen
‘1, ‘1, (Western blot, 1D-SDS-
2D Gele zum direkten Vergleich untereinander PAGE Analysen/Verglei-

(Spotverteilung, Spotintensitat, infiziert vs. nicht-infiziert) che, LC-MALDI TOF/TOF)

v v

massenspektrometrische Analyse isolierter Proben

Abb. 14: Strategie fiir die proteomische Analyse der erythrozytiren Plasmamembran von nicht-infizierten
Erythrozyten und mit P. falciparum-infizierten Erythrozyten. Zur Verifizierung der Daten werden je Probe drei
biologische Replikate unabhangig voneinander nach diesem Schema analysiert.

4.5 Analyse der Membranfraktionen aus spat-infizierten Erythrozyten

Aus den Proben der Membranfraktion, die fir den immunologischen Nachweis eingesetzt
wurden (Abb. 10), wurde von jedem biologischen Replikat je eine 2D 16-BAC/SDS PAGE und
eine 2D CTAB/SDS PAGE durchgefiihrt. Dabei wurde bei jeder PAGE mit 60 pg die gleiche
Menge an Protein eingesetzt. Um einerseits die zwei kationischen 2D Techniken besser
miteinander vergleichen zu konnen und andererseits den Grad der Reproduzierbarkeit
einzuschatzen, wurden einzelne Bereiche der Gele vergréRert nebeneinander dargestellt
(Abb. 15 und Abb. 16). Die dazugehérigen kompletten Gelbilder sind im Anhang (Abb. 33 - Abb.
36) zu finden.
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Abb. 15: Vergleich verschiedener Gelbereiche nach kationischer 2D Gelelektrophoresen von Proben aus nicht-
infizierten Erythrozyten. Exemplarisch wird jeweils ein Gel komplett gezeigt und es ist die Position der vergroRerten
Gelbereiche aus den drei biologischen Replikaten markiert. Die roten Kreise zeigen Bereiche die bei den beiden
Elektrophoresearten (links: 2D 16-BAC/SDS PAGE; rechts: 2D CTAB/SDS PAGE) &dhnlich sind, wahrend die gelben
Kreise auf Unterschiede hindeuten. Die Gele wurden mit Flamingo Pink gefarbt.
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Abb. 16: Vergleich verschiedener Gelbereiche nach kationischer 2D Gelelektrophoresen von Proben aus
infizierten Erythrozyten. Exemplarisch wurde jeweils ein Gel komplett gezeigt und es wurde die Position der
vergroBerten Gelbereiche aus den drei biologischen Replikaten markiert. Die roten Kreise zeigen Bereiche die bei
den beiden Elektrophoresearten (links: 2D 16-BAC/SDS PAGE; rechts: 2D CTAB/SDS PAGE) &hnlich sind, wihrend die
gelben Kreise auf Unterschiede hindeuten. Die Gele wurden mit Flamingo Pink gefarbt.

Bei der Gegeniberstellung einzelner Teilbereiche der zwei kationischen Elektrophoresen fiel
auf, dass der GroRteil des Spotmusters Ubereinstimmte (beispielhaft markiert mit roten
Kreisen). Es gab jedoch auch diverse Unterschiede bei einzelnen Spots in Hinblick auf Intensitat
und Lokalisation auf dem 2D Gel (beispielhaft markiert mit gelben Kreisen). Dabei spielte es
keine Rolle ob die Proben von nicht-infizierten oder infizierten Erythrozyten stammten.
Zusatzlich wurden beim Vergleich der Gele aus den drei Replikaten untereinander keine
signifikanten Unterschiede im Spotmuster festgestellt. Aufgrund dieser offensichtlichen
Reproduzierbarkeit wurde aus den Gelen der zusammengehorigen biologischen Replikate je
ein Mastergel erstellt (Abb. 17 und Abb. 18). Dabei handelt es sich um ein reprasentatives Gel
auf dem alle identifizierten Proteine den jeweiligen Spots zugeordnet wurden. Zusatzlich dazu
wurden Gele mit einer erhéhten Proteinmenge erstellt, um auch wenig abundante Proteine
identifizieren zu konnen, die in den urspriinglichen Gelen zu schwach waren (Gelbilder nicht

gezeigt). Diese Spots wurden in den Mastergelen mit romischen Zahlen versehen.
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Abb. 17: Mastergele der Membranfraktionen aus nicht-infizierten Erythrozyten. Die Mastergele wurden aus drei
biologischen Replikaten erstellt. Die Daten der massenspektrometrischen Analyse der jeweiligen Spotnummern sind
fir A: 2D 16-BAC/SDS Gel in der Tabelle 5 und fiir B: 2D CTAB/SDS Gel in der Tabelle 6 zu finden. Die Gele wurden
mit Flamingo Pink gefarbt.
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Abb. 18: Mastergele der Membranfraktionen aus spat-infizierten Erythrozyten. Die Mastergele wurden aus drei
biologischen Replikaten erstellt. Die Daten der massenspektrometrischen Analyse der jeweiligen Spotnummern sind
fir A: 2D 16-BAC/SDS Gel in der Tabelle 7 und fiir B: 2D CTAB/SDS Gel in der Tabelle 8 zu finden. Die Gele wurden
mit Flamingo Pink gefarbt.
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Im Vergleich zu den Gelen der Membranfraktion von nicht-infizierten Erythrozyten, war das
Spotmuster der Gele von den infizierten Erythrozyten deutlich komplexer und es wurden
folglich mehr Proteine identifiziert. Insgesamt wurden in den Gelen der nicht-infizierten
Erythrozyten 34 (16-BAC) und 54 (CTAB) und in den Gelen der infizierten Erythrozyten 69 (16-
BAC) und 116 (CTAB) verschiedene Proteine identifiziert (Tabelle 5 - Tabelle 8). Dabei gehorten
fast alle der identifizierten humanen Proteine der Membran oder des Zytoskeletts der
Erythrozyten an. Die stdrksten Spotintensitdten lieferten dabei verschiedene Spektrine und
Aktine, sowie das integrale Membranprotein Bande 3. Im Gegensatz dazu wurde in keinem der
Gele das zytosolische Protein Himoglobin gefunden. Die identifizierten plasmodialen Proteine
wurden hinsichtlich ihrer strukturellen Eigenschaften bioinformatisch durch die Algorithmen
TMHMM v. 2.0 (Vorhersage von Transmembrandomanen (TM)), SignalP v. 3.0 (Vorhersage von
Signalpeptiden (SP)) und ExportPred (Vorhersage des Exportsignals (118)) analysiert und die
funktionellen Eigenschaften wurden aus den Datenbanken PlasmoDB und NCBI entnommen

(Abb. 19).

2D-16-BAC/SDS-PAGE 2D-CTAB/SDS-PAGE
69 116 Anzahl Proteinspots
70 130 Anzahl identifizierter Proteine
(25 / 45) (39/91) davon (H.sapiens / P.falciparum)
A 9% (8) ® ohne TM/SP/HTS
. 27%(}2) \ B mit TM; ohne SP/HTS
4% (2) |
% mit TM + SP/HTS
9% (4) 8% (7) ® mit SP; ohne TM/HTS
B M Transkription, Translation

8% (7) 17% (15) B Proteinumsatz

4.5% I4_5%(2) 13% (12)

2% (1) 2% (Z)A H exportierte Proteine
22% (10 —

18% (8) AL
9% (4) 29%

E B Metabolismus
15% (14) 26% (24)
u]

apikale Organellen

(13) 12% (11)

B Merozoitenoberflache

7% (6) W andere
11% (5)
1 unbekannte Funktion

Abb. 19: Prozentuale Verteilung der massenspektrometrisch identifizierten plasmodialen Proteine aus den
Mastergelen von infizierten Erythrozyten (Abb. 18) beziiglich ihrer Struktur sowie Funktion/Lokalisation. A:
Bioinformatische Analyse der strukturellen Besonderheiten durch die Algorithmen TMHMM v. 2.0 (Vorhersage von
Transmembrandomanen (TM)), SignalP v. 3.0 (Vorhersage von Signalpeptiden (SP) und ExportPred (Vorhersage des
Exportsignals (HTS)) (118). B: Einteilung der identifizierten Proteine anhand ihrer Funktion/Lokalisation. Die Zahlen
der Teilstlicke zeigen die jeweils die Menge an zugeordneten Proteinen sowie deren prozentualen Anteil.
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Es wurde etwas mehr als die doppelte Anzahl plasmodialer Proteine auf den Gelen der 2D
CTAB/SDS PAGE identifiziert. Trotzdem war die prozentuale Verteilung der Proteine sowohl bei
den strukturellen als auch bei den funktionellen Eigenschaften bei beiden Techniken sehr
ahnlich. So wiesen zum Beispiel ca. 40 % der Proteine strukturelle Besonderheiten auf
(Abb. 19A). Ein groRer Teil der Proteine (51 % bei 16-BAC, 43 % bei CTAB) wurde funktionell zur
Transkription/Translation und dem Proteinumsatz (z.B. Proteine des Proteasoms) zugeordnet.
Aulerdem gehorten ca. ein Drittel der Proteine zu den apikalen Organellen, der
Merozoitenoberfliche oder werden in die Wirtszelle exportiert. Zu diesen identifizierten
Proteinen die als exportiert annotiert sind gehoérten PF13_0275, PFD0115c, PFI1735c,
MAL7P1.172, PFO7_0008, PF14_0678, PFC0120w, PFI0265c, PFI1445w (Tabelle 7 und Tabelle
8). Im Gegensatz dazu wurde MAHRP-1 zwar in den Membranfraktionen infizierter
Erythrozyten immunologisch nachgewiesen (Abb. 10), jedoch nicht massenspektrometrisch
identifiziert. Um zu kldren, ob das Protein wahrend der zweidimensionalen Auftrennung
verloren ging oder ob es aufgrund der geringen Konzentration nicht massenspektrometrisch
nachweisbar war, wurde ein zusatzliches 2D CTAB/SDS Gel angefertigt. Dieses 2D Gel wurde

anschlieRend durch Antikorper auf das Vorhandensein von MAHRP-1 getestet (Abb. 20).
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Abb. 20: Immunologischer Nachweis von MAHRP-1 auf einem 2D CTAB/SDS Gel infizierter Erythrozyten. Wie bei
den Gelen fir die massenspektrometrische Analyse, wurde eine Proteinmenge von 60 pg verwendet. Nach der
Elektrophorese, wurden die im Gel aufgetrennten Proteine im Tank-Blot Verfahren auf eine PVDF-Membran
transferiert. Der primdre Maus-anti-MAHRP-1 Antikorper wurde 1:600 und der sekundare Kaninchen-anti-Maus
Antikorper wurde 1:10000 eingesetzt. Der gestrichelte Bereich um das MAHRP-1 Signal (schwarzer Pfeil) zeigt den
zugehorigen Ausschnitt des Mastergels aus Abb. 18B. Die roten Kreise weisen auf Spots, welche nicht
massenspektrometrisch identifiziert werden konnten. MAHRP-1 - membrane-associated histidine-rich protein 1.
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Durch den immunologischen Nachweis wurde ausgeschlossen, das MAHRP-1 wahrend der 2D
PAGE verloren ging. Demgegeniiber fiel beim Vergleich mit dem Mastergel auf, dass in dem
Bereich des MAHRP-1 Signales mehrere Proteinspots nicht identifiziert werden konnten (Abb.
20, rote Kreise). Die Signale dieser Spots waren zumeist sehr schwach und deuten somit auf
eine niedrige Proteinkonzentration hin. Diese Konzentration lag offensichtlich unter der

Identifikationsgrenze der hier angewandten Methode.

