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Finleitung

1. Einleitung

1.1 Malaria

Malaria ist eine der bedeutendsten Infektionskrankheiten weltweit. Rund 300 — 600 Millionen
klinische Fille treten jahrlich auf, von denen 1,5 bis 2,7 Millionen tddlich verlaufen (Snow et
al., 2005).

Bis Mitte des 20. Jahrhunderts kam die Malaria in gemiBigten Breiten wie Nordeuropa,
Nordamerika und Russland vor. Siideuropa galt gar als Gebiet mit hoher Transmission. Heute
ist die Malaria auf Lénder der Subtropen und Tropen beschrinkt (Abb. 1.1); dennoch leben
mehr als 40% der Weltbevolkerung in Gebieten, in denen die Krankheit endemisch oder
epidemisch auftritt (WHO, 2002). Die verheerendsten Auswirkungen hat die Krankheit in
Afrika siidlich der Sahara, wo insgesamt 90% aller Fille auftreten (Greenwood und
Mutabingwa, 2002). Am stirksten betroffen sind Kinder unter 5 Jahren und schwangere

Miitter (Beeson et al., 2000; Menendez et al., 2000; Saute et al., 2002).

Abb. 1.1 Geographische Verbreitung der Malaria
(Grafik wurde aus der ,,Malaria-Enzyklopéddie* unter www.arikah.net/enzyklopadie/Malaria
entnommen; Stand 2006)

Erreger der Krankheit sind einzellige Protozoen der Gattung Plasmodium (Stamm Alveolata,
Unterstamm  Apicomplexa, Klasse Haematozoea, Ordnung Haemasporidia, Familie
Plasmodiidae; NCBI Taxonomy Browser, 2006). Von den fast 120 bekannten Plasmodien-
Arten konnen nur vier Malaria beim Menschen verursachen: Plasmodium malariae, Erreger

der Malaria quartana (Viertagefieber), Plasmodium vivax und Plasmodium ovale, Erreger der
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Malaria tertiana (gutartiges Dreitagefieber), sowie Plasmodium falciparum, das die
verbreitetste und gefdhrlichste Form der Malaria auslost — die Malaria tropica (bdsartiges
Dreitagefieber); unbehandelt endet diese in etwa einem Drittel der Fille todlich.

Ubertragen wird die Malaria durch Miicken der Gattung Anopheles (Stamm Arthropoda,
Klasse Insecta, Ordnung Diptera, Unterordnung Nematocera, Familie Culicidae; NCBI
Taxonomy Browser 2006), zu deren Lebensrdumen warme, feuchte Sumpfgebiete sowie
stehende Gewdésser zéhlen.

Zwei Ansitze zur Einddmmung der Krankheit wurden im wesentlichen verfolgt: Reduktion
der Anzahl infizierter Miickenstiche sowie die pharmazeutische Entwicklung von
Malariamedikamenten. Beide Maflnahmen wurden jedoch durch die Bildung von Resistenzen
sowohl auf Vektor- als auch Parasitenseite erheblich beeintrachtigt.

Anderungen der Landschaftsstruktur — wie die Trockenlegung von Siimpfen, Fortschritte im
Hausbau und die gezielte Vektorkontrolle trugen dazu bei, die Krankheit in der ersten Halfte
des 20. Jahrhunderts in den Vereinigten Staaten und groflen Teilen Europas auszuldschen.
Zusétzlich  wurde in den  1950er und  1960er  Jahren das  Insektizid
Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT) in einem weltweiten Programm zur Ausrottung der
Malaria eingesetzt. Die anfdnglich grofen Erfolge wurden jedoch durch das massive
Auftreten von Resistenzen zunichte gemacht (Chow 1958; Luen and Shalbaby 1962; Soerono
et al., 1965).

Neben der Dezimierung des Vektor-Wirt-Kontakts basiert die Malariakontrolle auf dem
Einsatz neuer Medikamente. Zahlreiche Wirkstoffe, die von Quinolinen, Artemisinen,
Antifolaten bis hin zu Antibiotika reichen, greifen das erythrozytdre Stadium des Parasiten im
Menschen an. Zunehmende Resistenzbildung gegen die beiden meist genutzten
Malariamedikamente — Chloroquin und Pyrimethamin, erfordern die Identifizierung neuer
Angriffspunkte (7argets) beim Parasiten sowie die Optimierung und Kombination bekannter
Malariatherapeutika. Daneben gewinnt auch die Vakzine-Forschung zunehmend an
Bedeutung (Miiller et al., 2005).

Mit der Entschliisselung des menschlichen Genoms, sowie das von Plasmodium falciparum
und Anopheles gambiae besteht die Moglichkeit, weitreichendere Einblicke auf molekularer
und genetischer Ebene der Vektor-Mensch und Wirt-Parasiten Interaktionen zu erlangen.
Neue Targets fiir die Malariabekdmpfung konnten durch die Erforschung der Physiologie und
Immunitdt der Anopheles Miicke geliefert werden. Derzeitige Erkenntnisse liefern den
Beweis, dass es Faktoren in der Miicke gibt, die den Parasiten sowohl toten als auch

beschiitzen konnen. Die Technologien zur Erzeugung transgener Miicken im Feld, die
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resistent gegen Malaria sind, bzw. die Entwicklung von Malariamedikamenten fiir Miicken,

welche die protektiven Komponenten eliminieren, sind auf dem Vormarsch.

1.2 Klinische Symptomatik

Malaria tropica wird durch die Infektion mit Plasmodium falciparum verursacht. Den
benignen Malariaformen — Malaria tertiana und quartana — liegen Infektionen mit P. vivax
oder P. ovale und P. malariae zugrunde. In der Regel treten schwere Verldufe mit Beteiligung
unterschiedlicher Organsysteme und Todesfdlle nur bei der Malaria tropica auf.

Die akute Malaria beginnt nach einer Inkubationszeit von ca. 7 — 14 Tagen zundchst mit
uncharakteristischen, grippedhnlichen Beschwerden wie Fieber, Kopf- und Gliederschmerzen.
Erst im Verlauf der Krankheit entwickelt der Patient die fiir die Malaria (Wechselfieber)
charakteristischen, periodisch wiederkehrenden Fieberschiibe, die 8 — 12 Stunden andauern
konnen. Die Schiibe sind neben dem ausgeprigten Fieberanstieg durch Schiittelfrost,
Kopfschmerzen, Riickenschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen gekennzeichnet.

Das klinische Bild der Malaria wird durch die Vorgéinge bei der erythrozytdren Schizogonie
des Parasiten bestimmt. Mit der Hdmolyse der infizierten roten Blutkdrper durch die
Merozoiten werden Toxine des Parasiten freigesetzt, die bei den Makrophagen die Bildung
von Cytokinen (wie TNFa) und Interleukin-1 induzieren. Schiittelfrost und hohes Fieber sind
die Folge. Dieser Vorgang wiederholt sich entsprechend dem erythrozytiren Zyklus des
Parasiten alle 48 Stunden bzw. bei Plasmodium malariae alle 72 Stunden.

Eine unkomplizierte Malaria kann sich bei Sequestrierung parasitir befallener Erythrozyten
im Kapillarbet innerer Organe rasch zum Vollbild einer schweren und komplizierten Malaria
entwickeln. Diese geht mit lebensbedrohlichen Komplikationen einher. Im Vordergrund steht
die zerebrale Malaria. Aber auch andere Organsysteme sind betroffen. Nieren-, Lungen und
Herzkreislaufversagen sowie hdmolytische Andmie und Azidose enden ebenfalls tédlich
(Sherman 1995).

Die Intensitdt der Manifestation einer Plasmodium-Infektion hidngt vom Grad der Immunitét
des Infizierten ab. Kinder unter 5 Jahren und schwangere Miitter sind am stérksten betroffen.
Bei élteren Kindern und Erwachsenen kommst es trotz weiterhin hoher Infektionsrate hiufiger
zu asymptomatischen Infektionen und nur selten zu letal endenden Krankheitsverldufen
(Bottius et al., 1996; May et al., 1999). Ursache hierfiir ist die Entwicklung einer klinischen

Immunitit, die vor der Erkrankung, nicht aber vor der Infektion per se schiitzt. Diese Semi-
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Immunitdt entsteht durch wiederholte Infektionen mit P. falciparum und stindige
Neuinfektionen sind notwendig, um sie aufrecht zu erhalten (Wenk und Renz, 2003).

Bei P. vivax und ovale konnen Riickfdlle (Rezidive) von bis zu 2 bzw. 5 Jahren durch
Dauerformen des Parasiten, sog. Hypnozoite, verursacht werden, die ldngere Zeit in der Leber
verweilen konnen, bevor sie sich vermehren. Ein erneutes Auftreten von Symptomen bei P.

falciparum ist auf eine persistierende Infektion im Blut zuriickzufiihren.

1.3  Lebenszyklus des Malaria-Modell-Erregers Plasmodium berghei

Plasmodium berghei ist einer von vier Malaria-Erregern, der in afrikanischen Nagetieren
beschrieben wurde. Nach seiner Entdeckung durch Vincke und Lips im Jahre 1948 wurde er
bald in der Forschung eingesetzt, um die Pathologie und Biologie von Plasmodien in vivo
besser analysieren zu konnen. Die Malariaparasiten der Nagetiere gelten als wertvolle
Modellorganismen fiir die Untersuchung menschlicher Malaria, da sie in den meisten
essentiellen Aspekten wie Morphologie, Physiologie und Lebenszyklus einander dhnlich sind
und die Manipulation des vollstandigen Lebenszyklus dieser Parasiten, inklusive der Infektion
der Miicken, einfach und sicher ist.

Bei dem natiirlichen Wirt von P. berghei handelt es sich um die Galeriewaldratte Grammomys
surdaster, sowie Praomys surdaster und Leggada bella, die vor allem im Ostlichen Zaire
beheimatet sind (Lucius und Loos-Frank, 1997). Der natiirliche Ubertriiger von P. berghei ist
An. dureni millecampsi, wobei fir medizinisch-biologische Studien die unter
Laborkonditionen verhéltnismaBig einfach zu haltende Art Anopheles stephensi als Vektor
verwendet wird.

Plasmodien sind obligate intrazelluldre Parasiten. Thr Lebenszyklus umfasst einen komplexen
Generationswechsel in zwei Wirten. Durch den Stich einer infizierten weiblichen Anopheles
Miicke gelangen haploide infektiose Parasitenformen, die Speicheldriisensporozoiten, in den
Blutkreislauf des Sédugetiers (Abb. 1.2). Nach einer kurzen Zeitspanne von nur 30 Minuten
dringen die Sporozoiten iiber das Endothel in die Hepatozyten ein und durchlaufen dort
innerhalb von 47 bis 52 Stunden die erste ungeschlechtliche Vermehrung, die auch als exo-
erythrozytire Schizogonie bezeichnet wird. Sie endet nach 2 — 3 Tagen mit dem Aufplatzen
der vollstindig mit Merozoiten ausgefiillten Leberzellen. Pro Hepatozyt werden mehrere
tausend haploide Merozoiten in den Blutkreislauf freigesetzt, die im Gegensatz zu P.
falciparum bevorzugt junge Retikulozyten anstelle ausgereifter Erythrozyten befallen. Bei

ansteigender Parasitimie dringen sie jedoch auch in letztere ein (Deharo et al., 1996). In den
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Retikulozyten bzw. Erythrozyten durchlaufen die Parasiten eine zweite ungeschlechtliche
Vermehrung (intra-erythrozytire Schizogonie), bei der sich die Merozoiten iiber Ring- und
Trophozoitenstadium zum reifen Schizonten entwickeln, der wiederum in mehrere
Merozoiten zerfdllt. Letztere werden durch Ruptur der umgebenden Zelle entlassen und
infizieren sofort neue Retikulozyten bzw. Erythrozyten. Die erythrozytire Entwicklung bei P.
berghei dauert im Gegensatz zu P. falciparum (48 Stunden) nur 22 bis 24 Stunden.
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Abb. 1.2 Lebenszyklus der humanpathogenen Plasmodium-Erreger

Der Plasmodium-Parasit wird durch den Stich einer Plasmodium-infizierten Anopheles Miicke
auf den Vertebratenwirt libertragen. Entscheidende Differenzierungsschritte finden im Wirt
(a) und Vektor (b) statt, um den asexuellen und sexuellen Lebenszyklus des Erregers
abzuschliefen. (Grafik modifiziert von Wirth, 2002)

Ookinet
Zygote
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Wihrend jeder ungeschlechtlichen Vermehrung reift ein kleiner Teil der Merozoiten zu den
Vorldufern der Geschlechtsformen heran, den weiblichen Makro- bzw. den ménnlichen
Mikrogametozyten. Werden diese von einer Anopheles-Miicke wiéhrend des Blutsaugens
aufgenommen, 16sen die physiologischen Bedingungen im Darm der Miicke
(Temperaturabfall von 5°C, pH-Wert zwischen 7,4 und 8,3) sowie der Gametozyten-
Aktivierungsfaktor Xanthurensdure (Billker et al., 1998; Garcia et al., 1998) die
Differenzierung zu weiblichen und miénnlichen Gameten aus. Die ménnlichen
Mikrogametozyten entwickeln sich hierbei durch Exflagellation zu jeweils vier bis acht

begeillelten Mikrogameten.
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Die beiden haploiden Gameten fusionieren zur Zygote, die sich weiter zum beweglichen
Ookineten differenziert. Dieser durchdringt die Darmwand und reift zwischen Epithel und
Basallamina zur Oozyste heran. Im Innern der Oozyste bilden sich durch mitotische Teilung
(Sporogonie) Tausende von Tochterzellen, die sogenannten Mitteldarmsporozoiten. Durch
Aufplatzen der Oozyste werden sie in das Himozol der Miicke freigesetzt und invadieren die
Speicheldriisen. Bei der ndchsten Blutmahlzeit werden sie mit dem Speichel wieder auf einen
Sduger tibertragen und schlieBen damit den Lebenszyklus.

Obwohl sich das menschliche Immunsystem von dem der Nagetiere unterscheidet und sich
die Pharmakokinetik von Medikamenten im Menschen anders auswirkt als in Mdusen oder
Ratten, haben alle Malaria-Erreger der Sduger einen vergleichbaren Lebenszyklus, erzeugen
dhnliche Krankheitsbilder und sind gegeniiber den gleichen Medikamenten sensitiv (Sherman

1998).

1.4  Biologie und Fortbewegung der Plasmodium-Sporozoiten

Sporozoiten gehdren zu den invasiven Stadien des Malaria-Erregers. Es handelt sich um
langliche Zellen mit einer klaren Polarisation. lhre Form wird durch Mikrotubuli
aufrechterhalten, die an einem anterioren polaren Ring befestigt sind und der Lénge nach
unterhalb der Pellikula verlaufen. Die Pellikula selbst setzt sich aus einer &dufleren
Plasmamembran und zwei eng nebeneinander liegenden inneren Membranen zusammen, die
auch als inner membrane complex (ICM) bezeichnet werden (Morrissette und Sibley, 2002).
Dazwischen liegt der sog. kortikale Raum. Der anteriore Zellpol — auch Apikalkomplex
genannt — ist taxonomisches Kriterium fiir die Zuordnung zum Unterstamm der Apikomplexa
und beinhaltet sekretorische Vesikel (Rhoptrien) und Mikronemen. Diese beiden Strukturen
sind nur in den invasiven Stadien vorhanden und an der Bindung und Invasion der Wirtszellen
beteiligt.

Die Plasmodium-Sporozoiten sind die Stadien, die den Wirtswechsel im Lebenszyklus des
Parasiten vollziehen. Sie besitzen die einzigartige Fahigkeit, zwei vollkommen verschiedene
Wirtsorgane zu invadieren — die Speicheldriise der Miicke und die Leber der Sdugetiere.

In der Miicke miissen die Sporozoiten beim Erreichen der Speicheldriise zundchst die
Basallamina {iberqueren und {iiber die darunterliegenden sekretorischen Zellen in den
Speichelkanal gelangen (Pimenta et al., 1994), um beim Saugakt der Miicke auf den neuen
Wirt iibertragen werden zu konnen. Durch die Blutmahlzeit der Miicke werden die

Sporozoiten unter die Haut des Saugetiers injiziert und durchdringen das Endothel der
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BlutgefiBe (Sidjanski und Vanderberg, 1997). In der Leber gleiten die Sporozoiten entlang
der Blutsinusoide — sowohl mit als auch gegen den Blutstrom — bis zu den Kupfer-Zellen und
invadieren das Leberparenchym. Hier durchqueren sie zundchst mehrere Hepatozyten und
hinterlassen dabei eine Spur toter Zellen, bis sie schlieBlich in einer Zelle bleiben und sich
dort durch exo-erythrozytire Schizogonie zur exo-erythrozytiren Form (EEF)
weiterentwickeln (Frevert et al., 2005).

Bei den Plasmodium-Sporozoiten sind zwei Proteine zu nennen — CSP und TRAP, die als
multifunktionale Molekiile essentielle Aufgaben wihrend des gesamten Sporozoiten-Stadiums
iibernehmen.

Das circumsporozoite protein (CSP) ist das Hauptoberflichenprotein von Speicheldriisen-
sporozoiten (Yoshida et al., 1980). Es wird iiberwiegend in den Mikronemen gespeichert, von
dort kontinuierlich an die Zelloberfliche transportiert und am posterioren Ende des
Sporozoiten abgespalten (Stewart et al., 1991). Das Protein ist iiber einen GPI-Anker
(Glycosyl-Phosphatidylinositol) mit der Zellmembran verbunden (Sinnis und Nardin, 2002)
und besitzt eine hochkonservierte Region — die sog. Region II-plus. Es wird postuliert, dass
die Bindung zwischen Sporozoiten und Hepatozyten wihrend der Leberzellinvasion durch die
spezifische Interaktion der Region Il-plus mit HPGs (heparan sulfate proteoglycans)
vermittelt wird (Frevert et al., 1993). Dariliberhinaus vermittelt CSP auch die Adhésion der
Sporozoiten an die Speicheldriisenzellen der Miicke (Sidjanski et al., 1997; Ménard, 2001)
und ist an der Morphogenese von Sporozoiten innerhalb der Oozyste beteiligt (Ménard et al.,
1997)

Eine #hnliche duale Funktion besitzt das thrombospondin-related anonymous protein
(TRAP). Das Protein ist in den Mikronemen lokalisiert (Rogers et al., 1992) und akkumuliert
beim Kontakt mit der Wirtszelle am anterioren Pol der Sporozoiten (Gantt et al., 2000). Im
Gegensatz zu CSP ist TRAP ungleichmifBig auf der Oberfliche des Sporozoiten verteilt
(Rogers et al., 1992). Es handelt sich um ein Typ I — Transmembranprotein, dessen
extrazellulire Domédne aus zwei adhidsiven Doménen besteht, der A-Doméne des von
Willebrand Faktors und des thrombospondin type I repeats (TSR) (Ménard, 2001).
Knockoutstudien in P. berghei haben gezeigt, dass TRAP fiir die Fortbewegung der
Sporozoiten sowie fiir die Invasion der Speicheldriisen im Vektor und die Infektivitdt im
Saugetierwirt essentiell ist (Sultan et al., 1997; Wengelnik et al., 1999)

Auf ihrem Weg vom Mitteldarm des Vektors bis hin zur Leber des Sdugetiers miissen die
Sporozoiten stets beweglich sein. Obwohl sie keine Geilleln oder Flagellen besitzen, kdnnen

sie sich auf festem Substrat gleitend fortbewegen. Diese, als gliding motility bezeichnete
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Bewegung ist gekennzeichnet durch das Fehlen jeglicher Verdnderungen in der Zellform und
ist ausschlieBlich in Apikomplexa zu finden.

Sowohl gliding motility als auch die Invasion von Wirtszellen werden vom gleichen
zytoplasmatischen Motor gesteuert. (Ménard 2001; Sibley, 2004). Aufgrund der Beobachtung,
dass invasive Parasitenstadien in der Lage sind, Molekiile zu verschieben, die an ihre
Oberfldche gebunden sind (Dubremetz und Ferreira, 1978), geht man von einem capping-
Modell aus (Russell, 1983; King, 1988). Demnach werden Oberflichenliganden des Parasiten,
die transmembran mit dem Motor verbunden sind, am anterioren Zellpol exprimiert und zum
posterioren Zellpol transportiert. Die Bindung an ein festes Substrat wiirde in einer
Vorwirtsbewegung resultieren, die Bindung an Oberflachenrezeptoren von Wirtszellen zum
Eindringen in die Zelle.

Ein aktuelles Modell der molekularen Motormaschinerie wird nachfolgend eingehender
beschrieben (Abb. 1.3). Es handelt sich hierbei um einen Aktin-Myosin Motor, dessen
Myosin — das sog. MyoA - eine eigene Klasse (XIV) bildet und ausschlieBlich in
Apikomplexa zu finden ist (Heintzelmann und Schwarzmann, 1997; Meissner et al., 2002).
Myo A ist liber zwei Proteine (MyoA tail interacting protein = MTIP und MyoA docking
protein = MDP) an der duleren Membran des IMC (inner membrane complex) gebunden und
ragt in den kortikalen Raum. Dort interagiert es mit filamentosen Aktin (F-Aktin). Die
Proteine, die den intrazelluldren Aktin-Myosin Motor mit dem extrazelluliren Substrat
verbinden, gehdren zur TRAP-Familie (Sultan et al., 1997; Kappe et al., 1999). TRAP ist iiber
seine zytoplasmatische Doméne mit Aldolase verbunden, die wiederum iiber Aktin die
Verknilipfung zur Motormaschinerie herstellt (Buscaglia et al., 2003; Jewett und Sibley,
2003). Charakteristisch fiir die zytoplasmatische Doméne der TRAP-Familie ist der
subterminale Tryptophanrest gemeinsam mit zwei nicht-zusammenhidngenden Bereichen
negativ geladener Aminoséduren.

Fir die Fortbewegung wird TRAP vom Aktin-Myosin Motor zum posterioren Pol des
Sporozoiten gezogen. Da der extrazellulire Teil von TRAP am Substrat gebunden ist, fiihrt
dies zu einer Vorwirtsbewegung des Sporozoiten (Kappe et al., 2004). TRAP wird wéhrend
der Lokomotion proteolytisch gespalten und als verkiirzte Form, ohne das zytoplasmatische

Ende, auf dem Substrat hinterlassen (Kappe et al., 1999).
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Abb. 1.3 Aktuelles Modell der molekularen gliding motility Maschinerie

Die schematische Darstellung zeigt eine VergroBerung der peripheren Bereiche des
Sporozoiten und die mogliche Anordnung von Komponenten der Motormaschinerie. MTIP ist
tiber die Interaktion mit MADP an die duflere Membran des IMC gebunden. MTIP bindet an
die Schwanzdomine von MyoA, welches mit Aktinfilamenten interagiert. An diesen
Mikrofilamenten ist der zytoplasmatische Teil von TRAP iiber Aldolase gebunden. Der
extrazelluldre Teil von TRAP und das in der Plasmamembran verankerte CSP interagieren mit
dem Substrat. Die Bewegungsrichtung des Parasiten bzw. von TRAP sind mit Pfeilen
angegeben. (Abb. modifiziert von Kappe et al., 2004)

Ein problematischer Punkt im derzeitigen Motor-Modell ist jedoch, dass F-Aktin kaum in
invasiven Stadien der Apikomplexa nachzuweisen ist. In Toxoplasma Tachyzoiten ist F-Aktin
nur durch elektronenmikroskopische Studien (Schatten et al., 2003) oder durch die
Verwendung von Aktin-polymerisierenden Substanzen — wie z.B. Jasplakinolid (Shaw und
Tilney, 1999; Wetzel et al., 2003) nachzuweisen. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die
Polymerisation von Aktin der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der gliding motiliy ist

(Kappe et al., 2004).
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1.5  Lebenszyklus des Malaria-Vektors Anopheles gambiae

Die Unterfamilie der Anophelinae gehort neben den Culicinen zur Familie der Culicidae
(Ordnung Diptera; Harbach und Kitching, 1998). Sie umfasst die beiden Gattungen
Anopheles und Chagasia (Sallum et al., 2000).

Die weltweit effizientesten Vektoren der menschlichen Malaria werden vom Anopheles
gambiae sensu lato (s.l.) Komplex gestellt. Er besteht aus sechs morphologisch nicht
unterscheidbaren Arten (Powell et al., 1999), die fiir rund 80% der Krankheitsfélle in Afrika
stidlich der Sahara verantwortlich sind.

Die beiden wichtigsten Ubertriger des Komplexes, An. gambiae sensu stricto (s. s.) und An.
arabiensis, sind weitesgehend sympatrisch, wobei letztere eher in trockenen Regionen
verbreitet ist. An. gambiae s. s. untergliedert sich in zwei molekulare Formen — M und S, die
vermutlich reproduktiv voneinander isoliert sind (della Torre et al., 2001; Favia et al., 2001).
Die M-Form zeichnet sich durch eine hohere Vektorkapazitit aus, bedingt durch ihre
bevorzugte Lebensweise in der Ndhe menschlicher Populationen.

Sowohl ménnliche als auch weibliche An. gambiae verwenden den Zucker aus Pflanzensiften
als Energiequelle. Die weiblichen Miicken bendtigen dariiber hinaus das Blut von Vertebraten
als Proteinquelle, um die fiir die Eier notwendigen Eiweille zu synthetisieren. An. gambiae
sensu stricto zeichnet sich durch eine extreme Vorliebe fiir menschliches Blut aus und hilt
sich daher bevorzugt in der Ndhe menschlicher Behausungen auf. Die weiblichen Miicken
konnen ihre erste Blutmahlzeit frithestens ein bis zwei Tage nach dem Schliipfen zu sich
nehmen; solange bendtigt der Darm fiir die Ausreifung. Wéhrend dieser ersten beiden Tage
nach dem Schliipfen findet die Paarung statt. Die Weibchen paaren sich nur ein Mal. Die
Spermien werden in sog. Spermatheken gespeichert, um spéter ganze Ladungen von Eiern zu
befruchten. Zwei bis drei Tage nach der Blutmahlzeit legen die weiblichen Anopheles
Miicken 50 — 200 Eier an der Wasseroberfliache stehender Gewisser oder feuchter Erdreiche
ab. Die Larven schliipfen ein bis zwei Tage nach der Eiablage. Es gibt insgesamt vier
Larvenstadien, die sich im Wasser von Mikroorganismen und Detritus erndhren. Die
Entwicklung zum Puppenstadium, das ebenfalls aquatisch ist, ist innerhalb von 8 — 10 Tagen
abgeschlossen. Die Puppe benétigt etwa 1 — 4 Tage fiir die vollstindige Metamorphose zur
adulten Miicke. Sowohl ménnliche als auch weibliche Miicken benétigen mindestens 24 Std.,
um ihre sexuelle Reife zu erlangen. Weibliche Miicken suchen nach der Paarung unmittelbar
nach Blut. Adulte Miicken haben eine Lebensspanne von zwei bis drei Wochen. Diese
Langlebigkeit ist essentiell fiir die Vollendung des sexuellen Lebenszyklus des Plasmodium-

Erregers in der Miicke.