4.6 Analyse der Membranfraktionen aus spat-infizierten Erythrozyten mittels LC-
MALDI TOF/TOF

Neben dem Ansatz der 2D Gelelektrophorese wurde die 1D SDS PAGE gekoppelt mit einer
HPLC mit anschlieBender LC-MALDI TOF/TOF-Analyse verwendet, um Proteine der
Membranfraktion infizierter Erythrozyten zu identifizieren. Hierfir wurden die Proteine aus
den Proben der drei biologischen Replikate zu gleichen Teilen vermischt und daraus zwei
technische Replikate hergestellt. Nach Auftrennung der Proteine durch die 1D SDS PAGE (10-
15 %iges Gradientengel) und anschliefender Farbung durch kolloidale Coomassie-Losung,

wurden die Gelspuren mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und aufgeteilt (Abb. 21).
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Abb. 21: Gele der 1D SDS PAGE von Membranfraktionen aus nicht-infizierten (A) und infizierten (B) Erythrozyten.
Zur Auftrennung wurde jeweils ein 10-15 %iges Gradientengel verwendet. Die Proben aus drei biologischen
Replikaten wurden zu gleichen Teilen vermischt und es wurden zwei technische Replikate (R1 und R2) erstellt. Die
roten Striche in R1 zeigen exemplarisch die GroRe der isolierten Gelfragmente an, die aus beiden technischen
Replikaten isoliert wurden. Die Gele wurden mit kolloidaler Coomassie-Losung angefarbt.
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Wie schon bei den 2D Gelen (Abb. 17 und Abb. 18), war auch nach der 1D SDS PAGE eine
deutlich héhere Proteinkomplexitdt bei den Proben aus infizierten Erythrozyten erkennbar.
Dementsprechend wurden kleinere Gelfragmente zurechtgeschnitten um eine moglichst
dhnliche Proteinkonzentration zu gewahrleisten. Nach dem Entfarben der Gelfragmente
erfolgte die In-Gel-Spaltung der Proteine. Die anschlieRende HPLC und
massenspektrometrische Analyse wurde von Herrn Thomas Jakoby (Institut fir Experimentelle
Medizin, Systematische Proteomforschung, Prof. Tholey, CAU Kiel) durchgefiihrt. Dabei
wurden in den Proben der nicht-infizierten Erythrozyten 358 humane Proteine und in den
Proben der infizierten Erythrozyten 200 humane sowie 733 plasmodiale Proteine identifiziert.
Wie bei den angefertigten 2D Gelen, konnte der Grofteil aller humanen Proteine zum
Zytoskelett (z.B. Spektrine, Aktine) und zur Membran (z. B. Bande 3, Flotilin) der Erythrozyten
zugeordnet werden. Die Daten der Proteine des Parasiten wurden anschlieend analog zu
Abb. 19 durch Datenbanksuche und verschiedene Algorithmen bioinformatisch ausgewertet
(Abb. 22). Von diesen besalen 67 (9,1 %) ein vorhergesagtes Signalpeptid und 40 (5,5 %) ein

vorhergesagtes Exportsignal (ermittelt durch SignalP 3.0 und ExportPred).
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Abb. 22: Prozentuale Verteilung der massenspektrometrisch identifizierten plasmodialen Proteine der zwei
technischen Replikate (Abb. 21B) beziiglich des Vorhandenseins von Transmembrandomdnen und ihrer
Funktion/Lokalisation. A: Bioinformatische Vorhersage der Anzahl an Transmembrandomanen (TM) durch den
Algorithmus TMHMM v. 2.0. B: Einteilung der identifizierten Proteine anhand ihrer Funktion/Lokalisation. Die
Zahlen der Teilstlicke zeigen die jeweils die Anzahl an zugeordneten Proteinen sowie deren prozentualen Anteil.
Membranproteine oder membran-assoziierte Proteine die einem bestimmten Kompartinnent angehodrten, wurden
diesem zugeordnet und tauchen nicht zusatzlich in den Rubriken exportierte Membranproteine und
Membranproteine auf
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Die Daten der LC-MALDI TOF/TOF Analyse sind auf der beiliegenden CD-ROM gespeichert.
Insgesamt wurden durch den Algorithmus TMHMM v. 2.0 fiir 26 % (191) aller Proteine eine
oder mehrere Transmembrandomanen vorhergesagt. Bei 15 Proteinen, hauptsachlich diverse
Transporter (z. B. Chloroquine resistance transporter, Folat/Biopterin Transporter (putativ),
Multidrug resistance protein 2, V-type H(+)-translocating pyrophosphatase (putative)) waren es
mehr als zehn solcher hydrophoben Domadnen. Bei diesen 191 Proteinen mit
Transmembrandomane wurde zusatzlich bei 30 Proteinen ein Exportsignal und bei 33
Proteinen ein Signalpeptid gefunden. Insgesamt wurden 45 % der identifizierten Proteine
beziglich der Funktion/Lokalisation zu den Rubriken exportierte Proteine, Membranproteine
oder Proteinen unbekannter Funktion bzw. Lokalisation zugeordnet. Als anteilig haufigste
Verunreinigungen traten l6sliche Enzyme (14 %) und Untereinheiten der Ribosomen (10 %)
auf. Diese und andere teils typischen Verunreinigungen wurden auch in den 2D Gel-basierten
Ansatzen gefunden. Unter der Rubrik ,andere” sind Gruppen von Proteinen zusammengefasst
deren Anteil weniger als 4 % betrug. Hierzu gehorten unter anderem Proteine des Zytoskeletts
(1%), der Rhoptrien (1,2%), des Proteasoms (4%), des Nukleus (1,7%), der
Transkription/Translation (3,4 %), sowie Hitzeschockproteine/Chaperone (3 %). SchlieRlich
wurden die identifizierten Proteine der beiden kationischen Elektrophoresen und die der 1D

SDS/LC MSMS Analyse miteinander verglichen und ein Venn Diagramm erstellt (Abb. 23).

1D SDS PAGE/LC-MALDI TOF/TOF

649 43 35 6 |1] 2DCTAB/SDS PAGE

2D 16-BAC/SDS PAGE

Abb. 23 Schnittmengenvergleich der identifizierten plasmodialen Proteine zwischen 2D-16-BAC/SDS-PAGE, 2D-
CTAB/SDS-PAGE und 1D SDS-PAGE/LC-MSMS. Die Zahlen im Venn Diagramm zeigen die Anzahl der zugeordneten
Proteine der jeweiligen Schnittmenge.
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Bis auf ein Protein (PF13_0304, elongation factor 1-alpha) wurden alle Proteine, die in beiden
kationischen Elektrophoresen gefunden wurden, auch mittels LC-MALDI TOF/TOF identifiziert.
Zusétzlich wurden 649 weitere Proteine mittels LC-MALDI TOF/TOF bestimmt. Beim Vergleich
der zwei kationischen Gelelektrophoresen wurden 35 Proteine sowohl mit der 2D 16-BAC/SDS
PAGE als auch mit der 2D CTAB/SDS PAGE gefunden. Im Gegensatz dazu wurden 43 Proteine
nur mit der 2D CTAB/SDS PAGE und 7 Proteine nur in der 2D 16-BAC/SDS PAGE identifiziert.

4.7 Isolierung friiher Ringstadien mittels fluorescence-activated cell sorting (FACS)

Die Membran von frih-infizierten Erythrozyten sollte in gleicher Weise wie die Membran spat-
infizierter Erythrozyten proteomisch analysiert werden. Daflir mussten zunachst die frih-
infizierten Erythrozyten angereichert werden, um Kontaminationen mit Membranen von nicht-
infizierten Erythrozyten moglichst gering zu halten. Wahrend der Zellkultur erfolgt die
Synchronisation auf Ringstadien tber Sorbitol. Diese Methode kann jedoch nur bedingt zur
Anreicherung von Ringstadien verwendet werden, da hier, im Gegensatz zur Anreicherung
spater Stadien Uber Percoll, kein Ausschluss der nicht-infizierten Erythrozyten erfolgt. So
wurde durch die Behandlung mit Sorbitol durchschnittlich eine maximale Parasitimie von
lediglich 20 % erreicht. Diese hohe Kontamination an nicht-infizierter Erythrozyten (80 %) stellt
fir die weiteren Analysen ein groBen Problem dar. So musste nach einer Mdoglichkeit gesucht
werden Ringstadien-infizierte Erythrozyten von nicht-infizierten Erythrozyten zu unterscheiden
und dadurch voneinander trennen zu kénnen. Als Merkmal hierfiir wurde das Vorhandensein
von DNA ausgewahlt. Wahrend humane Erythrozyten in Folge der Erythropoese ihren Zellkern
und damit ihre DNA verlieren, ist in infizierten Erythrozyten DNA des Parasiten vorhanden.
Diese DNA wurde durch den membranpermeablen Farbstoff VDCV markiert und mittels
Durchflusszytometrie, speziell dem FACS, analysiert. In einem ersten Versuch wurde eine

nicht-synchronisierte Kultur mit geringer Parasitimie verwendet (Abb. 24).
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Abb. 24: FACS-Analyse einer nicht-synchronisierten P. falciparum Kultur mit einer Parasitdmie von 3 %. Die Zellen
wurden mit dem Farbstoff Vybrant® DyeCycle™ Violett behandelt und durch ein FACSAria Durchflusszytometer
analysiert. Das Histogramm sowie das Punktdiagramm (FSC-A (forward scatter) zu SSC-A (side scatter) in (A) zeigen
die Verteilung von 100000 analysierten Zellen. Die erneute Analyse der Fenster G1 (B) und G2 (C) erfolgte jeweils
mit 3000 Zellen. Dabei handelte es sich bei (B) um eine Mischkultur aus nicht-infizierten und frih-infizierten
Erythrozyten und bei (C) um ausschlieRlich spat-infizierte Erythrozyten. Die jeweiligen Punktediagramme zeigen die
Verteilung der Zellen anhand ihrer Lichtbrechungseigenschaften. FACS - flucrescence-activated cell sorting.

Dieses Experiment zeigte, dass Anhand der Fluoreszenzanalyse mittels FACS spat-infizierte
Erythrozyten (Abb. 24C) sowohl von nicht-infizierten, als auch von friih-infizierten Erythrozyten
(Abb. 24B) differenziert werden konnten. Zuséatzlich zeigen die Punktdiagramme eine
eindeutige Subpopulation der spéat-infizierten Zellen. Diese wiesen eine signifikant erhohte
Granulitdt (=héherer SSC-A Wert) und eine verringerte ZellgroRe (=kleinerer FSC-A Wert) auf.
Die erneute Analyse der Zellen aus dem Fenster G1 (Abb. 24B) zeigte ein zusatzliches Maxima
und damit verbunden einen erhohten Anteil von frih-infizierten Erythrozyten (ermittelt durch
Giemsa-gefdrbte Ausstriche, Daten nicht gezeigt). Betrachtet man das zugehoérige
Punktediagramm, so konnen hier keine voneinander abgegrenzten Populationen
unterschieden werden. Als nachstes wurde eine auf Ringstadien synchronisierte Kultur mit

hoher Parasitamie analysiert (Abb. 25).
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Abb. 25: FACS-Analyse einer auf Ringstadien synchronisierten P. falciparum Kultur mit einer Parasitamie von
18,5 %. Die Kultur wurde zunachst mittels Sorbitol synchronisiert, anschlieRend mit dem Farbstoff Vybrant®
DyeCycle™ Violett behandelt und durch ein FACSAria Durchflusszytometer analysiert. Es wurden insgesamt 100000
Zellen gemessen. Das Histogramm (A) zeigt die Verteilung der analysierten Zellen anhand ihrer Fluoreszenz. Das
Punktediagramm (B) stellt die Lichtbrechungseigenschaften (FSC-A (forward scatter) zu SSC-A (side scatter) der
Zellen dar. Das zusatzliche Punktediagramm (C) der verschiedenen Fluoreszenzeigenschaften (FL1 und FL8
angegeben mit den zugehdrigen Bandbreiten) schlieRt weitere mogliche Subpopulationen aus. Bei Zellen aus G1
handelte es sich bei um eine Mischkultur aus nicht-infizierten und hauptsachlich frih-infizierten Erythrozyten (blau).
AusschlieBlich spat-infizierte Erythrozyten wurden in G2 gefunden (griin). Alle Zellen die nicht zu G1 oder G2
gehoren, sind in Rot dargestellt. FACS - fluorescence-activated cell sorting.