10



Einleitung

1.6  Anopheles gambiae als Modellorganismus zur Erforschung der angeborenen

Immunabwehr

Insekten stellen mit iiber einer Millionen Arten die erfolgreichste Gruppe in der Evolution
dar. Die Tatsache, dass viele Insektenarten an Orten leben, die besonders reich an
Mikroorganismen sind, und selbst die kleinste Verwundung ein hohes Infektionsrisiko in
solch einer Umgebung darstellt, deutet auf das Vorhandensein effektiver
Abwehrmechanismen hin.

In der Tat besitzen Insekten ein komplexes Immunsystem, das mit der angeborenen Immunitit
der Vertebraten vergleichbar ist. Es umfasst humorale und zelluldre Reaktionen und bietet
eine rasche und unspezifische Abwehr gegen eindringende Pathogene. Sie verfiigen jedoch
nicht iiber eine adaptive Immunantwort, die hochgradig spezifisch ist und gleichzeitig einen
erhohten Schutz gegen eine erneute, spitere Infektion mit demselben Erreger bietet
(immunologisches Gedéchtnis).

Pathogene konnen iiber die Epidermis, die Tracheen, durch Wunden, spezialisierte
Invasionsmechanismen oder mit der Nahrungsaufnahme in das Insekt eindringen. So oder so
wird der Erreger umgehend mit einer Vielzahl verschiedener Abwehrmechanismen
konfrontiert, die durch die Erkennung von ,,Selbst* und ,,Fremd* ausgelost werden und oft
aufeinander abgestimmt sind.

Die Entschliisselung des An. gambiae Genoms, sowie Forschritte bei ,,reverse-genetics™-
Ansétzen und der raschen Durchmusterung genomischer Datensdtze haben die Miicke zu
einem neuen attraktiven Modell fiir die Erforschung der angeborenen Immunabwehr in
Insekten werden lassen. Anopheles-Miicken sind in der Lage, wirkungsvolle Immunantworten
gegen pathogene Organismen hervorzurufen und zeigen bei Plasmodium-Infektionen eine
dramatische Reduktion der Parasiten-Zahl, vor allem bei deren Mitteldarmpassage (reviewed
von Blandin und Levashina, 2004; Abb. 1.4). Weitere Erkenntnisse iiber die molekularen
Interaktionen zwischen Miicke und Malaria-Erreger konnen neue Moglichkeiten erdftnen, die

Krankheit zu bekdmpfen.
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Blutmahlzeit

Speichel-
driisen
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A .
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LRIMs M¢ PRRs D
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Abb. 1.4 Ubersicht des sexuellen Lebenszyklus von Plasmodium und damit verbundene
Immunreaktionen in der Miicke

1) Gametozyten-Aktivierung und Befruchtung der Gameten. 2) Ookineten-Invasion des
Mitteldarmepitheliums ca. einen Tag nach der Infektion. 3) Bildung der Oozyste. Innerhalb
der Oozyste entstehen durch wiederholte mitotische Teilungen Tausende von Sporozoiten. 4)
Ruptur der Oozyste und Freisetzung der Sporozoiten in die Hamolymphe. 5)
Speicheldriiseninvasion der Sporozoiten. Mit der néchsten Blutmahlzeit werden die Parasiten
auf einen neuen Wirt iibertragen. a) GroBle Verluste auf Parasitenseite finden wahrend den
ersten 24 Stunden nach der Infektion statt. Diese Verluste sind vermutlich teilweise auf
Immunreaktionen der Miicke zuriickzufiihren — wie z.B. die Sezernierung antimikrobieller
Peptide (AMPs). b) Melanisierung von Ookineten in einem melanisierenden, resistenten
Miicken-Stamm. Immunkomponenten wie TEPs und LRIMs spielen eine Rolle bei der
Totung von Parasiten und deren nachfolgender Melanisierung, die auf proteolytisch aktivierte
Prophenoloxidase (PPO, PO) zuriickzufiihren ist und durch erhohte Mengen an reaktiven
Sauerstoffintermediaten begiinstigt sein konnte. c¢) Ein Grofteil der Ookineten wird im
Zytoplasma der Mitteldarmzellen lysiert. Die vermehrte Produktion von Stickoxid, hergestellt
von der Stickoxid-Synthase (NOS), und andere reaktive Komponenten kénnten zur AbtStung
der Ookineten fithren. d) Einige Ookineten entkommen auf die Basalseite des
Mitteldarmepitheliums und entgehen Immunreaktionen durch Interaktionen mit C-Typ
Lektinen (CTLs). ¢) Die Ruptur der Oozysten und Freisetzung der Sporozoiten fallt mit einer
weiteren Immunabwehr zusammen, die vermutlich durch den Fettkorper hervorgerufen wird.
f) Phagozytose und/oder die =zellulire melanotische FEinkapselung von Plasmodium
gallinaceum Sporozoiten durch Himozyten in der Hadmolymphe wurden in Aedes aegypti
beobachtet. g) Die Induktion von Immunsystemkomponenten ist auch wéhrend der
Sporozoiteninvasion in die Speicheldriisen der Miicke beobachtet worden.

(Abbildung modifiziert von Christophides et al., 2004)
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1.7 Erkennung von ,,Selbst*

Die Unterscheidung zwischen ,,Selbst™ und ,,Fremd* wird bei der angeborenen Immunabwehr
durch sog. Fremderkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors; PRRs) vermittelt
(Janeway, 1989). Im Gegensatz zu den Antikorpern der erworbenen Immunitét erkennen sie
keine bestimmte Peptidsequenz sondern charakteristische Strukturen von Molekiilen, die auf
der Oberfliche von Mikroorganismen vorhanden sind (pathogen-associated molecular
patterns; PAMPs) — wie z.B. bakterielle Lipopolysaccharide (LPS), Peptidoglykan (PGLC)
oder B-1,3-Glukan von Pilzen. Mitglieder folgender Genfamilien kénnen als PRRs fungieren:
Peptidoglykan-Erkennungsproteine (PGRPs), Gram-negative Bindungsproteine (GNBPs), C-
Typ Lektine (CTLs), Thioester-enthaltende Proteine (TEPs), Scavenger-Rezeptoren (SCRs),
Galektine (GALESs) oder Fibrinogen-Doménen dhnliche Immunolektine (FBNs). Sie leiten die
Induktion verschiedener Signaltransduktionswege ein, die sowohl zu einer humoralen als auch
zelluldren Immunantwort fiihren konnen. Einige Mitglieder dieser Genfamilien wurden in An.
gambiae bereits erfolgreich charakterisiert; auf zwei von ihnen wird im nachfolgenden néher
eingegangen.

C-Typ Lektine (CTLs) binden iiber eine konservierte Kohlenhydrat-Erkennungsdoméne an
eine Reithe von Kohlenhydratstrukturen auf der Oberfliche von Mikroorganismen. Sie
vermitteln die Einleitung zelluldirer und humoraler Immunantworten in einer Reihe von
Insektenarten (Fujita et al., 1998; Weis et al., 1998; Natori, 2001). In Manduca sexta leitet
z.B. die CTL-Aktivierung, ausgeldst durch Lipopolysaccharide, die Melanisierung ein (Yu et
al., 1999). CTLs konnen entweder sezerniert werden oder membrangebunden sein. In
Anopheles gambiae wurden zwei CTLs identifiziert — CTL-4 und CTL-MA2 — die sich der
Plasmodium-Erreger zu nutze macht, um sich vor einer Immunantwort der Miicke wéhrend
der Durchquerung des Mitteldarmepithels zu schiitzen (Osta et al., 2004).
Thioester-enthaltende Proteine (TEPs) sind durch ihre Struktur charakterisiert. Der wichtigste
Aspekt hierbei besteht in der Ausbildung einer intramolekularen, hochreaktiven Thioester-
Bindung. Die Komplementfaktoren C3 — C5 der Vertebraten sowie das komplement-fremde
Protein «a,-Makroglobulin zdhlen zu dieser Gruppe. In An. gambiae konnte die
transkriptionelle Hochregulierung bei drei von 15 TEPs nach Infektion mit Plasmodien oder
Bakterien gezeigt werden (Oduol et al., 2000; Christophides et al., 2002). TEP1 vermittelt die
Phagozytose gram-negativer Bakterien in einer Himozyten-dhnlichen Zelllinie von Anopheles
(Levashina et al., 2001) und dezimiert dramatisch die Anzahl der Plasmodien-Erreger

wihrend der Mitteldarmpassage (Blandin et al., 2004).
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1.8  Das angeborene Immunsystem der Insekten und die Prophenoloxidase (PPO)-

Kaskade

Die Immunantwort der Insekten, hervorgerufen durch invadierende Pathogene, beinhaltet
humorale und zellulire Komponenten. Zur humoralen Immunabwehr gehoren die
Prophenoloxidase-Kaskade (PPO-Kaskade) (Zhao et al., 1995), induzierbare antimikrobielle
Peptide (Lowenberger, 2001) sowie reaktive Sauerstoff- und Stickstoffintermediate (Luckhart
et al. 1998; Kumar et al., 2003). Die zelluldre Abwehr wird durch Himozyten vermittelt und
umfasst Phagozytose (Hernandez-Martinez et al., 2002) und die Einkapselung groBerer
Fremdkorper wie Parasitoide oder Nematoden, bei der sich mehrere Schichten aus Himozyten
an den Eindringling anlagern (Lavine und Strand, 2002).

Eine Besonderheit der Dipteren ist die zellfreie, humorale Kapselbildung, bei der Pathogene
durch Melanin ,,verklebt” und unschédlich gemacht werden (Paskewitz und Gorman, 1999).
Dieser Abwehrmechanismus verleiht einigen Miickenarten und -stimmen Resistenz
gegeniiber Mikrofilarien- und Plasmodium-Infektionen (Collins et al., 1986; Beerntsen et al.,
1989).

Vor allem die Synthese und Funktion antimikrobieller Peptide sowie die auf der
Phenoloxidase-basierten Melanisierungsreaktion stehen im Mittelpunkt immunologischer
Forschungen bei Insekten.

Die Aktivierung der PPO-Kaskade wird durch mikrobielle Zellwandkomponenten wie
Lipopolysaccharide, Peptidoglykane und B-1,3-Glukane ausgelost (Ochiai et al., 1999; Lee et
al., 2000; Ma und Kanost, 2000) (Abb. 1.5). Erkennung und Bindung dieser PAMPs
(pathogen-associated molecular patterns) durch entsprechende Rezeptoren aktiviert eine oder
mehrere Clip-Doménen-Serinproteasen, die wiederum aktive Phenoloxidase(n) durch den
Schnitt an einer spezifischen Peptidbindung in der Nadhe des N-Terminus erzeugt.
Charakteristisch fiir die Serin-Proteasen sind mindestens ein N-terminales Cystein-Motiv
(Clip-Domaéne) sowie ihre Induktion nach bakterieller Infektion (Jiang et al., 1998; Lee et al.,
1998; Jiang et al., 2003). Jiingste Forschungsergebnisse haben gezeigt, dass die beiden Clip-
Doménen-Serinproteasen— ClipB14 und ClipB15 — von 4n. gambiae bei der Tétung von
Plasmodium-Ookineten wihrend der Uberquerung des Mitteldarmepithels eine Rolle spielen

(Volz et al., 2005).
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Pathogen Associated Molecular Patterns
(z.B. Peptidoglykan, B-1, 3-Glukan, LPS etc.)

Erkennung

Pattern Recognition Proteins
(PGRP, B GRP, Lektine etc.)

Signal-

transduktion ein unbekanntes Netzwerk an Serin-Proteasen

proPAPs —} PAPs

/Y\A -

Regulierung Serpine proPO

» Melanisierung,
Wundheilung

Abb. 1.5 Schematische Darstellung der PPO-Aktivierung

Die Erkennung von pathogen associated molecular patterns (PAMPs) durch pattern
recognition receptors (PRRs) fithrt zur Aktivierung von Serin-Proteasen, die wiederum aktive
Phenoloxidase erzeugen (PO). Die Regulierung der Kaskade erfolgt durch Serin-Proteinase-
Inhibitoren (Serpine). Weitere Erklarungen siehe Text. (modifiziert von Kanost et al., 2004)

Aktive Phenoloxidase katalysiert die Hydroxylierung von Tyrosin zu Dopa und die
Oxidierung des resultierenden Dopa zu Dopaquinon. Dopaquinon vollzieht eine rasche nicht-
enzymatische Konversion zu Dopachrom, das sich langsam in Eumelanin umwandelt und den
pathogenen Organismus einkapselt (Sugumaran et al., 2000). Neben diesem ersten sog. Dopa-
Oxidationsweg gibt es noch einen weiteren, der iiber das Zwischenprodukt Dopamin lauft
(Zhao et al., 1995) (Abb. 1.6).