Mit diesem Versuch konnten die Ergebnisse der Vorversuche bestatigt werden. Zusatzlich war
im Vergleich zur nicht-synchronisierten Kultur mit 3 % Parasitimie (Abb. 24) ein weiteres
Fluoreszenzmaximum sichtbar. Dieses passte zum zusatzlich aufgetretenen Maximum wahrend
der erneuten Analyse im Vorversuch (Abb. 24B) und beinhaltete vorwiegend frih-infizierte
Erythrozyten (ermittelt durch Giemsa-gefarbte Ausstriche, Daten nicht gezeigt). Es wurde
erneut deutlich, dass sich die frih-infizierten Erythrozyten in dem Grad ihrer Granulitdat sowie
ihrer GroRe zwar von spat-infizierten Erythrozyten, jedoch nicht won nicht-infizierten
Erythrozyten unterscheiden. Im Gegensatz dazu konnten jedoch die frih-infizierten

Erythrozyten anhand ihrer Fluoreszenz differenziert und isoliert werden (Abb. 26).
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Abb. 26: Optimierung der FACS-Fenster zur Isolierung von friih-infizierten Erythrozyten. Es wurde die gleiche, auf
Ringstadien synchronisierte, Ausgangskultur mit einer Parasitdmie von 18,5 % aus Abb. 25 verwendet. Diese wurde
zuerst mittels Sorbitol synchronisiert, anschlieBend mit dem Farbstoff Vybrant® DyeCycle™ Violett behandelt und
durch ein FACSAria Durchflusszytometer analysiert. Flr das Sortieren der Zellen wurde das Fenster (G1) in drei
kleiner Fenster (Gla-c) unterteilt. Die Histogramme Gla-c zeigen die Verteilung von jeweils 5000 sortierten Zellen
und die verwendeten Fenster wurden weil} schraffiert. Die zugehorigen Punktediagrammie FSC-A (forward scatter)
zu SSC-A (side scatter) zeigen die Verteilung der Zellen (blau) mit Bezug auf das gesamte Fenster G1. Alle anderen
Zellen die nicht zu G1 gehoren sind rot dargestellt. FACS - fluorescence-activated cell sorting.

Durch das Optimieren der Sortierungsfenster konnte der prozentuale Anteil an isolierten friih-
infizierten Erythrozyten erheblich gesteigert werden. Wahrend die, durch Gla isolierten Zellen
aus ca. 65 % fruh-infizierten Erythrozyten bestanden, betrug der Anteil an frih-infizierten
Erythrozyten in G1b 91 %. Den mit 98 % hochsten Anteil an frih-infizierten Erythrozyten,

wurde in G1c gefunden (ermittelt durch Giemsa-gefarbte Ausstriche, Abb. 27).
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Abb. 27: Giemsa-gefarbter Ausstrich von P. falciparum-infizierten Erythrozyten nach FACS. Ein Teil der isolierten
Zellen aus dem Fenster Gla von Abb. 26 wurden auf einem Objekttrager ausgestrichen und anschlieBend durch
Giemsa-Losung angefarbt. FACS - fluorescence-activated cell sorting.
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Zusatzlich zu diesen Optimierungen wurden die isolierten Zellen hinsichtlich ihrer Viabilitat und
der weiteren Entwicklung Uberprift. Flr die Entwicklung wurde ein kompletter erythrozytarer
Zyklus beobachtet und zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Giemsa-gefarbte Ausstriche

angefertigt (Abb. 28).

o

h

.
My,

FACS-
isolierte
Zellen

-

Abb. 28: Mikroskopische Analyse der Entwicklung von FACS-isolierten Erythrozyten und einer Kontrollkultur.
Zuerst wurde eine Kultur mit 14,5 % Ringstadien und 1 % Trophozoitenstadien von P. falciparum aufgeteilt. Davon
diente ein Teil als unbehandelte Kontrolle (obere Reihe) und ein Teil wurde mit dem Farbstoff Vybrant® DyeCycle™
Violett behandelt und durch ein FACSAria Durchflusszytometer analysiert (untere Reihe). Anschliefend wurden die
Zellen beider Teile unter Standardbedingungen separat kultiviert und es wurden zu den angegebenen Zeitpunkten
Giemsa-gefarbte Ausstriche angefertigt. Die schwarzen Pfeile beim 18h Zeitpunkt zeigen das Auftreten der
Maurer’s clefts. FACS - fluorescence-activated cell sorting.

Die Giemsa-gefarbten Ausstriche aus Abb. 28 zeigen, dass keine signifikanten Unterschiede in
der Entwicklung zwischen unbehandelten Parasiten und durch FACS-isolierte Parasiten zu
erkennen waren. Zum Zeitpunkt 18h war mit 2,5 % die Parasitamie der Kontrollkultur hoher,
als die der isolierten Zellen mit 0,33 %. Dies konnte auf das Vorhandensein von Schizonten in
der Kontrollkultur zuriickgefiihrt werden, welche binnen der ersten Stunden nach Kulturstart
wodurch zusatzliche Parasiten entlassen wurden. Im Gegensatz dazu wurden diese Schizonten
wahrend der FACS-Analyse aussortiert. Obwohl die Parasiten eine etwas langsamere
Entwicklung zeigten, waren in beiden Kulturen nach 6h nur noch Ringstadien vorhanden. Diese
entwickelten sich weiter zu Trophozoiten und etablierten mit den Maurer’s clefts
charakteristische Membranstrukturen innerhalb der Erythrozyten (18h Zeitpunkt, lila Punkte
angedeutet mit schwarzen Pfeilen) (230). Nach 42h wurden in beiden Kulturen sowohl
Schizonten, als auch Ringstadien beobachtet, was auf Reinvasion der Parasiten und damit auf
einen neuen intraerythrozytaren Lebenszyklus hinweist. Zusatzlich wurde die Reinfektionsrate

der Parasiten Uber drei Lebenszyklen kontrolliert (Abb. 29).
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Abb. 29: Kontrolle der Reinfektionsrate von FACS-isolierten Erythrozyten und einer Kontrollkultur. Der Zeitverlauf
zeigt die Vervielfachung der Parasitémie (jeweils relativ zum Startzeitpunkt) einer unbehandelten P. falciparum
Kontrollkultur (A) und einer mit Vybrant® DyeCycle™ Violett behandelten umd durch ein FACSAria
Durchflusszytometer analysierten P. falciparum Kultur (=) Die Parasitdmie aller Zeitpunkte wurde anhand Giemsa-
gefarbter Ausstriche ermittelt. Fir jeden Zeitpunkt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus je drei
biologischen Replikaten dargestellt. FACS - fluorescence-activated cell sorting.

Nach dem ersten Lebenszyklus wurde eine etwas héhere Parasitimie bei der Kontrollkultur
beobachtet. Dies wurde jedoch in den zwei darauffolgenden Zyklen durch die FACS-isolierten
Zellen kompensiert, sodass am Ende der drei Zyklen die Kulturen eine dhnliche Infektionsrate

und damit verbunden eine dhnliche relative Parasitamie aufwiesen.

4.8 Analyse der Membranfraktionen aus friih-infizierten Erythrozyten

Nach dem FACS wurde eine Membranfraktion der frih-infizierten Erythrozyten (98 %), analog
zu den Membranfraktionen von spat-infizierten Erythrozyten, durch Saponinlyse mit
anschlieRender differentieller Zentrifugation angefertigt. Von dieser Probe wurde eine Halfte
in CTAB-Probenpuffer und die andere Halfte in SDS-Probenpuffer zur Proteinbestimmung
aufgenommen (Vergleich Abb. 14). Fur die anschlieRende 2D CTAB/SDS PAGE wurden 60 pg

Protein verwendet (Abb. 30).
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Abb.30: 2D CTAB/SDS Gel der Membranfraktionen aus friih-infizierten Erythrozyten. Die Daten der
massenspektrometrischen Analyse der jeweiligen Spotnummern in der Tabelle 4 zu finden. Das Gel wurde mit
Flamingo Pink gefarbt.

Einerseits war im Vergleich zu den Gelen der spat-infizierten Erythrozyten die Komplexitat der
Probe deutlich geringer, andererseits jedoch etwas hoher als bei den Gelen der nicht-
infizierten Erythrozyten. Zusatzlich zeigten die Mehrzahl der Spots (z. B. Bande 3 (Spot 10) und
Komponenten des Zytoskeletts (Spot 16-21)) eine vergleichbare Verteilung und Intensitat.
Insgesamt wurden 71 Spots isoliert, von denen schlieflich 21 massenspektrometrisch

identifiziert wurden (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Identifizierte Proteine der Spots aus dem 2D CTAB/SDS Gel der friih-infizierten Erythrozyten. MW -
Molekulargewicht in Da.

Spot . e . Uniprot Nr. | Protein | Anzahl | Protein
N Name des identifizierten Proteins (PlasmoDB) MW Peptide | Score
1 Peroxwedo.xm 2, isoform CRA_a AGNIWS 15242 5 118
[Homo sapiens]

2 | Beta-globin [Homo sapiens] C8C504 16101 4 224

3 Putative bgta—actln—llke protein 3 ACTBM 42330 4 79,7
[Homo sapiens]

4 cDNA FLJ57283, highly smﬂarto Actin, BAE3A4 40115 12 401
cytoplasmic 2 [Homo sapiens]

5 | Catalase [Homo sapiens] P04040 59946 20 405
Heat shock protein 70 (HSP70) homologue Q8I12X4

72457 14 1

6 [Plasmodium falciparum 3D7] (PFI10875w) > 08

7 | EPB42 protein [Homo sapiens] Q4KKX0 70096 14 410

8 | EPB41 protein [Homo sapiens] Q4VB86 70246 10 85,2

9 | EPB41 protein [Homo sapiens] QAVBS86 70246 15 199

10 Band 3an|9n transport protein P02730 102012 13 649
[Homo sapiens]

11 Solute carrier family 4., anion exchanger, E2RVIO 102149 12 410
member 1 [Homo sapiens]

12 | RhopH3 [Plasmodium falciparum 3D7] (Eg:\ggggi) 105587 5 101

12 Solute carrier family 4., anion exchanger, E2RVIO 102149 6 100
member 1 [Homo sapiens]

13 | ATP-citrate synthase [Homo sapiens] P53396 121674 16 224
Ring-infected erythrocyte surface antigen P13831

14 [Plasmodium falciparum 3D7] (PFAO110w) 88815 13 270
Ring-infected erythrocyte surface antigen P13831

1 1 17

> [Plasmodium falciparum 3D7] (PFA0110w) 88815 8 0

16 | Ankyrin-1 [Homo sapiens] P16157 207334 19 152

17 | Spectrin, beta, erythrocytic [Homo sapiens] Q59FP5 269042 22 273

18 | Spectrin, beta, erythrocytic [Homo sapiens] B2RMN7 247271 29 456

19 Spectrin bgta chain, erythrocyte P11277 247171 31 537
[Homo sapiens]

20 Spgctrln, alpha, erythrocytic 1 (Elliptocytosis D3DVDS 178905 24 205
2), isoform CRA_c [Homo sapiens]

21 | Ankyrin-1 [Homo sapiens] P16157 207334 23 200
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5 Diskussion

Die Malaria tropica, ausgel6st durch den Parasiten Plasmodium falciparum, ist die schwerste
Form der Malaria und kann einen todlichen Verlauf nehmen. Dabei werden die klinischen
Symptome maRgeblich durch den erythrozytaren Lebenszyklus von P. falciparum bestimmt.
Insbesondere die Modifikationen der Wirtszellmembran durch exportierte Proteine des
Parasiten resultieren in der Anlagerung dieser Zellen an das Endothel der Blutgefidlle, sowie in
der Verklumpung mit weiteren Erythrozyten und Thrombozyten. Infolgedessen treten
lebensbedrohliche Zustande, wie zum Beispiel die Unterversorgung der Organe mit Sauerstoff
auf, welche zum Tod des Patienten flihren kénnen. Es ist daher von entscheidender Bedeutung
diese molekularen Modifikationen der Wirtszelle aufzuklaren. Bisher sind nur wenige der
exportierten Proteine des Parasiten hinsichtlich ihrer Funktion und Lokalisation charakterisiert
worden. In der vorliegenden Arbeit wurde die Membran von Erythrozyten infiziert mit
verschiedenen Stadien von P. falciparum angereichert und isoliert. Danach erfolgte die
Auftrennung der Proteine dieser Membranfraktion mittels verschiedener Gelelektrophorese-
Techniken und schlieRlich wurden die aufgetrennten Proteine massenspektrometrisch

analysiert.

5.1 Oberflaichenmarkierung von P. falciparum-infizierten Erythrozyten

In dieser Arbeit wurde zunachst versucht, die Oberflachenproteine der infizierten Erythrozyten
selektiv mit Fluoreszenzfarbstoffen zu markieren, um diese von den intrazellulédren Proteinen
unterscheiden zu kénnen. Der entscheidende Vorteil dieser Methode ware, dass in spateren
Gel-basierten Analysen die markierten von den nicht-markierten Proteinen einfach anhand
ihrer Fluoreszenz unterschieden und so der Wirtszelloberflache zugeordnet werden kdnnen.
Alle Versuche zur Oberflachenmarkierung fiihrten zu dem Ergebnis, dass die eingesetzten
Farbstoffe nicht nur die Proteine der Wirtzellmembran markierten, sondern auch durch den
Parasiten, ohne dabei das Zytosol der Wirtszelle mit anzufarben, aufgenommen wurden
(Abb. 7 und Abb. 8). Im Gegensatz dazu wurde bei den nicht-infizierten Erythrozyten nur die
Oberflache angefarbt und es kam nicht zu einer Aufnahme der Farbstoffe. Ein moglicher Weg
fir das Passieren der Farbstoffe durch die Wirtszellmembran in das Zellinnere der infizierten
Erythrozyten konnten die NPPs sein. Es wurde mehrfach gezeigt, dass hierdurch die Wirtszelle

nach der Invasion eine erhohte Permeabilitat fiir ein breites Spektrum an Substanzen aufweist
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(60-67). In diesem Zusammenhang wurde sogar bei membran-impermeablen NHS-
Biotinderivaten wurde eine gesteigerte Permeabilitdit im Vergleich zu nicht-infizierten
Erythrozyten nachgewiesen (226,231) und andere Arbeiten haben gezeigt das durch den
Einsatz von Furosemid Teile der NPPs blockiert wurden (64,226,232). Dieser Blockierungseffekt
wurde, auch in Kombination mit Chloroquin, fir die hier verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe
nicht erreicht (Abb. 8). Deshalb musste die Aufnahme der Farbstoffe (iber andere Teile der
NPPs oder (iber alternative Wege erfolgt sein. Die Tatsache, dass selbst bei friihen Ringstadien
die Fluoreszenzfarbstoffe durch den Parasiten aufgenommen wurden (Abb. 7) spricht fiir einen
alternativen Weg, da in diesem frilhen Stadien die NPPs noch nicht ausgebildet sind. Eine
Moglichkeit hierfir konnte ein direkter Tubus zwischen dem Parasiten und der
Wirtszellmembran sein (49,233,234). Unterstitzt wird diese Theorie dadurch, dass das
Wirtszellzytoplasma nicht mit angefarbt wurde. Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die
verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe nicht fir die selektive Oberflichenmarkierung von

infizierten Erythrozyten geeignet sind, da diese auch im Inneren des Parasiten zu finden waren.

5.2 Isolierung und Gel-basierte Analyse der Wirtszellmembran von spat-infizierten
Erythrozyten

Als Alternative zur Oberflachenmarkierung wurde die Membran infizierter Erythrozyten
angereichert und isoliert, um diese spater auf proteomischer Ebene zu analysieren. Im
Gegensatz zu bereits markierten Proteinen, wie es bei der Oberflichenmarkierung der Fall
gewesen ware, ist bei diesem Ansatz eine moglichst geringe Kontamination der Probe (z.B. mit

zytosolischen Proteinen) die Basis fir weiterfihrende Analysen.

5.2.1 Anreicherung spat-infizierter Erythrozyten und Isolierung der
Wirtszellmembran

Sowohl die Synchronisation, als auch die Isolierung der einzelnen erythrozytdren
Entwicklungsstadien von P. falciparum sind ein wichtiger und kritischer Punkt zur Erforschung
des Parasiten. Hierflr wurden innerhalb der letzten 30 Jahre verschiedene Standardprotokolle
entwickelt und so konnte der Parasit in Dauerkulturen gehalten werden. Basierend auf den

vielfdltigen morphologischen Modifikationen der Wirtzelle bei den spaten Parasitenstadien
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sind mit Percoll-Dichtegradienten (214), MACS (magnetic activated cell sorting) (235) oder
Gelafundin (236) mehrere Moglichkeiten zur Synchronisation gegeben, welche auch zur
signifikanten Anreicherung verwendet werden kdnnen. Zur Anreicherung spater Stadien fir
die Isolierung der Wirtszellmembran wurde in dieser Arbeit ein Percoll-Dichtegradient
verwendet. Einerseits bietet diese Methode mit 98 % eine hohere Anreicherung spater Stadien
als mit Gelafundin (ca. 75 %) und andererseits lassen sich, im Gegensatz zu MACS, grolie
Mengen an Zellen schnell und kostengiinstig separieren. AnschlieRend wurden durch die
Kombination aus Saponinlyse und mechanischem Stress durch vortexen die Zellen lysiert und
durch die darauffolgende differentielle Zentrifugation in eine Membranfraktion und eine
Fraktion mit freien Parasiten separiert. Die Lyse durch Saponin wurde schon in den frihen
achtziger Jahren verwendet, um Schizonten von der Wirtszelle zu isolieren (237). Sowohl die
Immunfluoreszenzmikroskopie (Abb.9) als auch der immunologische Nachweis von
verschiedenen Markerproteinen (Abb. 10) bestatigten die Anreicherung der Wirtzellmembran
in der Membranfraktion. Darlber hinaus wurde gezeigt, dass die Fraktion noch wenige
Fragmente der PVM/TVN beinhaltete. Es ist bekannt, dass das PVM/TVN mehrere
Ausstllpungen in Form von Kringeln und Wirbeln ausbildet (69,238). Wahrscheinlich sind
Fragmente dieser Ausstllpungen wahrend der Prdparation der Membranfraktion mit der
Membranhiille der Erythrozyten in Kontakt getreten und dadurch zuriickgeblieben. Unterstitzt
wird diese Theorie durch die Immunfluoreszenz, bei der die gelegentlich auftretenden Signale
von EXP2 immer punktuell an der Wirtszellmembran zu finden waren. Der immunologische
Nachweis von MAHRP-1 deutet auf eine geringe Kontamination der Membranfraktion mit den
Maurer’s clefts hin. Der Grund fiir das Vorhandensein der Maurer’s clefts konnte sein, dass
diese Strukturen mit der Membran oder dem Zytoskelett der Wirtszelle interagieren. In diesem
Zusammenhang wurde postuliert, dass die Maurer’s clefts Uber tubuldre Strukturen den
Kontakt zur Wirtszellmembran halten (73,74). Insgesamt gesehen wurde erfolgreich eine
Methode zur Anreicherung und Isolierung der Membran spat-infizierter Erythrozyten
erarbeitet und damit der Grundstein fiir die proteomische Analyse dieses Kompartiments

gelegt.
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5.2.2 Optimierung der kationischen 2D PAGE und Gel-basierte Analyse der
Membranfraktion spat-infizierter Erythrozyten

Nach der erfolgreichen Anreicherung der Wirtszellmembran stellte sich die Frage, wie die
Proteine dieser Fraktion weiter analysiert werden. Als Standardtechniken fiir die Gel-basierte
Auftrennung von Proteingemischen hat sich vor allem die 1D SDS PAGE und die 2D IEF/SDS
PAGE in den letzten Jahrzehnten etabliert. Jedoch sind beide Methoden zur Proteintrennung
fir die vorliegende Fragestellung unzureichend. Wahrend die 1D SDS PAGE stark in der
Auflésung begrenzt ist, besitzt insbesondere die klassische 2D PAGE signifikante Limitationen
hinsichtlich der Analyse von Membranproteinen. Diese werden oft aufgrund ihrer stark
hydrophoben Domé&nen nur unzureichend dargestellt (209-211). Einerseits dirfen keine
anionischen oder kationischen Detergenzien verwendet werden und andererseits prazipitieren
solche Proteine oft beim Erreichen ihres isoelektrischen Punktes. Zusatzlich ist damit ein
unzureichender Ubergang von der ersten in die zweite Dimension vorhanden (239,240). Um
dies zu umgehen, wurden Versuche mit einer 2D SDS/SDS PAGE mit unterschiedlichen
Acrylamidkonzentrationen sowie der Zugabe von Harnstoff in einer Dimension durchgefiihrt
(241). Diese 2D PAGE besitzt Limitierungen in der Auflésung und so wurde fiir die Darstellung
des Membranproteoms von nicht-infizierten- und infizierten Erythrozyten nach einer
alternativen gelbasierenden 2D Methode gesucht. Besonders geeignet hierfiir schien der
Wechsel von einem kationischen zu einem anionischen Detergenz zwischen den zwei
Dimensionen zu sein (242-245). Zusatzlich zur Carbamidomethylierung der Cysteinreste der
Proteine nach der ersten Dimension, besitzen die Gele beider Dimensionen eine
unterschiedliche Gesamt-Acrylamidkonzentration und es erfolgt ein Wechsel von der
Harnstoff-haltigen ersten Dimension zur Harnstoff-freien zweiten Dimension. Diese Faktoren
beeinflussen die Mobilitdtseigenschaften der zu trennenden Proteine und tragen so zu einer
erhohten Auflosung bei. So wird das Bindungsverhalten von SDS an Proteine durch das
Vorhandensein von Harnstoff beeinflusst und die unterschiedliche Acrylamidkonzentration
verandert insbesondere die Laufeigenschaften hydrophober Proteine (241,246). Im Rahmen
dieser Arbeit wurde sowohl die 2D 16-BAC/SDS PAGE als auch die 2D CTAB/SDS PAGE
verwendet. Fir beide Elektrophoresen wurde durch verschiedene Modifikationen von bereits
publizierten Arbeiten ein Protokoll fiir die kationische 2D PAGE mit guter Auflosung erarbeitet
(Abb. 11). Die ersten kationischen 2D Gele der Membranfraktion zeigten eine deutliche
Anreicherung des integralen Membranproteins Bande 3 sowie verschiedener Komponenten
des Zytoskeletts der Erythrozyten im Vergleich zur Fraktion freier Parasiten (Abb. 12). Dabei
war zu erwarten, dass in der Membranfraktion auch Komponenten des Zytoskeletts