Die Aktivierung der Phenoloxidasen in vivo ist eine lokal begrenzte Reaktion von kurzer
Dauer. Die Regulierung dieser Proteinase-Kaskade erfolgt durch Serin-Proteinase-Inhibitoren
(Serpine) in der Himolymphe (Kanost und Jiang, 1997). Eine Beteiligung von Serpinen an
der PPO-Kaskade konnte bereits in verschiedenen Insekten wie Manduca sexta, Drosophila
melanogaster und Anopheles gambiae erfolgreich nachgewiesen werden (Ligoxygakis et al.,
2002; Zhu et al., 2003; Abraham et al., 2005).

Es gibt zwei Arten von Phenoloxidasen, welche die Melanisierungsreaktion ausfiihren
konnen: Tyrosinase-Phenoloxidasen und Laccasen. Wéhrend die Tyrosinase-vermittelte
Melanisierung bei der Einkapselung von Parasiten und Wundheilung eine Rolle spielt, liegt
die Aufgabe der Laccasen in der Sklerotisierung der Kutikula (Arakane et al., 2005;
Suderman et al., 2006).

Die Tyrosinase-Phenoloxidasen, oder einfach nur Phenoloxidasen, werden ausschlieBlich in
den Hamozyten synthetisiert (Miiller et al., 1999) und als Vorstufen in die Himolymphe

sezerniert. Da die PPOs kein Signalpeptid aufweisen, wird vermutet, dass die Proenzyme
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durch Ruptur der Hamozyten (Christophides et al., 2002) oder {iber einen spezialisierten
Transportmechanismus freigesetzt werden, der unabhingig von Signalpeptiden ist (Theopold
et al., 2002). In An. gambiae gibt es neun Prophenoloxidasen, die nachfolgend eingehender

besprochen werden.

SP
l Dopaquinone —» Dopachrome ﬂb 5,6-dihydroxyindole
ProPO PO //////' lPO
Dopa Dopaminechrome Indole-5,6-quinone —— Eumelanin
PO I
lDDC ‘
Tyrosine Dopamine _PO, Dopaminequinone ———————» Cross-linking with proteins———> Melanotic Capsule
\
N NAT

f Formation
|
|

\
X NADA-————————— ro_ » NADA-quinone M

Other hemolymph proteins

Abb. 1.6 Schematische Darstellung der Melanisierungsreaktion

Die Kaskade, die zur melanotischen Einkapselung des Erregers fiihrt, beginnt mit einer Serin-
Protease (SP), die durch einen proteolytischen Schnitt inaktive Prophenoloxidase (ProPO) in
ihre aktive Form (PO) umwandelt. Aktive PO katalysiert die Hydroxilierung von Tyrosin zu
Dopa und in einem weiteren Schritt die Oxidierung von Dopa zu Dopaquinon, welches dann
ein Dopachrom-Intermediat bildet. Das Dopachrom-Konversions-Enzym (DCE) katalysiert
die Umwandlung des Intermediats in 5,6-Dihydroxyindol, welches gleich im Anschluf3 durch
PO zu Indol-5,6-Quinon oxidiert wird. Letzteres bildet entweder Eumelanin oder verbindet
sich mit Proteinen, um eventuell eine melanisierte Kapsel zu bilden.

Alternativ kann Dopa auch durch eine Dopa-Decarboxylase (DDC) zu Dopamin
decarboxyliert werden. Uber eine PO-abhiingige Oxidation wird Dopamin in Dopaminquinon
umgewandelt. Dopaminquinon verbindet sich dann entweder mit Proteinen oder bildet
Melanin iiber den Indol-Weg.

Dopamin koénnte eventuell auch iiber eine N-Acetyltransferase (NAT) in N-Acetyldopamin
(NADA) umgewandelt werden. Eine Oxidierung von NADA durch PO produziert NADA-
Quinone, die sich mit anderen Proteinen vernetzen, um eine melanotische Kapsel zu bilden,
wobei letzterer Weg wohl eher fiir die Melanisierungsreaktion in der Kutikula entscheidend
ist (iibernommen von Beerntsen et al., 2000).

1.9  Die neun Prophenoloxidasen von Anopheles gambiae

Die Phenoloxidasen der Arthropoden liegen unter physiologischen Bedingungen als
Proenzyme vor, die durch eine spezifische Protease aktiviert werden (Lee et al., 1998). Die
inaktive Form hat ein Molekulargewicht von 70 — 80 kDa, die aktive ein Molekulargewicht
von 60 — 70 kDa (Ashida, 1971; Aspan und Soderhéll, 1991).

Die Prophenoloxidasen der Insekten besitzen zwei charakteristische Kupferbindungsstellen
sowie einen kurzen Aminosdurebereich, der Sequenzénlichkeit zur Thiolester-Region der o;-

Makroglobuline und Komplementfaktoren C3 und C4 aufweist (Hillyer und Christensen,
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2005). Es ist nicht bekannt, ob diese Sequenz an einer Thioester-Ausbildung beteiligt sein
kann. Wiére dies der Fall, besteht die Moglichkeit, dass die Proteine auf dhnliche Weise wie
die Komplementproteine der Vertebraten an fremde Oberflidchen binden konnen (Soderhéll et
al., 1996).

Im Gegensatz zu nur drei PPO-Genen in Drosophila melanogaster, konnten im Genom von
Anopheles gambiae neun PPO-Gene identifiziert werden. Alle PPO-Gene, mit Ausnahme von
PPOI und PPO2, liegen in der chromosomalen Teilregion 21 B auf dem linken Arm des
Chromosoms 2. PPO2 liegt aullerhalb dieses Clusters in der Region 24 B desselben
Chromosomenarms. PPOI dagegen, das eine enge Verwandtschaft zu den PPOs hdoherer
Dipteren (Bsp. Drosophila) und Lepidopteren aufweist, befindet sich als einziges PPO-Gen
auf dem rechten Arm von Chromosom 2 in der chromosomalen Teilregion 13 B (Miiller et al.,
1999; Christophides et al., 2002).

Sequenzhomologien der einzelnen PPOs untereinander deuten auf eine enge Verwandtschaft
zwischen PPO4 und 5, PPO7 und § sowie PPO3 und 6, zusammen mit PPO2 im weiteren
Sinn (Abb. 1.7), hin. PPO9 zeigt die geringste Ahnlichkeit zu den PPO-Genen des linken
Arms von Chromosom 2. PPOI nimmt eine Sonderstellung innerhalb der PPO-Familie ein,
da es eine groflere Sequenzhomologie zu den PPO-Genen von D. melanogaster als zu denen
von An. gambiae aufweist und daher als urspriinglich betrachtet wird (Christophides et al.,
2002).

Die neun PPO-Gene von An. gambiae werden in unterschiedlichen Entwicklungsstadien
exprimiert und zeigen teilweise iiberlappende Expressionsprofile. PPOI, 2 und 3 werden am
stirksten im Embryo und in Larven exprimiert. [hre Expression hélt zwar in jungen Puppen an
— sowie bei PPO2 auch in alten Puppen und adulten Miicken, jedoch nur auf sehr niedrigem
Niveau. PPO4 wird am stédrksten in spiten Larvenstadien, sowie in jungen Puppen und in
abgeschwichter Form auch in der Miicke exprimiert. PPO5 und 6 bilden zusammen mit
PPOY9 die adultspezifischsten PPO-Gene. Die Expression von PPO6 beginnt in frithen
Puppen bzw. die von PPO5 in spiten Puppenstadien und setzen sich in der Miicke fort
(Miiller et al., 1999). Die Expression von PPOY ist in der Miicke schwach ausgeprigt, wird
aber nach der Blutmahlzeit stark induziert (Christophides et al., 2002). PPO7 und 8§ werden
ausschlieBlich larval exprimiert.

Mit der Blutmahlzeit des Weibchens wird die Transkription einiger PPO-Gene — PPO1, 2, 3
und 4 — wieder induziert (Miiller et al., 1999). Griinde fiir die gleichzeitige Expression von
sieben PPO-Genen (PPOI — 6 und 9) wihrend dem Verdau der Blutmahlzeit konnten sowohl

im Beginn der Eiproduktion liegen als auch im Prozess der melanotischen Einkapselung von
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Pathogenen, die mit der Nahrungsaufnahme in die Miicke gelangt sind (Dimopoulos et al.,
2001). Noch ist nicht bekannt, ob und welche der neun PPOs fir die melanotische

Einkapselung bendtigt werden.

PPO A1 PPO1 PPO A3

PPO A2
PPOB
PPO3
PPO9
PPO2
PPO4

PPO8

PPO5

PPO7
= Anopheles gambiae

= Drosophila melanogaster

Abb. 1.7 Verwandtschaft der Anopheles gambiae PPOs auf Aminosiure-Sequenz-Ebene
(Grafik von H.-M. Miiller, mit freundlicher Erlaubnis)

1.10 Zielsetzung der Arbeit

Wihrend seiner Differenzierung in der Miicke muss der Plasmodium-Parasit drei grof3e
Engpisse iiberwinden, an denen seine Entwicklung gestoppt werden kann: der Ubergang
zwischen Gametozyten und Ookineten, Ookineten und reifen Oozysten sowie zwischen
Mitteldarm- und Speicheldriisensporozoiten (Blandin und Levashina, 2004). Ziel dieser
Arbeit ist es, die molekularen Interaktionen zwischen Parasit und Vektor wahrend der beiden
letzteren Entwicklungsiiberginge ndher zu analysieren, um neue Angriffspunkte zur

Einddmmung der Malaria-Transmission zu identifizieren. Im Vordergrund stehen hierbei die
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melanotische Einkapselung der Ookineten wéhrend der Mitteldarmpassage im ersten Teil der
Arbeit und die Speicheldriiseninvasion der Sporozoiten in den beiden letzten Teilen.

Die grofiten Verluste des Parasiten treten wihrend der Ookineten-Invasion 24 — 48 Stunden
nach der Infektion auf. Sie werden hdufig mit einer effizienten Immunantwort der Miicke in
Verbindung gebracht und verhindern beim genetisch selektionierten L3-5 Stamm von An.
gambiae die Weiterentwicklung des Parasiten durch melanotische FEinkapselung der
Ookineten wéhrend der Durchquerung des Mitteldarmepitheliums (Collins et al., 1986).
Durch RNA-Interferenz (RNA1) soll herausgefunden werden, ob und welche PPO-Gene von
An. gambiae an der Melanisierung von Plasmodium-Erregern beteiligt sind.

Fiir die Ubertragung auf den Siugetierwirt miissen die Malaria-Sporozoiten die Speicheldriise
der Miicke invadieren. Vieles deutet dabei auf eine spezifische Rezeptor-Liganden-Interaktion
hin (Touray et al., 1992; Barreau et al., 1995; Brennan et al., 2000; Myung et al., 2004).
Mittels transcriptional profiling sollen im zweiten Teil der Arbeit potentielle
Speicheldriisenrezeptoren fiir Plasmodium-Parasiten identifiziert und durch RNAi-Studien in
vivo phanotypisch analysiert werden.