angereichert wurden, da speziell in Erythrozyten dieses an vielen Stellen eng miteinander mit
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der Membran verknipft ist (152-157). Der direkte Vergleich beider kationischer PAGEs mit der
klassischen 2D IEF/SDS PAGE zeigte deutlich, dass diese fir die Analyse der Membranfraktion
besser geeignet waren, da hier mehr als doppelt so viele Proteine identifiziert werden
konnten. AuBerdem war bei der 2D IEF/SDS PAGE teils eine Perlschnur-artige Verteilung der
Proteine entlang des pH-Gradienten zu erkennen. Es ist bekannt, dass diese haufig bei
Membranproteinen oder beim Vorhandensein von mehreren ,conformers” und Isoformen
eines Proteins auftreten (247). Unter ,conformers“ werden Molekiile bezeichnet die trotz
identischer Sequenz und Masse unterschiedlich geladene Gruppen auf der Oberflache
prasentieren (247,248). Insbesondere die Komponenten des Zytoskeletts der Erythrozyten
(Bande 4.1, Bande 4.9, Spektrin, Ankyrin) besitzen mehrere Isoformen, wodurch verschiedene
Bereiche der 2D Gele maskiert wurden. Zusatzlich war der gesamte obere Rand der Gele
angefirbt, was auf einen unvollstindigen Ubergang der Proteine aus der ersten Dimension in
die zweite Dimension deutet und eine malige Reproduzierbarkeit mit sich zog. Diese Nachteile
traten nicht bei den Gelen der kationischen 2D PAGE auf. Zum einen war der obere Rand der
Gele frei von Farbsignalen und zum anderen zeigte das Nachfarben des Gelstreifens der ersten
Dimension keinerlei Rickstdnde an Proteinen (Daten nicht gezeigt). Somit kann davon
ausgegangen werden, dass samtliche Proteine von der ersten in die zweite Dimension
transferiert wurden. Dariber hinaus erfolgte die Trennung bei der kationischen PAGE in
beiden Dimensionen unabhdngig vom pl nach der Masse der Proteine und es traten keine
Perlschnur-artigen Verteilungen von Proteinen auf. Beim Vergleich der Gele der jeweiligen
biologischen Replikate wurde sowohl bei der 2D 16-BAC/SDS PAGE, als auch bei der 2D
CTAB/SDS PAGE eine sehr hohe Reproduzierbarkeit erreicht und es wurden Proteine in einem
grolem Spektrum (14-281 kDa, pl 4,3-10,5) aufgetrennt. Aufgrund dieser Vorteile der
kationischen PAGEs, wurde die 2D IEF/SDS PAGE nicht zur weiteren Analyse der
Membranfraktion von infizierten Erythrozyten verwendet. Beim Vergleich der beiden
kationischen 2D PAGEs untereinander wurden die Ergebnisse von Yamaguchi et. al. bestatigt,
dass im Vergleich zu 16-BAC das Detergenz CTAB eine hdhere Solubilisierungskraft besitzt
(Vergleich Abb. 18 z.B. Spot XVI der 2D-16-BAC/SDS-PAGE zu Spot 51 der 2D-CTAB/SDS-PAGE)
(245). Bei der naheren Betrachtung der Mastergele (Abb. 17 und Abb. 18) sowie der
zugehorigen vergroRerten Teilbereiche (Abb. 15 und Abb. 16) wird deutlich, dass viele der
aufgetrennten Proteine eine dhnliche Mobilitdt in beiden Dimensionen aufwiesen (z. B. Spots
5, 13, 19, 20 der 2D 16-BAC/SDS PAGE). Insbesondere wird dies am charakteristischen
Laufverhalten von PFO7_0008 (exportiertes Protein mit unbekannter Funktion, Spot 12 in der
2D 16-BAC/SDS-PAGE und Spot 22 in der 2D CTAB/SDS-PAGE) deutlich. Im Gegensatz dazu

zeigten andere Proteine in beiden kationischen PAGEs geringfligig unterschiedliche
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Mobilitdten und Bereiche auf den Gelen wurden divergent aufgel6st (Abb. 16, gelbe Kreise). In
Folge dessen erganzten sich beide Elektrophoresen gegenseitig bei der Darstellung der
Proteine der Probe. Ein mdglicher Grund hierfiir konnte die Beobachtung von Yamaguchi et. al.
sein, dass stark basische Proteine besonders in der 16-BAC-PAGE langsamer liefen, als andere

Proteine mit gleichem Molekulargewicht (244,245).

5.2.3 Identifizierte plasmodiale Proteine aus den Gelen spat-infizierter Erythrozyten

Proteine des hochmolekularen Rhoptrienkomplex

Im Gegensatz zu allen anderen getesteten |6slichen Proteinen, wurde im immunologischen
Nachweis RAP-1 in der Membranfraktion angereichert. Damit Ubereinstimmend wurden
mehrere Proteine der Rhoptrien (RhopH1/H2/H3, RAP-1, RAP-2 und RAP-3) in Teils sehr hoher
Menge in den 2D Gelen der spat-infizierten Erythrozyten gefunden. Bei den Rhoptrien handelt
es sich um apikale Organellen der Merozoiten, deren Inhalt wahrend der Invasion in die
Wirtszelle sezerniert wird (44). Sowohl im Anschluss der Sezernierung, als auch im weiteren
Verlauf der Entwicklung des Parasiten werden die Lokalisation und die Funktion dieser
Rhoptrien-Proteine teils kontrovers diskutiert. Die Proteine RhopH1-3 wurden bisher sowohl in
der PVM als auch im Zytosol und der Membran der Wirtszelle gefunden und bilden einen
hochmolekularen Komplex dessen genaue Funktion noch unbekannt ist (249-252). Es wird
angenommen, dass dieser Komplex an den Verdnderungen der Wirtszelle beteiligt ist (253).
Das Protein RhopH1 wird durch die CLAG-Familie (cytoadherence-linked asexual gene) kodiert,
welche aus den Mitgliedern CLAG 2 (PFB0935w), CLAG 3.1 (PFC0120w), CLAG 3.2 (PFCO110w),
CLAG 8 (MAL7P1.229) und CLAG 9 (PFI1730w) besteht (254-257). Dariiber hinaus wurde
gezeigt, dass jeder RhopH-Komplex immer nur eines dieser Genprodukte enthalt (256,258). In
den Gelen der kationischen PAGE wurden die Produkte von CLAG 3.1 und CLAG 9 identifiziert.
Durch die Trypsinbehandlung infizierter Erythrozyten fanden Goel et. al. heraus, dass CLAG 9 in
der Wirtszellmembran eingelagert wird und eine Rolle beim PfEMP1 Transport besitzt (252).
Fir die beiden CLAG 3 Produkte wurde kirzlich durch gene silencing gezeigt, dass diese
wahrscheinlich am Wachstum und Entwicklung des Parasiten beteiligt sind (250). Versuche,
den Genlokus von RhopH3 bei liberlebensfihigen intraerythrozytaren Parasiten zu zerstoren
scheiterten, wodurch diese Hypothese, dass der RhopH-Komplex essentiell fir das Wachstum

des Parasiten ist, unterstitzt wird (259). Daneben deuten die Ergebnisse anderer Gruppen
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darauf hin, dass der RhopH-Komplex an der zytosolischen Seite der Wirtszellmembran bindet
(260,261). Dies erklart, weshalb die Komponenten des RhopH-Komplexes in den 2D Gelen der

Membranfraktion von spat-infizierten Erythrozyten angereichert wurden.

Proteine des niedermolekularen Rhoptrienkomplex

Die in den 2D Gelen identifizierten Proteine RAP-1-3 bilden den niedermolekularen Rhoptrien-
Komplex und, dhnlich dem RhopH-Komplex, ist auch hier die genaue Funktion und Lokalisation
nicht genau aufgeklart (262,263). Sowohl fiir RAP-1 als auch fiir RAP-2 wurde die Bindung an
die Oberflache von Erythrozyten gezeigt (264-266). Dariiber hinaus wird fir RAP-2 eine
entscheidende Rolle in der Sequestrierung von nicht-infizierten und frih-infizierten
Erythrozyten an Endothelzellen vermutet (267). Obgleich nicht weniger bedeutend, wurde
RAP-3 als letztes naher untersucht und erst 2002 das codierende Gen identifiziert (268).
Kirzlich wurden eindeutige Hinweise auf die mogliche Funktion von RAP-3 bei der Erkennung
und Invasion von Erythrozyten gefunden (266). In dieser Studie wurde gezeigt, dass Molekile
auf der Erythrozytenoberflache durch anti-RAP-3 Antikdrper erkannt werden. Dabei verlief der
Erkennungsprozess in Abhangigkeit zur Parasitdimie und fihrte zur Phagozytose oder Lyse der
markierten Zelle. SchlieRlich wurden durch den Einsatz von Bindungsassays zwei konservierte
Regionen kartiert, Gber die RAP-3 mit Oberflaichenmolekiilen von Erthrozyten interagiert (269).
Im Hinblick auf die Lokalisation wurde RAP-3 bisher nur in lipid rafts von Schizonten gefunden
(198,270) und das Vorhandensein in den generierten 2D Gelen dieser Arbeit konnte ein erster

Hinweis zu weiteren Funktionen wie der Wirtszellmodifikation sein.

Proteine der Maurer’s clefts

In den 2D Gelen wurden mehrere Proteine identifiziert, die den Maurer’s clefts zugeordnet
wurden. Wie oben erwdhnt, konnte das Vorhandensein der Maurer’s clefts durch die
Interaktion Uber tubuldre Strukturen mit der Membran oder dem Zytoskelett der Wirtszelle
begriindet sein (73,74). Unterstitzt wird diese Hypothese durch das Auftreten von PFE0065w
(SBP1, skeleton-binding protein 1) in den 2D Gelen. Mehrere Hinweise deuten auf eine
Interaktion von SBP1 sowohl mit tubuldren Strukturen als auch dem Zytoskelett der
Erythrozyten (129,184) und es wird eine Rolle im Transport von PfEMP1 angenommen
(182,183). Zusatzlich wurde das Protein PF11_0281 (protein phosphatase 1) identifiziert,

welches den Phosphorylierungszustand von SPB1 modifiziert und eines ersten fir den
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Parasiten essentiellen Enzyme der Maurer’s clefts darstellt (187). Genauso kritisch fiir den
Parasiten ist das in dem Gel der 2D CTAB/SDS PAGE gefundene PFI1735c (REX1). Das Protein
interagiert mit der zytoplasmatischen Seite der Maurer’s clefts (179,180) und Studien mit
Deletionsmutanten fiihrten zu einer erheblich gestorten Ausbildung der knobs (271). Dies
konnte ein Indiz dafiir sein, dass REX1 bei der Weiterleitung von Proteinen zu den knobs eine
wichtige Rolle spielt. Ein weiteres identifiziertes Protein MAL7P1.172 ist im Lumen der
Maurer’s clefts lokalisiert. Die genaue Funktion ist bisher nicht bekannt, aber erste Hinweise
deuten auf eine Funktion im PfEMP1 Transport hin. Versuche mit MAL7P1.172-defizienten
Parasiten haben gezeigt, dass PfEMP1 zwar zu den Maurer’s clefts transportiert wurde, jedoch
nur in sehr geringem Male an die Wirtszelloberflache gelangte (272). MAHRP-1 ist ebenfalls
am Transport von PfEMP1 beteiligt und wurde sowohl in der 1D SDS PAGE (Abb. 10) als auch in
der 2D CTAB/SDS PAGE (Abb. 20) immunologisch nachgewiesen. Im Gegensatz zu den bisher
genannten Proteinen war es nicht moglich, MAHRP-1 massenspektrometrisch zu identifizieren.
Durch den immunologischen Nachweis im 2D Gel wurde ausgeschlossen, dass MAHRP-1
wahrend der Vorbereitung und Durchfiihrung der Elektrophoresen verloren ging. Ein Grund fir
die fehlende Identifizierung kénnte eine zu geringe Proteinkonzentration von MAHRP-1 in den
2D Gelen sein. Damit im Zusammenhang waren im Bereich des positiven MAHRP-1 Signals auf
den Mastergelen mehrere nicht identifizierte Spots mit schwacher Intensitat vorhanden (Abb.
20). Unterstutzt wird dies durch die ebenfalls schwache Intensitdt der in den 2D Gelen
identifizierten Maurer’s clefts Proteine. Diese geringe Proteinkonzentration kdnnte auch der
Grund sein, weshalb keine weiteren Maurer’s clefts Proteine wie Vertreter der PfMC-2TM
(Plasmodium falciparum two transmembrane Maurer’s cleft) Proteinfamilie identifiziert

werden konnten.

Hitzeschockproteine / Chaperone

Mit PF14_0359 wurde ein Vertreter der HSP40 Familie identifiziert, deren Mitglieder generell
als Ko-Chaperone fir HSP70 fungieren und so deren Aktivitdit modulieren (273). Diese
Chaperone sind in vielfiltige Prozesse wie der Faltung, der Translokation und Degradation von
Proteinen sowie in der Signaltransduktion involviert (274). Die Proteingruppe HSP40 umfasst
43 Mitglieder und PF14_0359 ist eins von nur 2 Vertretern der Typ | HSP40 (275). Obwohl das
Protein kein bekanntes Exportsignal besitzt, deuten interessanterweise proteomische
Untersuchungen von Florens et. al. auf eine Lokalisation in der Membran infizierter
Erythrozyten hin (194,207). Diese Daten stehen im Einklang mit den Ergebnissen der

vorliegenden Arbeit, dass PF14_0359 in den 2D Gelen der Membranfraktion infizierter
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Erythrozyten identifiziert wurde. Zusatzlich wurden mit PFIO875w und PFO8 0054 zwei der
sechs Vertreter der HSP70 Familie identifiziert die potentiell mit PF14 0359 interagieren
konnten. PFO8 0054 wurde durch proteomische Studien in den Maurer’s clefts und der PV
gefunden und es wurde eine Interaktion mit PF14 0359 postuliert (202,205,276,277). Im
Gegensatz zu dem schwachen Signal von PF14_0359 auf den 2D Gelen, waren die Signale der
beiden Vertreter der HSP70 Familie deutlich starker ausgepragt. Dies deutet auf eine
Anreicherung in der Membranfraktion und damit auf den Export sowie der Interaktion mit

Strukturen der Wirtszelle dieser HSP70 Proteine hin.

Proteine des PTEX-Translokon

Beim PTEX-Translokon handelt es sich um einen moglichen Transporter in der PVM, der aus
den finf Komponenten EXP2, PTEX150, PTEX88, HSP101 und Trx2 besteht (131,138). Dabei
bildet EXP2 durch Oligomerisierung einen Kanal in der PVM. In den 2D Gelen der infizierten
Erythrozyten wurden mit PF11_0067 (PTEX88), PF14_0678 (EXP2) und PF11_0175 (HSP101)
drei dieser Komponenten identifiziert. EXP2 wurde sowohl in der Immunfluoreszenz (Abb. 9),
als auch im immunologischen Nachweis als Markerprotein fir das PVM/TVN eingesetzt. Es
wurde gezeigt, dass nach der Saponinlyse noch vereinzelt Fragmente dieses Netzwerkes
innerhalb der Membranhille der Wirtszelle zu finden waren. Auch im immunologischen
Nachweis war eine deutliche Reduktion des EXP2 Signals sichtbar. In Folge dessen waren auch
die identifizierten Proteine nur schwach vertreten und das Vorhandensein der zwei restlichen

Komponenten ist wahrscheinlich.

Proteine der Ribosomen und des Proteasoms

Mit 51 % bei der 2D 16-BAC PAGE und 43 % bei der 2D CTAB SDS/PAGE wurde ein groRer Teil
der identifizierten Proteine funktional zur Transkription/Translation und dem Proteinumsatz
zugeordnet. Dabei handelte es sich hauptsachlich um verschiedenste Untereinheiten der
Ribosomen und des Proteasoms. Nicht zuletzt aufgrund der hohen Kopienanzahl innerhalb der
Zelle zahlen diese Proteine zu den ,klassichen Kontaminationen” in proteomischen Studien
(202,278). Da in der Immunfluoreszenz der Membranfraktion keine intakten Parasiten
erkennbar waren, lysierten offensichtlich ein Teil der Parasiten wahrend der Praparation.
Wabhrscheinlich sind dadurch intrazelluldre Bestandteile der Parasiten (z.B. Ribosomen) in der
Wirtszelle zuriickgeblieben und konnten nicht ausreichend entfernt werden. Griinde hierfiir

konnte ein rapides WiederverschlieRen (,resealing”) der Erythrozytenhiille oder die Formation
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von winzigen Vesikeln aus Fragmenten der Wirtszellmembran sein (279,280). Das Einbringen
von stringenten Waschschritten und das Verandern der lonenstarke (z.B. durch Karbonat- und
Hochsalzlésungen) konnten das rapide WiederverschlieBen verhindern und so
Kontaminationen verringern. Dabei besteht jedoch auch die Gefahr, gewlinschte Proteine, die
in wenigen Kopien vorliegen oder nur schwach mit dem Zytoskelett und der Membran der
Wirtszelle interagieren, zu verlieren. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit auf solche

Zusatzschritte verzichtet.

Weitere identifizierte Proteine

Zusétzlich zu den oben aufgefiihrten Proteinen wurden mit PF13_0065 (vacuolar ATP synthase
catalytic subunit a) und PFD0305c (vacuolar ATP synthase subunit b) zwei Untereinheiten eines
der ersten beschriebenen Proteine gefunden, welches als funktionierendes Enzym in die
Membran der Wirtszelle eingelagert wird (281). Das Protein PFD1170c wurde nur in den Gelen
der 2D CTAB PAGE gefunden und wurde in einer friheren allgemeinen Proteomanalyse
identifiziert (194). Weiterfiihrende Experimente mit Deletionsmutanten zeigte, dass PFD1170c
essentiell fiir die Ausbildung der knobs ist somit die Virulenz direkt beeinflusst (44). SchlieBlich
wurden mit PFO7_0007, PF10_0138, MAL13P1.237, PF14_0191, PF13_0192, PFO8_0091 sechs
hoch-konservierte Proteine unbekannter Funktion und mit PF13_0275, PFO7_0008, PFD0115c,
PFA0630c, PFO8 0137 filinf als exportiert annotierte Proteine ebenfalls mit unbekannter
Funktion identifiziert. Insgesamt fiir sieben dieser 11 Proteine wurde mindestens eine
Transmembrandomane vorhergesagt und kdnnten somit in die Membran der Maurer’s clefts,
dem PVM/TVN oder der Wirtszelle eingelagert sein. Wobei die schwachen Signale von
PFO7_0007, PF13_0192, PFD0115c und PFA0630c eher fiir eine Lokalisation in den Maurer’s
clefts oder der PVM sprechen, da die bereits identifizierten Proteine dieser subzelluldren
Strukturen eine dhnliche Intensitdt in den 2D Gelen aufwiesen. Zusatzlich zu dem
Vorhandensein von Transmembrandomanen, wurde bei drei dieser Proteine ein Exportsignal
vorhergesagt. Dabei ist PF13_0275 mit zwei Transmembrandomanen und einem Exportsignal
besonders interessant, da dieses 33 kDa groRRe Protein mit einem verhaltnismaRig stark
ausgepragtes Signal auf den 2D Gelen vertreten war (2D 16-BAC/SDS PAGE - Spot 5; 2D
CTAB/SDS PAGE - Spot 13). Diese Tatsache spricht eher flr eine Lokalisation des Proteins in der
Wirtszellmembran. Bisher ist die Lokalisation von PF13_0275 unbekannt und proteomische
Daten weisen auf eine Translation des Proteins liber den gesamten asexuellen Zyklus hin (272).
Im gleichen Male interessant ist das bisher nicht charakterisierte Protein PFO7_0008, das ein

charakteristisches Laufverhalten in den Gelen beider 2D PAGEs (2D 16-BAC/SDS PAGE - Spot
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12; 2D CTAB/SDS PAGE - Spot 22)  zeigte. Dieses Protein besitzt neben einer
Transmembrandomane keine weiteren vorhergesagten Besonderheiten in der Struktur und
das Laufverhalten konnte durch posttranslationale Modifikationen (z.B. Glykosilierung) bedingt
sein. Insgesamt gesehen wurden durch den Einsatz der 2D kationischen PAGE in Kombination
mit MALDI TOF/TOF einige Proteine identifiziert, von denen postuliert wird, dass sie mit dem
Zytoskelett oder der Membran der Wirtszelle interagieren. Darunter befanden sich auch
Proteine unterschiedlicher Kompartimente wie den Rhoptrien und den Maurer’s clefts. Die
untersuchte Membranfraktion der infizierten Erythrozyten beinhaltete noch wenige
Fragmente des PVM/TVN, welche offensichtlich wahrend der Praparation mit der
Wirtszellmembran in Kontakt gerieten und deshalb nicht entfernt werden konnten. Dariiber
hinaus wurden 11 Proteine identifiziert, deren Funktion als auch Lokalisation bisher unbekannt
ist. Diese Proteine konnten wichtige Funktionen bei der Modifikation der der Wirtszelle
austben und sollten in weiterflihrenden Experimenten analysiert und charakterisiert werden.
SchlieRlich wurde aus den Ergebnissen der Massenspektrometrie der kationischen 2D PAGEs

sowie den angegebenen Quellen ein hypothetisches Model erstellt (Abb. 31).
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5.3 LC-MALDI TOF/TOF Analyse der Membranfraktion von spat-infizierten
Erythrozyten

Bei der LC-MALDI TOF/TOF Analyse erfolgte zunidchst eine grobe Auftrennung des
Proteingemisches durch eine 1D SDS PAGE (Abb. 21). Die komplette Spur wurde fragmentiert,
die Proteine der einzelnen Fragmente proteolytisch gespalten und die resultierenden Peptide
mittels LC aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Peptide massenspektrometrisch analysiert.
Eine dhnliche Herangehensweise wurde schon durch andere Gruppen fir die proteomische
Analyse von Membranfraktionen verwendet (283-285) Bei dieser Methode zeigte sich der
Vorteil, dass anders als bei der 2D PAGE, das gesamte Gel massenspektrometrisch untersucht
wurde und die Anzahl der isolierten Proben nicht auf die Sensitivitdit der Proteinfarbung
basierte (286). Dies spiegelte sich in der Anzahl der identifizierten Proteine wieder. Aus dem
Venn-Diagramm wird ersichtlich, dass durch die 1D SDS PAGE/LC-MALDI TOF/TOF Methode
ungefdhr die zehnfache Menge an plasmodialen Proteinen gegeniiber den 2D PAGE Ansédtzen
identifiziert wurden. Somit bekommt man einen deutlich groReren Einblick in den
Proteingehalt der Probe. Damit im Zusammenhang wurden alle bisher beschriebenen
Bestandteile des PTEX Translokons und zusatzlich 15 Membranproteine mit mehr als 10
Transmembrandomanen mittels LC-MALDI TOF/TOF identifiziert, welche nicht auf den Gelen
der 2D PAGE nachweisbar waren. Dabei handelte es sich neben bereits beschriebenen
Transportern, wie dem Hexosetransporter (PFB0210c, (287)) bei der Haélfte dieser
Transmembranproteine um verschiedene mutmalliche Transporter (PF11_0310, PFA0245w,
PF11_0172, PF14_0541, PFEO785c, PFI0720w, PFLO420w) deren Lokalisation bisher unbekannt
ist. Neben wenig abundanten Zielproteinen, wurden jedoch auch Verunreinigungen
identifiziert, die hochstwahrscheinlich Aufgrund ihrer geringen Konzentration nicht in den
Gelen der 2D PAGEs isoliert und identifiziert wurden. Ein Beispiel flir solch eine Verunreinigung
ist der in der Membran der Nahrungsvakuole befindliche Chloroquintransporter (MAL7P1.27)
(288,289). Ein weiterer groBer Nachteil der LC-MALDI TOF/TOF Methode ist die fehlende
visuelle Quantifizierung der Proteinmenge. Im Gegensatz zur 2D PAGE (Abb. 12), bei der das
Expressionsniveau der Proteine mit deren Spotintensitat auf den Gelen korreliert, kann bei der
LC-MALDI TOF/TOF Methode beim Vergleich verschiedener Fraktionen keine direkte Aussage
Uber die Anreicherung einzelner Proteine getroffen werden. Aus diesem Grund lag der Fokus

dieser Arbeit auf den Gel-basierten Anwendungen.
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5.4 Isolierung und Gel-basierte Analyse der Wirtszellmembran von friih-infizierten
Erythrozyten