Im dritten Teil der Arbeit steht die molekulare und funktionelle Charakterisierung des
Sporozoiten-spezifischen UOS3 Gens von P. berghei im Mittelpunkt. Das UOS3 Protein
besitzt die zytoplasmatische Doméne der TRAP-Familie und konnte analog zu TRAP
entscheidend fiir die Infektivitit der Sporozoiten sein (Sultan et al., 1997). Genetische
Deletionsstudien sollen Aufschluf3 iiber seine Rolle wihrend der Speicheldriisen- und

Leberinvasion in Vektor und Wirt geben.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite

Autoklav
Blottapparatur (Mini Tank Transfer Unit)
Drehrad
Drigalski-Spatel
Eismaschine
Elektroporationsgerit
Expositionskassette
Filmentwicklungsmaschine Hyperprocessor
Fluoreszenzmikroskop
Gefrierschrinke
Gel-Apparaturen
Gel-GieBapparatur (SDS-Gele) mighty small
Heizblock
Inkubatoren: Hera Cell
fiir Transfektionen
Injektor (Nanoject 1l Auto-Nanoliter Injector)
Kamera (Gelfotografie)
Konfokales Laserscanning Mikroskop LSM 510
Kiihlschranke
Kiihlzentrifuge
Lichtmikroskop Axiolab
Magnetheizriihrer
Maschine zur H,O-Distillation
Miicken-Kéfige
Mikrowelle
Netzgerit Power Supply

PCR-Maschine

Systec GmbH, 5057 ELV, Wettenberg
Hoefer

Stuart, VWR, Darmstadt

Neolab

AF30 Scotsman, Mailand, Italien
BioRad, Miinchen

Sigma, Tauftkirchen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Axiovert 100M Zeiss, Jena

Liebherr, Biberach; Sanyo

GibcoBRL, Karlsruhe; Hoefer, HE33
Hoefer

Alpha Laboratories, DB1010

Heraeus, Hanau

Mytron, Heiligenstadt

Drummond Scientific Company, US-PA
DC120 Zoom Digital Kodak, New York
Zeiss, Jena

Liebherr, Biberach

Heraeus sepatech, Hanau

Zeiss, Jena

Heidolph, MR 3001, Schwabach
USFELGA

BioQuip Products Inc., USA

LG

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Elektrophoresis Power Supply, EPS 301
Gene Amp, PCR System 9700, Applied
Biosystems, USA
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pH-Meter

Pipetten: Gilson
Pipettierhilfe Pipetus-akku
Quarzkiivetten
Schiittelinkubator
Spektrophotometer
Tischzentrifuge
Stickstofftank
UV-Tischlampe
Vortex-Gerét

Waagen
Wasserbad
Zahlkammer

Zellkulturzentrifuge

Zentrifuge J2-MC (Rotor: JA-20)

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

15/ 50 ml Plastik-R6hrchen
1,5 ml Reaktionsgefafle
8-well-Objekttrager
Chamberslides
Deckglédschen
Elektroporationskiivetten
Faltenfilter
Immersionsol

Kaniilen

Kryogefilie

Objekttrager

Parafilm

Pasteurpipetten
PCR-Gefille

Petrischalen

Inolab

Abimed, Langenfeld

Hirschmann Laborgerite, Eberstadt
Amersham, Freiburg

New Brunswick Scientific, Innova 4300
GeneQuant pro Amersham, Freiburg
Centrifuge 5415R, Eppendorf

CBS, USA

Gibco BRL, Karlsruhe

Vortex-Genie, Scientific Industries, Roth
Karlsruhe

Sartorius GmbH, Géttingen

Julabo, Seelbach

Neubauer Labotec, Gottingen
Megafuge 2.0R, Heraeus, Hanau
Beckman, Krefeld

Greiner bio-one, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Medco

Nunc, Wiesbaden

Knittel

Biorad, Miinchen

Schleicher & Schuell, Einbeck
Zeiss, Jena

BD Microlance, Becton Dickinson
Nalgene®

Menzel

Pechiney Plastic Packaging
WU Mainz

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Greiner Bio-one, Frickenhausen
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Pipettenspitzen
Sterilfilter
Spritzen

Zellkulturflaschen

2.1.3 Chemikalien

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Nalgene®
Diskardit, Becton Dickinson

Renner, Dannstadt-Schauernheim

Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:

Axis Shield, Oslo, Norwegen; Bayer, Leverkusen, BDH Laboratory Supplies; Braun,

Melsungen; Difco Laboratories, Augsburg; GibcoBRL, Karlsruhe; Gibco Invitrogen,

Karlsruhe; Merck, Darmstadt; Riedel-de Haen; Roche, Karlsruhe; Roth, Karlsruhe; Serva,

Heidelberg; Sigma, Taufkirchen; Whatman, Gro3britannien, VFW.

2.1.4 Puffer, Medien, Losungen

Ampicillin-Stock
Bakterien-Lysispuffer

Chloramphenicol-Stock
freezing solution

Kulturmedium fiir Huh7-Zellen
LB (Luria Broth)-Agar
LB-Medium

Lysozym (Protein-Aufreinigung)
3 M NaAc-Losung

PBS

100x round up

100 mg/ml Ampicillin in ddH,O

20 mM Tris, 100 mM KCIl (pH 7,3),
1 mM DTT; vor Gebrauch 1x Proteinase-
Inhibitor dazu

30 mg/ml Chloramphenicol in ddH,O
Glyzerin, Alsever’s Solution (1:9)

450 ml DMEM (high Glucose), 50 ml
FCS, 5 ml Penicillin/Streptomycin; steril-
filtrieren

LB-Medium, 15 g/l Agar

10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefe-Extrakt,
5 g/l NaCl, pH 7,5; autoklavieren

10 mg/ml in ddH,O

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

1,370 M NaCl, 27 mM KCl, 15 mM
KH,POy4, 81 mM Na,HPOg4; pH 7,4

60 mg Penicillin, 100 mg Kanamycin, 50
mg Fluocytosin, 10 mg Chloramphenicol;

sterilfiltriert
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2x SDS-Probenpuffer (SDS-Page)

SDS-Gel-Laufpuffer 1x

TAE-Puffer 1x
TBST

TE
Transferpuffer 10x

Transferpuffer 1x

Tris/HCL, pH 6,8
Tris/HCI, pH 8,8

Transfektions-Kulturmedium

2.1.5 Verwendete Kits

HiSpeed Plasmid Maxi Kit

Megaskript T7

Micro-FastTrack 2.0 Kit

QIAamp DNA-Blood Mini Kit

QIAgen PCR Purification Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit

RETROscript

SMART cDNA Synthesis Kit

Clontech PCR-Select™ cDNA Substraction Kit

250 mM Tris pH 6,8; 6,6% SDS, 24%
Glyzerin, 10 mM EDTA, 6% p-Mercap-
toethanol, Bromphenolblau

250 ml Glycin, 25 mM Tris/HCI, pH6,8;
0,1% SDS

40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA;pH 8,0
20 mM Tris pH 7,6 ; 137 mM NaCl,
0,1% Tween

10 mM Tris/HCI, pH 8,0; ImM EDTA
20 mM Tris, 144 mM Glyzin, 0,01%
SDS

100 ml 10x Transferpuffer, 200 ml
Methanol, ad 11

0,5 M Tris/HCI; pH 6,8

1,5 M Tris/HCI; pH 8,8

40 ml RPMI-Medium 1640, 25 mM
HEPES, L-Glutamin (Gibco), 35 ml FCS,
50 pl Gentamycin

QIAGEN, Hilden

Ambion, Huntingdon, England
Invitrogen

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

Ambion, Huntingdon, England
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
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2.1.6 Enzyme

Die verwendeten Enzyme wurden von den Firmen Ambion (Huntigdon, England), New

England Biolabs GmbH (Frankfurt), MBI Fermentas (St. Leon-Rot) und Roche (Mannheim)

bezogen.

2.1.7 GrofBlenmarker und Ladepuffer

1 kb DNA-Ladder
1 kb Plus DNA Ladder

Rainbow Protein Marker RPN800OV

6x Ladepuffer

2.1.8 Antikorper

Antikorper
Kaninchen Anti-UOS3

Anti-Kaninchen IgG-HRP
Maus Anti-CSP

Anti-Maus IgG-HRP
Maus Anti-PbHSP70

Ziege Anti-Maus Alexa-Fluor 488

Ziege Anti-Maus Alexa-Fluor 546

Ziege Anti-Kaninchen Alexa-
Fluor 546

Ratte Anti-PPO6
Kaninchen Anti-PPO6
Anti-Ratten Antikorper AP

Anti-Kaninchen Antikorper AP

Verdiinnung

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Invitrogen, Karlsruhe
Amersham Life Science, Freiburg

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Quelle

1:1000 (Western Blot) Eigenherstellung

1:100 (IFA)
1:5000

Amersham, Freiburg

1:5000 (Western Blot) Nussenzweig RS, New York
1:500 bzw. 1:1000 (IFA)

1:5000
1:1
1:300

1:300

1:300

1:1000
1:1000
1:2500
1:3000

Amersham, Freiburg
Tsuji M, New York

Molecular Probes,
Niederlande

Molecular Probes,
Niederlande

Molecular Probes,
Niederlande

H.-M. Miiller, HD
H.-M. Miiller, HD
Promega

Promega
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2.1.9 Oligonukleotide

RNAi-Klonierung

SGS2/3 F 5'-AGAGGATCCGCATCAGGATTGCGAAATTTATTC-3’
SGS2/3_R 5"-GGGAATTCCATACTCTGTATTCATTAATTGTAG-3’

SGS4 F 5-TATAGGATCCCGCGTCCAAAACGCGACCAAC-3’

SGS4 R 5-ATTTGAATTCGTGATGTGAATTATGACATGTTTCTAC-3"
SGSS5_F 5-CTTTGGATCCGGTAGCAGTTCATCCCGTACTAC-3’
SGS5_R 5-CCGAATTCGGTACGTATTCACTTTTATTAGC-3"

SGSM_F 5-GTGATCTAGACGTAATCCAGGCAGAACACAAGG-3’
SGSM_R 5-TCTGAATTCGGATCGATCAACGAAACGGGCG-3’

PbhUOS3 AK-Herstellung
S3S6-1 AK_F 5-GCGCCATGGGTCCCGGATATGAAGAAGAAACAAAAGG-3’
S3S6-1 AK R 5-GCGGTACCTCAGAGCGCACCTTTCATTTCATATGTG-3

gene-targeting, Replacement

PbS3 Sacllfor 5-TCCCCGCGGGCACTTAATATATGCGATTATGGG-3’

PbS3 BamHlrev 5"-CGGGATCCTTTACTCGGTTGTCTATGAATGC-3’

PbS3 HindIIl F2 5"-CCCCAAGCTTTATAGACATGGAACACAAAGAGGATAGC-3’
PbS3 Kpnl R 5"-GGGGTACCTTCTACGAAATCATCTAGTATGCC-3"

Semiquantitative RT-PCR
S3 testREcI2 for  5-GTGTTATCAACCTTCATATTATTATC-3’
S3 testRE3 rev 5'-CATTTAACATATGGATCACTTTGCAC-3’

Tgfor 5’-CCCGCACGGACGAATCCAGATGG-3’
S3 testRE4 rev 5'-CTCCACTTTCGAAAAAATATACAG-3’
test 1 Tgfor und S3_testRE4 rev

test 2 PbS3 BamHIrev und S3 testRE4 rev

test 3 Tgfor und PhS3 Sacllfor

test 4 S3 testREcI2 for und S3 testRE3 rev

PbUOS3-Expression S3_testREcI2 for und S3 testRE4 rev
CScDNA 5 for 5"-GACGATTCTTATATCCCAAGCGC-3’
CScDNA 4 rev 5-CCTAATGAATTGCTTACAATATTAAATATACTTG-3’
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SGS2/3-F.sp
SGS2/3-R.sp
SGS4-F.sp
SGS4-R.sp
SGSS5-F.sp
SGS5-R.sp

PPOI1-A
PPO1-B
PPO2-A
PPO2-B
PPO3-C
PPO3-D
PPO4-C
PPO4-E
PPOS5-C
PPOS5-D
PPO6-A
PPO6-B
PPO7-C
PPO7-D
PPOS-A
PPO8-B
PPO9-A
PPO9-B

2.1.10 Vektoren

Transfektionsvektor

5"-GTTGAACGTGTCCTTTGGTGATGAATTC-3’
5-GTTGCCAATCCGAGCCACGTTGAATTG-3’
5'-GTCAACAACAAGACTCAACTACTGGAAGAC-3’
5-CATAGCCATACTCGTCGTGGTACTTTGC-3’
5-CAGTGCTTGTTTGATGTGCTTTATAACCAC-3’
5"-GATCATGATACTTGGATACCGTGTACTGG-3"

5-TTCGATGCCTCTAACCGGGCGA-3’
5-ACTTAGGCCATTGGCGTAGGGCG-3’
5-CGGTTCTGCGCCAAGCTGAA-3’
5-GGCTTGCGAGTCGACATACCGTC-3’
5’-GGGTCCCGACCGTGTCGTCAAC-3’
5’-GCACCCGGGGCCACCATTAGCA-3’
5’-CGCGGGCCGAATCGTATCGTGC-3’
5'-AACTCACTAGAATTTGCTCAACTC-3’
5-ACTGGTCCGGATCGGGTTGTGC-3’
5-CGCTGCTTACCGCTAGCACAAG-3’
5-GGAGAGGGTCCGAATAACGTA-3’
5-ACAACGGGGGCCTCCTTTAGCCT-3’
5-ACAGCCAAGGTTTGGGGCGTGTGAC-3’
5-ACTTTCGAGCTCGTATAGGCACTTGGCG-3’
5"-ATATCGAATCGTGGCTTCCCCGCGTA-3’
5-TGCGACCTTCGCGAACTTTGCGTCGA-3’
5-GCACTGAATCGCACGTACCCTGGCA-3’
5-AGCCTGCGTTGCCACGTCTAATGCT-3"

b3D.DT*H.”D Vektor (A.P. Waters, Uni-

versitit Leiden, Niederlande)

Proteinexpressionsvektor pETM-50 (A. de Marco, EMBL HD)

RNAi-Vektor

pLL10 (Blandin und Levashina, EMBL,
Heidelberg)
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2.1.11 Zelllinien und Bakterienstimme
Fiir die Untersuchung der Leberstadienentwicklung von P. berghei wurde die Hepatozyten-
Zelllinie Huh7 (Humane Hepatoma Zelllinie) verwendet.

Fiir die Klonierungen wurde der E. coli-Stamm XL-1 blue von Stratagene eingesetzt.

2.1.12 Tierstamme

Mause Naval Medical Research Institute
(NMRI)

Ratten Sprague Dawley (SD), WIST (Wistar)

Miicken Anopheles gambiae (L3-5 und G3),
Anopheles stephensi

Plasmodium P. berghei, ANKA cl 507 (Andy Waters)

2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Methoden

2.2.1.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wird fiir die schnelle in vitro Amplifizierung von DNA
eingesetzt. Hierbei wird eine spezifische DNA-Sequenz zwischen den Bindungsstellen eines
5’-terminalen und eines 3’-terminalen Desoxynukleotid-Primers durch eine DNA-Polymerase
bei jedem Zyklus anndhernd verdoppelt. Durch entsprechendes Auswihlen der Primer ist es
auch moglich Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme in eine DNA einzufiihren.

Fir eine PCR-Reaktion wurden typischerweise 1 pul DNA (100 ng) in einem
Reaktionsvolumen von 50 pul eingesetzt. Zur DNA wurden 5 pl 10x PCR-Puffer (Roche), 1 pl
eines 10 mM dNTP-Mixes (enthélt je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP), 2,5 ul des 5'-
und 3’-Primers (beide in einer Endkonzentration von 50 pmol/ul) und 0,5 pul Tag-Polymerase
(5 U/ul; Roche) hinzupipettiert. Die Reaktion wurde mit ddH,O auf 50 pl aufgefiillt, kurz
vermischt, zentrifugiert und anschlieBend in einem Thermozykler inkubiert.

Folgendes Temperaturprofil wurde verwendet: Die DNA-Doppelstringe wurden zundchst fiir
5 min (cDNA fiir 1 min) bei 94°C in Einzelstringe denaturiert. Es folgten 30 Zyklen aus
Denaturierung fiir 30 sek bei 94°C, Anlagerung (4nnealing) der Oligonukleotide fiir 30 sek
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bei 55°C (60°C bei Anopheles) und Neusynthese der DNA-Stringe fiir 1-2 min je nach
Fragmentlidnge bei 60°C (72°C Anopheles). Die Reaktion wurde bei 60°C (72°C Anopheles)
fiir 10 min abgeschlossen und auf 4°C heruntergekiihlt.

Das PCR-Ergebnis wurde durch analytische Gelelektrophorese untersucht und die PCR-
Produkte mit dem ,,QIAquick PCR Purification Kit*“ (Qiagen) nach Protokoll des Herstellers

aufgereinigt, um tiberschiissige Oligonukleotide, Nukleotide und Proteine zu entfernen.

2.2.1.2 Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische Sequenzen, meist sechs palindromische
Basenpaare, von doppelstrangiger DNA und spalten hydrolytisch Phosphordiesterbindungen.
Dabei konnen je nach Enzym blunt ends (gerade Enden) oder sticky ends (liberhdngende
Enden) entstehen. Die Restriktionsendonukleasen werden eingesetzt, um zirkuldre DNA-
Molekiile zu linearisieren oder definierte Bereiche aus DNA-Molekiilen auszuschneiden. Die
Enzymeinheit wird in Units (U) angegeben; eine Unit entspricht dabei der Enzymmenge, die
benotigt wird, um 1 pg A-Phagen-DNA unter optimalen Bedingungen in einer Stunde zu
schneiden.

Pro pg DNA wurden eine Enzymeinheit eingesetzt. Verdaut wurde bei 37°C iiber einen
Zeitraum von 2-4 Std. oder liber Nacht. Die DNA konnte mit zwei Restriktionsenzymen
gleichzeitig geschnitten werden, wenn beide Enzyme unter gleichen Bedingungen ihre
optimale Aktivitdt zeigten. Dabei durfte der Volumenanteil der Enzymstammldsung nie mehr
als 1/10 des Gesamtvolumens betragen, da ansonsten das darin enthaltene Glyzerin die
Spezifitidt der Enzyme beeintridchtigen konnte und es zu unspezifischen Spaltungen oder, im
Falle von Star-Aktivitit der Enzyme, zu unspezifischen Restriktionsschnitten kommen
konnte. Die jeweils gewéhlten Reaktionsbedingungen richteten sich nach den Angaben des
Enzymbherstellers. Nach einem Restriktionsverdau wurde 1/10 der Reaktion gelelektro-
phoretisch analysiert und die Gesamtreaktion zur Weiterprozessierung mit dem ,,QIAgen PCR

Purification Kit* (Qiagen) aufgereinigt.

2.2.1.3 Ligation

Die DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 katalysiert in Anwesenheit von ATP die Bildung
von Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten 3 -Hydroxyl und 5’-Phosphatgruppen
doppelstringiger DNA. Eine Einheit des Enzyms (1 Unif) ist definiert als die Ligasemenge,
die notwendig ist, um die Konversion von 1 nmol 32Pi in ATP bei 37°C in 20 Minuten zu

katalysieren.
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Die Ligationen wurden stets in einem Gesamtvolumen von 10 bis maximal 20 pl
durchgefiihrt. 100-200 ng Vektor-DNA und die 4-5fache Molaritdt an Insert-DNA, zusammen
mit einer FEinheit T4-Ligase (Fermentas) und 1/10 Volumen des entsprechenden 10x
Ligasepuffers (Fermentas) wurden eingesetzt. Das Endvolumen wurde mit ddH,O auf 10 bzw.
20 pl eingestellt. Die Reaktionen wurden fiir mindestens 2 Std. bei RT oder alternativ {iber

Nacht bei 16°C inkubiert.

2.2.1.4 DNA-Analyse mittels Agarose-Gelelektrophorese

Ungeschnittene oder mit Restriktionsenzymen verdaute DNA kann mit Hilfe der Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt und durch Farbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Ethidiumbromid unter UV-Bestrahlung sichtbar gemacht werden. Die DNA wandert hierbei
mit einer zu ihrer Grofle umgekehrt proportionalen Geschwindigkeit durch die Gelporen zum
positiven Pol des elektrisch erzeugten Feldes.

Zur Auftrennung wurden in Abhéingigkeit von der Fragmentgrofe 1,2% (0,4-7 Kb) oder 2%-
ige (0,1-1 Kb) TAE-Agarosegele verwendet. Die in der Mikrowelle aufgekochte und auf ca.
60°C abgekiihlte Agarose (Invitrogen) wurde mit Ethidiumbromid (1 pg/ml; Sigma) versetzt,
in einen abgedichteten Gelschlitten gegossen und nach Einsetzen eines Probenkammes bis
zum Erhérten stehengelassen. Das Gel wurde mit 1x TAE iiberschichtet, die mit 6x
Probenpuffer (Fermentas) versetzten Proben aufgetragen und bei 110 V fiir 0,5 - 1 Std.
aufgetrennt. Die Verwendung des Bromphenolblau-Farbstoffes im Probenpuffer erlaubte eine
ungefdhre Abschitzung der Laufstrecke und Position der interessanten DNA-Molekiile. Nach
Beendigung des Gellaufs wurde das Gel unter kurzwelligem UV-Licht analysiert.

2.2.1.5 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Konzentrationen von Nukleinsduren konnen spektrophotometrisch bestimmt werden, unter
Ausnutzung der Tatsache, dass die Absorption der ultravioletten Strahlung direkt proportional
zum Gehalt der Nukleinsduren ist. Die DNA-Proben wurden 1:50 in einem Endvolumen von
1 ml verdiinnt, die RNA-Proben entsprechend 1:500. Thre Extinktionen wurden gegen ddH,O
als Nullwert gemessen. Bei einer Wellenldnge von 260 nm ist die Absorption von DNA und
RNA maximal, die von Proteinen bei 280 nm. Werden Quarzkiivetten mit einer Schichtdicke
d = 1 cm verwendet, so ist bei einer Konzentration von 50 pg doppelstrangiger DNA bzw.
40 pg RNA / ml die Optische Dichte (OD) gleich 1. Daraus folgt fiir die Konzentration einer
Probe: ¢ pnarna = AODagonm X 0,05 pg/ul (bzw. 0,04) x Verdiinnungsfaktor = Gehalt [pg/pl].
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Aus dem Quotienten der Absorptionswerte bei 260 nm und 280 nm ergibt sich die Reinheit
einer DNA-Priparation. Das Verhiltnis sollte OD260nm/OD2sonm = 1,8 — 2,0 betragen.
Fiir die Arbeit mit Bakterienkulturen wurde die OD bei einer Wellenldnge von 600 nm

bestimmt.

2.2.2 RNA-Methoden

2.2.2.1 Isolierung der Gesamt-RNA

Die bei —80°C eingefrorenen Gewebe (Miicken / Sporozoitenniederschlag) wurden noch im
gefrorenen Zustand mit Trizol (Invitrogen) versetzt (300 pl Trizol bei 5 Miicken bzw. 500 pl
Trizol bei Sporozoitenniederschlag). Das Gewebe wurde mit sterilen Plastikstoeln (Miicken)
bzw. 21 Gauge-Injektionsnadeln (Sporozoiten) zerkleinert und homogenisiert. Nach einer
Inkubation von 10 min bei RT wurden die Proben mit Chloroform/Isoamylalkohol im
Verhiltnis 49:1 versetzt (100 pl CHCls pro 0,5 ml Trizol), 15 sek kréftig mit der Hand
geschiittelt und fiir weitere 5 min bei RT inkubiert. Die Trennung der organischen und
wissrigen Phase erfolgte wéhrend eines 15-miniitigen Zentrifugationsschrittes bei 14.000 rpm
und 4°C. Die obere, wilrige Phase wurde abgenommen, in ein neues Reaktionsgefdl3
iberfiihrt und mit Isopropanol (Merck; 0,5 ml pro 1 ml Trizol) fiir 15 min bei RT, dann fiir
15 min bei 14.000 rpm und 4°C prézipitiert. Das RNA-Sediment wurde mit 75% Ethanol
gewaschen (Zentrifugation fiir 5 min bei 7.500 rpm und 4°C), kurz an der Luft getrocknet und
anschlieBend in 20-30 ul RNase-freiem ddH,O resuspendiert. Um die Qualitit der Gesamt-
RNA (von Miicken) zu iiberpriifen, wurden je 2 ul Probe als Kontrolle gelelektrophoretisch
analysiert und die Konzentration der Gesamt-RNA photometrisch bei 260 nm bestimmt.

(Fiir die ausschlieBliche Extraktion von mRNA wurde der ,,Micro-FastTrack 2.0 Kit* von

Invitrogen verwendet).

2.2.2.2 Verdau genomischer DNA mit DNase I

Die RNA-Probe wurde mit 1/10 Volumen des 10x DNase Puffers (Ambion) und 1 pl
TurboDNase™ (Ambion) versetzt und 15 min bei 37°C verdaut. Die Reaktion wurde mit
15 pl 5 M Ammonium-Acetat (Ambion) gestoppt, das Gesamtvolumen mit RNase-freiem
ddH,O auf 150 pl aufgefiillt und anschlieBend durch Phenol-Chloroform-Extraktion

aufgereinigt.
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2.2.2.3 Phenol-Chloroform-Extraktion von RNA

RNA-Proben, die nach enzymatischen Reaktionen oder nach der Isolierung aus Zell- und
Gewebelysaten mit Proteinen verunreinigt sind, konnen durch Phenol-Chloroform-Extraktion
aufgereinigt werden.

Hierfiir wurden die Proben mit 1 Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1;
Amresco) versetzt, gevortext und anschlieend fiir 5 min bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert, um die Phasen zu trennen. Die obere, wéssrige Phase wurde vorsichtig
abgenommen, in ein neues Reaktionsgefdl itiberfiihrt und mit 1 Volumen Chloroform-
Isoamylalkohol (24:1) ausgeschiittelt und zentrifugiert. AnschlieBend wurden die RNA-
Proben mit 0,6 Volumen Isopropanol (Merck) und Ammoniumacetat (Endkonzentration 0,2
M) — falls nicht schon durch DNase I Verdau enthalten — fiir 15 min bei RT und weiteren 15-
30 min bei 14.000 rpm und 4°C prézipitiert. Der Niederschlag wurde kurz an der Luft
getrocknet und in 20-30ul RNase-freiem ddH,O resuspendiert

2.2.2.4 Semiquantitative Reverse Transkriptions (RT)-PCR

Ausgehend von einer RNA-Matrize wird bei der RT-PCR die dazu komplementire DNA
(cDNA) synthetisiert. Die Synthese der komplementdren cDNA erfolgt, wie bei allen
Nukleinsdure-Polymerasen, in 5'-3" Richtung und bendtigt einen Primer fiir die Initiation.

Fiir alle durchgefiihrten RT-PCRs wurden stets Oligo-(dT) Primer verwendet.