Die Anreicherung spater Stadien stellt aufgrund der Modifikation der Wirtszelle kein Problem
dar. Zum einen fiihren Veranderungen der Wirtszelloberfliche, z.B. durch knobs, zu
veranderten Sedimentationseigenschaften und zum anderen kann durch die Akkumulation von
Eisen im Hamozoin eine magnetische Separation durchgefiihrt werden. In friih-infizierten
Erythrozyten ist weder Himozoin vorhanden, noch ist die Modifikation der Wirtszelloberflache
schon so weit vorangeschritten, um die Sedimentationseigenschaften im Vergleich zu nicht-
infizierten Erythrozyten signifikant zu verdndern. Als Folge dessen sind die friih-infizierten
Erythrozyten kaum von den nicht-infizierten Erythrozyten zu unterscheiden und zu isolieren.
Lediglich durch Lyse der spat-infizierten Erythrozyten mittels Sorbitol kann auf friihe
Parasitenstadien synchronisiert werden (29). Daraus ergab sich das Teilziel der vorliegenden
Arbeit, eine Methode fiir eine moglichst hohe Anreicherung frih-infizierten Erythrozyten zu
etablieren, um deren Wirtszellmembran zu isolieren. Dabei sollte insbesondere darauf
geachtet werden, dass die isolierten Parasiten Uberlebensfahig blieben, um moglichst nah am
biologischen Zustand der Zellen zu bleiben. Eine mogliche Methode, um dieses Ziel zu
erreichen war die Durchflusszytometrie. Im Gegensatz zu nicht-infizierten Erythrozyten
enthalten die P. falciparum-infizierten Erythrozyten xenogenische DNA, welche angefarbt und
im Durchflusszytometer nachgewiesen werden kann. Schon Ende der 70er Jahre wurde die
Durchflusszytometrie flir den Nachweis und das Zahlen von Malariaparasiten verwendet
(290,291). Obwohl spater auch die Diskriminierung einzelner Parasitenstadien moglich war
(292) und einige Farbstoffe wie SYTO-16 (293), SYBR Green 1 (294,295), YOYO-1 (296-299),
Acridinorange (300), Thiazolorange (301,302), Rhodaminfarbstoffe (303) und Hoechst 33258
(292) in diesem Zusammenhang getestet wurden (Ubersicht in (304)), hat sich die
Durchflusszytometrie nicht als eine Standardmethode in der Malariaforschung etablieren
konnen. Grinde hierfir konnten in den komplizierten Methoden zur Fixierung und
Permeabilisierung der Zellen liegen, die einige der bisher getesteten Farbstoffe benotigen. Als
Folge kommt es zum Verlust der Viabilitdit der Zellen, was den Einsatzbereich der
Durchflusszytometrie einschrankt. So ist es zum Beispiel nicht mehr moglich die sortierten
Parasiten fiir die Selektion von Inhibitoren oder &hnlichen Substanzen zu verwenden.
Zusatzlich reicht bei einigen Farbstoffen die Intensitdt der Fluoreszenz nicht aus, um zum
Beispiel nicht-infizierte von frih-infizierten Erythrozyten klar trennen zu kénnen. Im Rahmen
dieser Doktorarbeit wurde der DNA-selektive Fluoreszenzfarbstoff Vybrant DyeCycle Violett
verwendet, um die Zellen anhand ihres DNA-Gehaltes im Durchflusszytometer zu

unterscheiden. Dieser membranpermeable Farbstoff wurde schon erfolgreich in anderen
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Studien, wie zum Beispiel bei der stadienspezifischen Isolierung von Trypanosoma brucei,
verwendet (305,306). Nach Farbung der infizierten Erythrozyten war die eindeutige
Differenzierung der Stadien von P. falciparum mittels FACS moglich (Abb. 24 und Abb. 25) und
es wurde eine Anreicherung friiher Ringstadien von 98 % erreicht (Abb. 26). AnschlieBend
wurde dieses Ergebnis durch Giemsa-Ausstriche verifiziert (Abb. 27) und die isolierten
Parasiten auf ihre Viabilitat tberprift (Abb. 28). Die sortierten Zellen wurden analog zu den
Proben der spat-infizierten Erythrozyten behandelt (Abb. 14). Aufgrund der verhaltnismaRig
geringen Menge an Probe wurden die Zellen nur mittels 2D CTAB/SDS PAGE und nicht mittels
2D 16-BAC/PAGE untersucht. Die Wahl fiel auf die 2D CTAB/SDS PAGE, da in den
vorangegangenen Experimenten gezeigt wurde, dass CTAB eine hohere Solubilisierungskraft
besitzt und somit auf den Gelen dieser PAGE mehr Proteine zu finden waren. Im Vergleich zu
den Gelen der spat-infizierten Erythrozyten wurde diesmal Hamoglobin (Spot 2) gefunden.
Dies ist durch den weitaus hoheren Anteil an Hamoglobin in friih-infizierten Erythrozyten zu
begriinden, da hier erst wenig Hamoglobin/Wirtszellzytosol aufgenommen und abgebaut
wurde. Damit reichten offensichtlich, im Gegensatz zu der Praparation der Membran aus spat-
infizierten Erythrozyten, die durchgefiihrten Waschschritte nicht aus um das Hamoglobin in

ausreichendem MaRe zu entfernen.

5.4.1 Identifizierte plasmodiale Proteine aus dem Gel friih-infizierter Erythrozyten

Es wurden mit PFIO875w (PfHSP70), PFI0265c (RhopH3) und PFA0110w (RESA) insgesamt drei
parasitare Proteine im Gel der 2D CTAB/SDS PAGE identifiziert (Abb. 32). Neben PfEMP1, MESA
und KAHRP gehort RESA zu den Proteinen von P. falciparum, die bisher am intensivsten
untersucht wurden (170). Im Gegensatz zu RESA treten PfEMP1, MESA und KAHRP erst ab dem
Trophozoitenstadium auf (44) und wurden folglich nicht im Gel frih-infizierter Erythrozyten
identifiziert. In Arbeiten von anderen Gruppen wurde mehrfach gezeigt, dass nach der Invasion
der Erythrozyten RESA innerhalb der Wirtszelle zu finden ist und dort mit der Membran und
dem Zytoskelett der Wirtszelle assoziiert (170,172,173). Daraus ableitend, kann RESA als
Marker fir diese Kompartimente frih-infizierter Erythrozyten angesehen werden und das
Vorhandensein des Proteins im 2D Gel dieser Arbeit spricht fiir eine erfolgreiche Praparation
der Membran von friih-infizierten Erythrozyten. PfHSP70, RESA und RhopH3 wurden ebenfalls
in den 2D Gelen der spat-infizierten Erythrozyten gefunden (siehe 5.2.1), was darauf deutet,

dass alle drei Proteine fiir den Parasiten essentielle Aufgaben tiber den gesamten asexuellen
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Lebenszyklus innerhalb der Wirtszelle Gibernehmen. Wie weiter oben schon erwahnt, konnten
bisher keine Uberlebensfahigen Parasiten mit einem zerstérten Genlokus von RhopH3
generiert werden, wodurch diese Hypothese unterstitzt wird (259). Beim Betrachten der
Spotintensitaten von PfHSP70 und RESA in den 2D Gelen der frilhen und spéaten Stadien ist
festzustellen, dass diese in etwa vergleichbar waren, was fiir eine relativ gleichbleibende
Konzentration dieser Proteine spricht. Der Vergleich der Spotintensititen von RhopH3
gestaltete sich aufgrund des unmittelbar angrenzenden, massiven Auftretens von Bande 3 als
nicht verlasslich. Im Gegensatz zu RhopH3, wurden die beiden anderen Komponenten des
RhopH-Komplexes RhopH1 und RhopH2 nicht im Gel der frih-infizierten Erythrozyten
identifiziert. Beim Vergleich der 2D Gele fallt auf, dass im Bereich wo RhopH1 und RhopH?2 in
den Gelen der spat-infizierten Erythrozyten identifiziert wurden, im Gel der frih-infizierten
Erythrozyten dhnliche Proteinspots zu erkennen sind, die nicht identifiziert werden konnten.
Daher ist wohl davon auszugehen, dass RhopH1 und RhopH2 ebenfalls wie RhopH3 in der
Membranfraktion von frih-infizierten Erythrozyten zu finden sind und somit der RhopH-
Komplex ausgebildet werden kann. Diese Hypothese muss durch weitere Gele verifiziert
werden. Daneben deuten die Ergebnisse anderer Gruppen darauf hin, dass der RhopH-
Komplex an der zytosolischen Seite der Wirtszellmembran bindet (260,261). Dies wiirde
erklaren, weshalb die Komponenten des RhopH-Komplexes in den Gelen der Membranfraktion
infizierter Erythrozyten angereichert wurden. Das Vorhandensein von PfHSP70 kdnnte, durch
Faltung und Degradation von Proteinen sowie von hoheren Proteinkomplexen, als wichtige
Grundlage initialer Prozesse wie den Export/Transport weiterer Proteine dienen. Darlber
hinaus ist eine Interaktion von RESA Uiber dessen DnaJ Domdne mit PfHSP70 vorstellbar. Es ist
bekannt, dass DnalJ Domanen mit HSP70-Proteinen interagieren und eine Rolle bei deren
ATPase-Aktivitat spielen (307-309). So konnte PfHSP70 durch RESA in die Nahe des
Zytoskeletts rekrutiert werden, um dieses zu modifizieren und/oder am Aufbau héherer
Proteinkomplexe mitzuwirken (Abb. 32). Da nur in 30 % der isolierten Spots Proteine eindeutig
identifiziert und zugeordnet wurden, ist es hochstwahrscheinlich, dass in den restlichen 70 %
der Spots noch weitere plasmodiale Proteine existieren. Unterstitzt wird dies durch die
Tatsache, dass der Grof3teil der bekannten Komponenten der Membran (z. B. Bande 3) und des
Zytoskeletts (z. B. Spektrine und Ankyrine) der Wirtszelle unter den bereits identifizierten
Proteinen zu finden war. AuRerdem wurde gezeigt, dass bereits einige der frih-infizierten
Erythrozyten durch die Milz aussortiert werden (310). Dies deutet auf friihe Modifikationen
der Wirtszellmembran und damit im Zusammenhang auf das Vorhandensein weiterer
exportierter Proteine des Parasiten hin. Weshalb nur ca. ein Drittel der Proben identifiziert

wurden kann nur vermutet werden. Einerseits konnte die Proteinmenge nicht ausreichend fiir
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die Identifikation gewesen sein, andererseits kdnnten wahrend der Pradparation einzelner
Proben Fehler (z.B. Verlust des Gelstlickes wahrend der Waschvorgédnge) aufgetreten sein. Da
ein Teil der Proben identifiziert wurden und fiir alle Proben Trypsin aus der gleichen Charge
verwendet wurde, kann eine fehlende proteolytische Spaltung der Proteine durch inaktives
Trypsin ausgeschlossen werden. Es ist nicht verwunderlich, dass im Gegensatz zu den Gelen
spat-infizierter Erythrozyten keine Proteine des PVM/TVN oder der Maurer’s clefts gefunden
wurden. Sowohl die Maurer’s clefts, als auch die Ausstulpungen des PYM/TVN werden erst ca.