Um die RNA-Proben auf DNA-Kontamination iiberpriifen zu konnen, wurde bei jeder
Reaktion eine Minus-RT-Kontrolle durchgefiihrt. Sie enthélt alle Reagenzien der RT-PCR mit
Ausnahme der Reversen Transkriptase. Auf diese Weise kann gezeigt werden, dass es sich bei
der Matrize fiir das PCR-Produkt um cDNA und nicht um genomische DNA gehandelt hat.
Fir die Reverse Transkription wurden bis zu 3 pg Gesamt-RNA mit 2 pl Oligo(dT)-
Dekameren (500 pg/ml; Ambion) und 0,5 pul RNase-Inhibitor (Ambion) versetzt, mit RNase-
freiem ddH,O auf 12 pl aufgefiillt und fiir 10 min bei 70°C denaturiert. Die Proben wurden
kurz auf Eis abgekiihlt, abzentrifugiert, 4 ul 5x First Strand Buffer (Ambion), 2 ul 0,1 M DTT
(Ambion) und 1 pl 10 mM dNTP-Mix hinzugegeben und fiir weitere 2 min bei 70°C
inkubiert. AnschlieBend wurden je 1 pl Superscript II Reverse Transkriptase (200 U/ul;
Ambion) zu den Proben pipettiert bzw. 1 ul RNase-freies ddH,O zu den Negativkontrollen.
Die Reverse Transkription erfolgte bei 42°C fiir 50 min. Nach Beendigung der Reaktion
wurde das Enzym durch eine 15-miniitige Inkubation bei 70°C inaktiviert. Die synthetisierte

cDNA wurde nachfolgend mittels PCR analysiert.
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2.2.2.5 RNA-Interferenz: ssSRNA-Synthese und dsRNA-Hybridisierung

Je 20 pg der jeweiligen rekombinanten Zielvektoren (PPO1-9pl. bzw. SGS2/3pl., SGS4-5pl.
und SGSMpl.) wurden entsprechend ihrer zur Klonierung verwendeten Restriktions-
schnittstellen mit zwei unterschiedlichen Enzymen in separaten Reaktionsgefillen
einzelverdaut. Im néchsten Schritt wurden die linearisierten Plasmide durch Zugabe von
0,5 pl Proteinase K (20 mg/ml Stocklésung) und 2,5 pl 10% SDS fiir 30 min bei 50°C
verdaut, um Proteine abzubauen. Das Volumen wurde mit ddH,O auf 80 pl aufgefiillt, die
Probe mit 1 Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1; Amresco) versetzt,
gevortext und fiir 5 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Die wissrige Phase wurde vorsichtig
abgenommen, in ein neues Reaktionsgefd3 iiberfithrt, mit 1 Volumen Chloroform-
Isoamylalkohol (24:1) versetzt, gevortext und erneut fiir 5 min bei 14.000 rpm zentrifugiert.
AnschlieBend wurden die DNA-Proben mit Isopropanol (Merck) gefillt und in je 20 pl
RNase-freiem ddH,O resuspendiert. Um die einzusetzende DNA-Konzentration fiir die
nachfolgende ssRNA-Synthese abschitzen zu konnen, wurde je 1 upl Probe mittels
Gelelektrophorese und entsprechendem Mengenstandard analysiert.

Die aufgereinigten, linearisierten Plasmide dienten als Matrize fiir die nachfolgende
Einzelstrang-RNA (ssRNA)-Synthese mit dem ,MEGAscript T7 Kit“ (Ambion). Unter
Verwendung der Herstellerangaben wurden von jeweils 1 pg linearisierter Plasmid-DNA
ssRNA Molekiile in einem 20 ul Reaktionsvolumen iiber Nacht bei 37°C synthetisiert.

Nach erfolgreicher Synthese wurde die DNA-Matrize durch Zugabe von 1 ul DNase (2 U/pl;
Ambion) fiir 15 min bei 37°C verdaut. Die Reaktion wurde durch 15 pl 5 M Ammonium-
Acetat (Ambion) gestoppt und das Volumen mit RNase-freiem ddH,O auf 150 pl aufgefiillt.
Es folgte eine Phenol-Chloroform-Extraktion wie unter 2.2.2.3 beschrieben mit
anschlieBender RNA-Prézipitation. Der RNA-Niederschlag wurde in 20 pl RNase-freiem
ddH,O resuspendiert und die Konzentration der aufgereinigten ssRNA-Proben photometrisch
bei 260 nm bestimmt.

Fiir die Hybridisierung von sense- und antisense ssSRNAs zu doppelstringigen RNA
(dsRNA)-Molekiilen wurden jeweils gleiche Mengen an komplementéren ssSRNAs vermischt,
fiir 5 min bei 95°C erhitzt und anschliefend langsam in einem, mit 95°C heillen Wasser
gefiillten, 1 1 Becherglas auf Raumtemperatur abkiihlen gelassen. Die Konzentration der

dsRNA-Proben wurde auf 3 ug/ul entsprechend eingestellt.
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2.2.2.6 Subtraktive cDNA-Hybridisierung

Theorie

Die subtraktive Hybridisierung ermdglicht den Vergleich der RNA-Expression von zwei
unterschiedlichen Populationen. Hierbei wird die eine Population (bezeichnet als Driver) von
einer zweiten Referenzpopulation (bezeichnet als 7ester) abgezogen, und man erhdlt eine
cDNA Bank mit den in der Tester-Population hoher exprimierten Genen (Diatchenko, 1996).
Fiir die subtraktive Hybridisierung werden die beiden RNA-Populationen in cDNA
umgeschrieben und fragmentiert. Dieser Schritt ist notwendig, um Sekundirstrukturen zu
vermeiden, welche die Hybridisierungsreaktion behindern wiirden. Die Tester-Population
wird in zwei Gefédlle aufgeteilt und die Subpopulationen an den Adaptor 1 bzw. Adaptor 2R
ligiert. Da den beiden Adaptoren eine Phosphatgruppe fehlt, bindet nur ein Strang der
Oligonukleotide an die 5'-Enden der cDNA-Fragmente. Wéhrend der ersten Hybridisierung
wird nun jede der beiden Tester-Populationen, die entweder Adaptor 1 oder Adaptor 2R trégt,
mit einem UberschuB an Driver hybridisert. In dieser Phase sollten alle Tester-Molekiile, die
ein Gegenstiick in der Driver-Population besitzen, als doppelstringige cDNA vorliegen. In
einer darauf folgenden zweiten Hybridisierung werden die beiden Ansétze aus der ersten
Hybridisierung vermischt und frischer Driver hinzugefligt. ¢cDNAs, die in der Tester-
Population in hoherer Zahl als in der Driver-Population vorliegen, sollten jetzt miteinander
hybridisieren und als doppelstringige Fragmente vorliegen, die an ihren beiden Enden
unterschiedliche Adaptoren tragen. Die Adaptoren werden aufgefiillt und die cDNAs mit
einer PCR amplifiziert. Die im Anschluf3 an die erste Amplifizierung folgende zweite PCR
mit Nested Primern bewirkt eine weitere Anreicherung der differentiell exprimierten cDNAs,
da wihrend dieser PCR nur diejenigen Fragmente amplifiziert werden, die an den Enden
unterschiedliche Adaptoren tragen.

Praxis

Ca. 200 Speicheldriisen weiblicher, blutgefiitterter An. gambiae Micken wurden fein
sduberlich herausprépariert, laterale (Driver) und mediale Lappen (7ester) voneinander
getrennt und die mRNA mit Hilfe des ,,Micro-FastTrack 2.0 Kit*“ (Invitrogen) isoliert.

Die cDNA-Synthese und Amplifikation erfolgte nach dem ,,SMART cDNA Synthesis
Protokoll“ von BD Biosciences. Anschlieend wurde die cDNA iiber Phenol-Chloroform-
Extraktion und S&ulenchromatographie (,,QIAgen PCR Purification Kit*; QIAGEN) nach
Herstellerangaben aufgereinigt. Die Fragmentierung der cDNA mit dem Restriktionsenzym
Rsal sowie die einzelnen Schritte der subtraktiven Hybridisierung (Ligation der

fragmentierten cDNA, erste und zweite Hybridisierung, PCR-Amplifikation der subtrahierten
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cDNA-Proben sowie die Klonierung der subtrahierten cDNA-Proben) wurden gemifl dem
,,Clontech PCR-Seletct™ ¢DNA Subtraction Kit Protokoll* von BD Biosciences
durchgefiihrt.

2.2.3 Protein-Methoden

2.2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine konnen entsprechend ihres Molekulargewichts mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt werden (Laemmli, 1970). Dabei bestimmt der
Anteil des Polyacrylamids und dessen Vernetzungsgrad die Porengrofe und somit auch die
Eigenschaften des Gels. Folgende Gelzusammensetzungen wurden verwendet:
Anopheles/PPO - 5% Sammelgel pH 6,8 und 7% Trenngel pH 8,8

Plasmodium/UOS3 - 3.6% Sammelgel pH 6,8 und 6% Trenngel pH 8,8

Die aufzutrennenden Proteinproben wurden vor dem Auftrag fiir 3 min bei 80°C (Anopheles

5 min bei 95°C) in SDS-Probenpuffer denaturiert. Der Gellauf erfolgte bei 40 mA.

2.2.3.2 Western Blot

Nach der SDS-Page wurden die aufgetrennten Proteine zur weiteren Untersuchung auf
Nitrocellulose (0,45 um Porengrofe; Amersham) iibertragen und anschlieBend durch
Immunfirbung mit Antikérpern sichtbar gemacht.

Der Transfer erfolgte im NaB-Blot-Verfahren. Membran, Gel, Filterpapiere und
Blottingschwdmme wurden im Transferpuffer equilibriert und luftblasenfrei wie folgt
zusammengesetzt: Blottingschwamm, 3 Whatman-Filterpapiere, Nitrocellulosemembran
(Anodenseite), Trenngel (Kathodenseite), 3 Whatman-Filterpapiere und Blottingschwamm.
Die Proteine wurden bei einer Stromstérke von 70 Volt fiir 1 Std. bei 4°C auf die Membran

transferiert.

2.2.3.3 Immunologischer Nachweis

Nach dem Elektrotransfer der Proteine und vor der Immunférbung der Membran erfolgte die
Blockierung unspezifischer Bindungen fiir 2 Std. bei RT in 5% Milchpulver/1x TBST, gefolgt
von zwei 10-miniitigen Waschschritten in 1x TBST. Die Membran wurde anschliefend mit
dem primdren Antikérper (Kaninchen Anti-UOS3; Maus Anti-CSP; Kaninchen Anti-PPO6)
tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach sechs 10-miniitigen Waschschritten in 1x TBST erfolgte
die Inkubation mit dem sekundéren Antikorper (Anti-Kaninchen HRP; Anti-Maus HRP; Anti-
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Kaninchen AP) fiir 30 min. Nach drei weiteren 10-miniitigen Waschschritten in 1x TBST
wurden die Proteine mittels Chemilumineszenz detektiert (ECL-System bei Plasmodium bzw.

Alkalische Phosphatase bei Anopheles).

2.2.4  Mikrobiologische Methoden

2.2.4.1 Flissigkulturen von Escherichia coli Bakterien

Fiir E. coli Bakterien wurden 5 ml (Vorkultur) bzw. 150 ml LB-Medium mit Bakterienzellen
inokuliert und iiber Nacht bei 250 rpm und 37°C inkubiert. Bei den Bakterien handelte es sich
um Zellen einer Vorkultur (ca. 100 pl) oder um direkt auf Agarplatten gewachsene

Zellkolonien. Die Nahrmedien enthielten ein Antibiotikum zur Selektion.

2.2.4.2 Plattenkulturen

Plattenkulturen dienen der Anzucht einzelner Bakterienkolonien und zur mittelfristigen
Lagerung bei 4°C. Hierfiir wurden die Bakterien mit Hilfe eines sterilen Drigalski-Glasspatels
auf Agarplatten (LB-Platten), die ein entsprechendes Antibiotikum zur Selektion enthielten,
ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Durch die anschlieBende Lagerung der Platten

bei 4°C bleiben sie bis zu vier Wochen haltbar.

2.2.4.3 Dauerkulturen
Zur lingerfristigen Lagerung transformierter Bakterienkulturen wurde eine Ubernachtkultur
in Glycerol (Glycerol-Endkonzentration 50%) in Kryorohrchen iiberfiihrt und bei —80°C

eingefroren.

2.2.44 Transformation kompetenter Zellen mit Plasmid-DNA

Bei der Transformation wird fremdes, genetisches Material in Form von Plasmiden von
kompetenten Bakterienzellen aufgenommen. Unter den anschlieend zusitzlich exprimierten
Genen befinden sich auch Gene zur Resistenzvermittlung als Marker zur Selektion, wodurch
der Erfolg der Transformation unter Verwendung eines Antibiotikums bei der anschlieBenden
Kultivierung kontrolliert werden kann. Zellen, die fremde DNA aufnehmen konnen, werden

als kompetent bezeichnet.
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Hitzeschock-Transformation

Fiir die Transformation von Ligationsprodukten im Rahmen von Klonierungen wurden E. coli
XL-1 Blue kompetente Zellen (Stratagene) verwendet. Die Zellen wurden unmittelbar vor der
Transformation langsam auf Eis aufgetaut, je 40 ul XL-1 Blue Zellen durch Zugabe von
0,68 pl B-Mercaptoethanol (Stratagene) und nachfolgender 10-miniitiger Inkubation perme-
abilisiert und mit maximal 20 pl Ligationsprodukt versetzt. Nach Inkubation der Zellen fiir
30 min auf Eis schloss sich ein 45-sekiindiger Hitzeschock bei 42°C an, gefolgt von einer
2-miniitigen Inkubation auf Eis. AnschlieBend wurden 900 ul 37°C vorgewédrmtes,
antibiotikafreies LB-Medium zu dem Transformationsansatz gegeben und die Zellen eine
Stunde bei 37°C unter Schiitteln (250 rpm) inkubiert. 200 pl dieses Ansatzes wurden auf einer
Agar-Platte mit dem entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C
inkubiert.

Schnelltransformation (nach Pope und Kent, 1996)

Die Schnelltransformation wurde bei Bakterienzellen mit Ampicillin-Resistenz angewendet.
XL-1 Blue kompetente Zellen wurden aufgetaut, mit B-Mercaptoethanol permeabilisiert und
1-20 pul des Ligationsprodukts hinzugegeben. Nach Inkubation der Zellen fiir 5-30 min auf Eis
wurde der Transformationsansatz auf vorgewidrmte LB-Ampicillin-Agarplatten ausplattiert

und die Platten bei 37°C iiber Nacht inkubiert.