12-18 h nach Infektion der Erythrozyten durch den Parasiten ausgebildet.

Aus den Ergebnissen der 2D CTAB/SDS PAGE und den genannten Literaturverweisen wurde
zusammenfassend ein stark vereinfachtes, hypothetisches Modell der Membran und des
Zytoskeletts von Erythrozyten, infiziert mit frithen Stadien von P. falciparum, aufgestellt (Abb.

32).

Merozoit

klinische
Symptome

Erythrozyt

.d:.ektkf/ : &\ Mikronemen
".1 |re. € der ATPase-

Modifikation Aktivitit

der Wirtszelle VRSS!

Faltung/Degradation von

Proteinen und Proteinkomplexen { \ P
Aufbau RhopH-Komplex v
RhopH3
Export weiterer € > Wachstum/Uberleben
Proteine des Parasiten des Parasiten \
\ Modifikation klinische
der Wirtszelle Symptome

PVM PPM Parasit PV WPM

Abb. 32: Hypothetisches Modell von Erythrozyten, infiziert mit friihen Stadien von Plasmodium falciparum. Das
stark vereinfachte Modell basiert auf den Ergebnissen der 2D CTAB/SDS PAGE einer Membranfraktion von frih-
infizierten Erythrozyten. Die massenspektrometrisch identifizierten Proteine des Parasiten sind in Dunkelrot
dargestellt. Die genaue Lokalisation der zuséatzlich dunkelrot umrahmten Proteine ist bisher unbekannt. Die
dazugehorigen dunkelroten Pfeile deuten auf mogliche Lokalisierung und Funktion dieser Proteine hin. PV -
parasitophore Vakuole; PPM - Parasitenplasmamembran; PVM - parasitophore Vakuolenmembran; WPM -
Wirtszellplasmamembran. Abbildung Merozoit verandert nach (282); einzelne Elemente der Abbildung von
www.servier.de.
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5.5 Ausblick

Im Hinblick auf die kationische 2D PAGE konnte verifiziert werden, dass diese fir die
Auftrennung sowohl von Membran-assoziierten als auch integralen Membranproteinen
geeignet ist. Die massenspektrometrischen Daten aus den Gelen der spat-infizierten
Erythrozyten haben gezeigt, dass eine Reihe Proteine gefunden wurden, die mit der Membran
und dem Zytoskelett der Wirtszelle interagieren. Zusatzlich wurden 11 plasmodiale Proteine
mit unbekannter Funktion identifiziert, die mit der Membran oder dem Zytoskelett
interagieren konnten. Die Lokalisation dieser potentiell exportierten Proteine sollte durch den
Einsatz von Antikorpern in der Immunfluoreszenzmikroskopie genauer untersucht werden. Bei
einer Lokalisation auf der Oberflache infizierter Erythrozyten kdnnten weitere Experimente
wie Bindungs- oder Blockierungs-Assays Hinweise auf die Funktion einzelner Proteine geben.
Zusatzlich konnte mit rekombinant hergestelltem Protein verschiedene Interaktionsstudien
(z.B. pull-down-Assays) durchgefiihrt werden. In diesem Zusammenhang sollte auch die
Lokalisation und Funktion der identifizierten Hitzeschockproteine genauer untersucht werden.
Die Identifikation von RESA und PfHSP70 im Gel der frih-infizierten Erythrozyten kénnte ein
erster Hinweis auf eine mogliche Interaktion beider Proteine sein. Um dies zu klaren sollte
zunachst eine Ko-Immunlokalisation und eine Ko-Immunprazipitation durchgefiihrt werden.
Bei einer Bestatigung der Interaktion konnten ATP-Assays Aufschluss Gber die Funktion von
RESA bei der Modulation der ATPase Aktivitdt von PfHSP70 geben. Da nur ca. 30 % der
isolierten Spots identifiziert wurden, sollte die 2D CTAB/SDS PAGE der Membranfraktion frih-
infizierter Erythrozyten wiederholt und gegebenenfalls die eingesetzte Proteinmenge erhoht
werden. Weiterhin wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die beiden kationischen PAGEs sich
gegenseitig erganzen und aus diesem Grund sollte auch mit den Proben der frih-infizierten
Erythrozyten eine 2D 16-BAC/SDS PAGE durchgefiihrt werden. Dariiber hinaus kdonnten mit
dem Einsatz der DIGE-Technologie (differentielle Gelelektrophorese) die Proben der friih- und
spat-infizierten Erythrozyten verschiedenfarbig markiert und simultan auf dem gleichen Gel
aufgetrennt werden. Durch Auswertung dieser Fluoreszenzsignale konnte anschlielend der
Proteingehalt direkt miteinander verglichen und quantifiziert werden. SchlieBlich sollten auch
die Proben der frih-infizierten Erythrozyten mittels LC-MALDI TOF/TOF untersucht und mit
den Ergebnissen der spat-infizierten Erythrozyten verglichen werden, um so einen

umfassenden Einblick in den Proteinbesatz zwischen den einzelnen Stadien zu erhalten.
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7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methodik zur Anreicherung und lIsolierung der
Wirtszellmembran von P. falciparum-infizierten Erythrozyten erarbeitet. Die Proteine dieser
Membranfraktion wurden mittels optimierter 2D 16-BAC/SDS PAGE und 2D CTAB/SDS PAGE,
sowie mittels 2D IEF/SDS PAGE aufgetrennt und anschlieRend durch MALDI TOF/TOF
identifiziert. Dabei wurde gezeigt, dass die kationische 2D PAGE gegentber der 2D IEF/SDS
PAGE signifikante Vorteile bei der Auftrennung von Membranproteinen und Membran-
assoziierten Proteinen dieser Fraktion besitzt. AuRerdem wiesen die Gele der kationischen
PAGE eine recht hohe Reproduzierbarkeit auf. Die anschlieRende massenspektrometrische
Analyse ergab, dass beide PAGEs sich gegenseitig erganzten und fir einige der identifizierten
Proteine eine Interaktion mit dem Zytoskelett oder der Membran der Wirtszelle postuliert
werden kann. Darunter befanden sich auch Proteine der Rhoptrien und den Maurer’s clefts,
sowie Proteine deren Funktion sowie Lokalisation bisher unbekannt sind. Aus diesen Daten
wurde ein hypothetisches Modell der identifizierten Proteine von spat-infizierten Erythrozyten
aufgestellt. Zum Vergleich wurden die Proteine der Membranfraktion in einer 1D SDS PAGE
aufgetrennt, mittels LC-MALDI TOF/TOF analysiert und eine umfangreiche Liste mit
proteomischen Daten erstellt. Dabei wurden 733 plasmodiale Proteine identifiziert, von denen
45 % als exportierte Proteine, Membranproteine oder Proteinen unbekannter Funktion bzw.
Lokalisation zugeordnet wurden, was fir eine addquate Anreicherung exportierter und

mutmalilich exportierter Proteine durch die angewandte Methodik spricht.

Das Verfahren der gelbasierten, kationischen PAGE wurde neben den Wirtszellproteinen
spater Stadien auch fir diejenigen Proteine verwandt, die aus der Wirtszelle frih-infizierter
Erythrozyten stammen. Fir die Anreicherung von Erythrozyten, die mit viablen friihen Stadien
von P. falciparum infiziert sind, wurde eine auf Durchflusszytometrie basierende Methode
entwickelt. Hierdurch wurde eine Anreicherung von mehr als 98 % erreicht. Bisher war es nicht
moglich, eine solche Reinheit friher, lebensfahiger Parasitenstadien zu erreichen. Damit legt
die hier erarbeitete Methode den Grundstein, um nun auch auf molekularer und
proteomischer Ebene die verschiedenen Parasitenstadien miteinander quantitativ zu
vergleichen. Danach wurde, analog zu den spat-infizierten Erythrozyten, die Wirtszellmembran
angereichert und die Proteine extrahiert. Bei der 2D CTAB/SDS PAGE wurden drei plasmodiale
Proteine gefunden, welche moglicherweise direkt nach der Invasion in die Wirtszelle vom

Parasiten exportiert bzw. sezerniert wurden, um dort das Uberleben des Parasiten sowie
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dessen Entwicklung innerhalb des Erythrozyten zu gewahrleisten. Der Vergleich der 2D Gele
von spat-infizierten Erythrozyten mit dem 2D Gel der frih-infizierten Erythrozyten ergab
deutliche Unterschiede im Proteinbesatz der Membranfraktionen der unterschiedlichen
Stadien. Dies zeigt die Notwendigkeit der stadienspezifischen Analyse des Parasiten und seiner
Wirtszelle, um ein besseres Verstandnis auf molekularer Ebene der von Seiten des Parasiten
eingeleiteten Wirtszell-Modifikationen innerhalb des intraerythrozytdaren Entwicklungszyklus

zu erlangen.

Die Daten der vorliegenden Arbeit liefern erste Hinweise auf die Lokalisation verschiedener
Proteine des Parasiten innerhalb der Wirtszelle, deren Funktion und Lokalisation bisher
unzureichend aufgeklart sind. Die Untersuchung dieser Proteine konnte wichtige Vorgange bei
der Modifikation der Wirtszelle im intraerythrozytaren Entwicklungszyklus aufklaren und so zu
einem besseren Verstdndnis Uber die molekularen Interaktionen des Parasiten mit seiner

Wirtszelle fihren.
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8 Summary

In the present work, a method for the isolation and purification of the host cell membrane of
P. falciparum-infected erythrocytes was established. From the membrane fraction, proteins
were extracted and separated by optimized 2D 16-BAC/SDS PAGE or 2D CTAB/SDS PAGE.
Subsequently, the proteins were analyzed by MALDI TOF/TOF and the data were compared to
gels from classical 2D IEF/SDS PAGE. It is shown that the gels from the cationic 2D PAGEs are
highly reproducible and superior in separating membrane as well as membrane-associated
proteins than the classical 2D IEF/SDS PAGE approach. In gels of the cationic PAGEs, several
proteins were identified that might interact with the cytoskeleton or with the membrane of
the host cell. Some of these proteins belong to the rhoptries and the maurer’s clefts of the
parasite or represent proteins that are still uncharacterized. In an additional 1D SDS PAGE,
combined with LC-MALDI TOF/TOF, 733 parasite-derived proteins were identified. From these,
45 % are annotated as exported proteins, membrane proteins or uncharacterized proteins,

which show the effectiveness of the applied method.

By use of fluorescence-activated cell sorting, a method for the enrichment of early-infected
erythrocytes was established. Using this method, an enrichment of up to 98 % was achieved,
and the parasites within the sorted erythrocytes remained viable. The host cell membrane was
then isolated according to the protocol established for late stage-infected erythrocytes. Three
plasmodial proteins were found in the gel of a first 2D CTAB/SDS PAGE. These proteins are
probably exported to the host cell directly after invasion to assure the survival and
development of the parasite within its host cell. The comparison of gels from different stages
of the parasite clearly showed significant differences in the protein repertoire, which shows
the need for stage-specific analysis of the parasite to better understand parasite induced host-

cell mofifications.

In conclusion, the data of this work form the basis for further analyses of yet uncharacterized
proteins identified in the gels of early-infected as well as late-infected erythrocytes. The
characterization of these proteins may contribute to better understand the modification of the

host cell and the interaction between the parasite and the host cell at the molecular level.
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Abb. 33: 2D 16-BAC/SDS Gele aus den biologischen Replikaten von nicht-infizierten Erythrozyten.
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Abb. 34: 2D CTAB/SDS Gele aus den biologischen Replikaten von nicht-infizierten Erythrozyten.
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Abb. 35: 2D 16-BAC/SDS Gele aus den biologischen Replikaten von spét-infizierten Erythrozyten.
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Abb. 36: 2D CTAB/SDS Gele aus den biologischen Replikaten von spét-infizierten Erythrozyten.
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