Antibiotikum Stammlosung Arbeitskonzentration

Ampicillin 100 mg/ml 100 pg/ml

Kanamycin 100 mg/ml 50 pg/ml

2.2.5  Zellbiologische Methoden

2.2.5.1 Kultivierung von Huh7 (Humane Hepatoma) Zellen

Zellen, die adhdrent in Monolayerkulturen in Flaschen wachsen, benétigen zu ihrem
Wachstum und zur Vitalitdtserhaltung regelmiBigen Wechsel des Mediums. Sie sollten vor
Erreichen der vollstdndigen Konfluenz subkultiviert werden (Lindl, 2000).

Fiir das Passagieren der Huh7-Zelllinie wurden die Zellen zweimal mit 20 ml Hank's
Balanced Salt Solution (HBSS; Gibco Invitrogen) gewaschen, um das im Medium enthaltene
FCS zu entfernen, und anschlieBend mit 3 ml Trypsin/EDTA fiir 2 min bei 37°C inkubiert,
um die Zellen vom Boden der Kulturflasche und ihren Nachbarzellen zu I6sen. Die

Suspension wurde zweimal in ca. 13 ml DMEM-Medium gewaschen (Zentrifugation bei
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800 rpm fiir 3 min) und 1-3 ml in eine neue Kulturflasche iiberfiihrt, in der 10-15 ml 37°C

warmes DMEM-Medium vorgelegt waren.

2.2.5.2 Bestimmung der Zellzahl

Eine genaue Bestimmung der Zellzahl ist unerldsslich, um definierte Zellzahlen ausplattieren
zu kénnen. Zu diinn ausgesite Zellen wachsen nur sehr langsam, zu dicht ausgesite konnen
thren Phinotyp verdndern. Mit Hilfe der Neubauer Zéhlkammer konnten Zellsuspensionen in
geeigneter Verdiinnung ausgezahlt werden.

Anzahl der Zellen in 4 Quadraten / 4) x 10* x Verdiinnung = Anzahl der Zellen / ml
g

2.2.5.3 Einfrieren und Auftauen von Huh7-Zellen

Die Zellen wurden mittels Trypsinbehandlung vom Boden der Zellkulturflasche geldst und fiir
3 min bei 800 rpm abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 2 ml DMEM-Medium und 2 ml
Einfriermedium (frreezing solution) resuspendiert, jeweils 1 ml in ein Kryordhrchen tiberfiihrt
und fir 10 min in einem Ethanol-Trockeneisbad langsam heruntergekiihlt. Anschlieend
wurden die Zellen fiir 24 Std. bei —80°C gelagert, bevor sie in fliissigem Stickstoff bei —196°C
dauerhaft aufbewahrt werden konnten.

Zum Auftauen wurden die Kryorohrchen mit den Zellen aus dem Stickstofftank entnommen
und im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Die Zellen wurden in ein 15 ml Falcon iiberfiihrt, in
das ca. 15 ml 37°C warmes DMEM-Medium vorgelegt waren, und fiir 5 min bei 1.000 rpm
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 37°C warmen DMEM-Medium resuspendiert und in
Zellkulturflaschen tiberfiihrt. Am nichsten Tag wurde das Medium bei den aufgetauten Zellen

gewechselt.

2.2.6 Tierexperimentelle Methoden

2.2.6.1 Anaisthesie und Blutentnahme von Miusen und Ratten

Um die Parasiten aus dem Blut der Nagetiere isolieren zu konnen, musste eine moglichst
grofle Menge Blut mittels Herzpunktion den Méusen bzw. Ratten entnommen werden.

Hierfiir wurden die Tiere einzeln in einem Glasbehélter mit Diethyldther (Riedel-de Haen)
getrankten Tiichern narkotisiert. Nach 1-2 min sind die Tiere betdubt und schmerzfrei, so dass
nach dem Freipriparieren des Herzens die Punktion mit einer heparinisierten Spritze

(Heparin; Braun) vorgenommen werden konnte.
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2.2.7  Anopheles-Methoden

2.2.7.1 Miicken-Aufzucht

Der fiir den Malaria-Erreger suszeptible G3 Stamm und der refraktire L3-5 Stamm von
Anopheles gambiae sowie Anopheles stephensi Miicken wurden bei 27°C, einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 75% und einem 12/12 Stunden Hell/Dunkel Zyklus geziichtet. Die
Larven wurden in deonisiertem Wasser, das mit 0,1% Salz versetzt war, grolgezogen und mit
pulverisiertem Katzenfutter gefiittert. Die adulten Miicken wurden ad libidum an einem
Wattestiick gefiittert, das zuvor mit 15% Zuckerlosung (10% An. stephensi) getrankt worden
war. Fiir einen vollstdndigen Lebenszyklus liel man weibliche Miicken an anisthesierten

NMRI-Miusen Blut saugen.

2.2.7.2 Infektion von Anopheles-Miicken mit P. berghei

GFP-exprimierende P. berghei Parasiten wurden in NMRI Maduse injiziert. Die Parasitimie
der Tiere wurde mittels Giemsa-gefarbten Blutausstrichen (Giemsa; BDH Laboratory
Supplies) und Exflagellation iiberpriift. Bei hohem Prozentsatz an Gametozyten und guter
Exflagellation wurden die Maiuse mit Ketamin/Xylazinhydrochlorid (VWF; Bayer)
narkotisiert und fiir ca. 15 min auf einen Kéfig mit 3 — 5 Tage alten Miicken gelegt. Zehn
Tage nach der infektiosen Blutmahlzeit wurde die Infektivitit bei An. stephensi Miicken

anhand der Oozystenzahl pro Mitteldarm abgeschétzt.

2.2.7.3 dsRNA-Injektion

Soweit nicht eingehender spezifiziert wurden im Rahmen der RNAi-Studien 1-Tage alte
Miicken durch CO; oder Eis temporér betdubt und die dsSRNA (3 pg/ul) mit einem Nano-
Injektor (Drummond) intrathorakal in die Tiere injiziert. Das maximale Injektionsvolumen
betrug 69 nl; bis zu viermal hintereinander konnte das Injektionsvolumen in die selbe Wunde
gepumpt werden, ohne dass Fliissigkeit aus der Wunder wiederaustrat oder die Miicke
Schaden nahm. Drei Tage nach der Injektion wurden die Miicken mit P. berghei infiziert. Die
Zeit dazwischen diente zur Regeneration der Miicken und zur Aufnahme der dsRNA in die

Zellen.

2.2.7.4 Priparation des Mitteldarmes
Zur Quantifizierung und Analyse von Oozysten bzw. eingekapselten Ookineten wurden den
infizierten weiblichen Miicken die Mitteldirme entnommen und mittels Fluoreszenz-

mikroskopie untersucht. Hierfiir wurden die Miicken durch einen Kélteschock von ca. 3 min
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auf Eis betidubt. Auf einer Glasplatte mit Medium (PBS oder RPMI/3% BSA) wurde das
Abdomen an den letzten beiden Segmenten mit einer feinen Sezierpinzette (Dumont, Nr. 5)
fixiert und mit einer weiteren Pinzette das Abdomen vom Thorax getrennt und langsam nach
hinten abgestreift. Der am Thorax verbleibende Mitteldarm lag nun frei und konnte, vom
vorderen Teil des Darms getrennt, auf einen mit Medium bedeckten Objekttrager gelegt und

mikroskopiert werden.

2.2.7.5 Gewinnung der Himolymphe

Fiir die Gewinnung der Himolymphe aus adulten Miicken wurden die Tiere zwischen Thorax
und Abdomen mit feinen Sezierpinzetten (Dumont, Nr. 5) auseinandergezogen. Der
austretende Hamolymphtropfen wurde mit einer Pipettenspitze aufgenommen und in einen
Extraktionspuffer, bestehend aus 20 mM EGTA, 2 mg/ml Pefabloc (Bohringer, Mannheim) in
1x PBS und saturiert mit Phenylthiourea, iiberfiihrt. Der Korpus der Miicke wurde ebenfalls in
das Reaktionsgefia3 gegeben und das ganze fiir 2 min bei 3.000 rpm und 4°C abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Das Sediment
wurde erneut mit Extraktionspuffer versetzt (5 pl pro Miicke), zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und mit dem Uberstand aus dem ersten Schritt vereint. Wihrend der ganzen
Zeit wurde auf Eis gearbeitet. Durch Abschitzen des Gesamtvolumens des Uberstandes
wurde das Volumen pro Miicke fiir den Immunoblot berechnet. Die Proben wurden bei —80°C

eingefroren.

2.2.8 Plasmodium-Methoden

2.2.8.1 Transfektion von Plasmodium berghei

Gene targeting wurde in den letzten Jahren erfolgreich angewendet, um Genfunktionen in
vivo zu untersuchen. Dabei konnen Gene durch homologe Rekombination verdndert oder
ausgeschaltet werden. Die Technik wird sowohl in P. falciparum als auch in P. berghei
eingesetzt. In beiden Fillen werden die Blutstadien der Parasiten durch Elektroporation
transformiert und die Transfektionsvektoren ausschlieBlich durch homologe Rekombination
integriert. Da Plasmodium wihrend des GrofBteils seines Lebenszyklus haploid ist, kann die
Funktion eines Proteins, das von einem single-copy gemne kodiert wird, mit nur einem
Selektionsmarker untersucht werden.

Der am héaufigsten verwendete Selektionsmarker ist das DHFR/TS-Gen (Dihydrofolat-
Reduktase-Thymidylat-Synthase), welches von P. falciparum, P. berghei oder Toxoplasma
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gondii abgeleitet wurde (Van Dijk et al., 1995, 1996; Wu et al.,, 1996). Durch eine
Punktmutation an Position 110 von Serin zu Asparagin verletht DHFR-TS Resistenz
gegeniiber Pyrimethamin. Die Dihydrofolat-Reduktase katalysiert die Reduktion von
Dihydrofolat zu Tetrahydrofolat, einem Koenzym fiir die de novo Nukleotid-Synthese.

Der Vorteil des DHFR/TS-Gens von 7. gondii ist, dass unerwiinschte Rekombinationen mit
dem endogenen P. berghei DHFR-TS-Gen vermieden werden. Des Weiteren scheinen P.
berghei-Parasiten, die das 7. gondii DHFR/TS-Gen enthalten, 10-100mal resistenter
gegeniiber Pyrimethamin zu sein als Parasiten mit dem P. berghei DHFR/TS-Konstrukt (Van
der Wel et al., 1997).

Das Selektionsgen wird von zwei Kontrollelementen flankiert. Die 5'-Region enthélt den
Promotor und die 5'-nicht translatierte Sequenz, die 3'-Region beinhaltet die 3’-nicht

translatierte Sequenz und das Stoppsignal (Waters et al., 1997; Thathy und Ménard, 2002).

2.2.8.2 Priparation der Parasiten und in vitro-Kultivierung der Blutstadien

GFP-exprimierende Parasiten des Pyrimethamin-sensitiven P. berghei-Stammes ANKA
(c1 507 von A. Waters) wurden intraperitoneal in 100-150 g schwere Wistar-Ratten injiziert.
Drei bis vier Tage nach der Injektion sollte die Parasitdimie zwischen 1-3% liegen. Das Blut
der Ratte wurde durch Herzpunktion mit einer heparinisierten Spritze entnommen und zu
10 ml Kulturmedium gegeben, welches 0,25 ml Heparinlosung (200 U/ml; Braun) enthélt. Die
roten Blutkdrperchen wurden bei 1.000 rpm fiir 8 min bei RT abzentrifugiert, wodurch man
ca. 3 ml Erythrozyten-Niederschlag erhielt. Dieser wurde in 50 ml Kulturmedium auf-
genommen und in einem Erlenmeyerkolben tiberfiihrt, in dem 100 ml auf 37°C erwérmtes
Kulturmedium vorgelegt waren, so dass ein Endvolumen von 150 ml erreicht wurde. Die
Kultur wurde in einem Inkubator mit einem Gasgemisch von 10% O,, 5% CO,, 85% N bei
37°C iiber Nacht fiir 15 bis 16 h bei 77 rpm vorsichtig geschiittelt. Wahrend dieser Zeit reifen
die meisten Parasiten zu Schizonten. Am néchsten Tag sollte die Kultur ein hohes Schizonten/

Gametozyten-Verhiltnis haben.

2.2.8.3 Vorbereitung der Transfektionskonstrukte

Fiir eine P. berghei Transfektion wurden 60 pg der durch Maxi-Priparation gewonnenen
Plasmid-DNA eingesetzt. Hierfiir wurde der Transfektionsvektor mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen tiiber Nacht linearisiert und das Sediment nach einer Alkoholfdllung am
folgenden Tag in 300 ul PBS aufgenommen. Die DNA konnte direkt fiir die Elektroporation

eingesetzt werden.
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2.2.8.4 Elektroporation der Schizonten

Die Transfektion erfolgt durch Elektroporation einer Erythrozytenkultur von
Schizontenstadien mit Plasmid-DNA.

Dazu wurde nach 15-16 Std. die Ubernachtkultur gestoppt und die Qualitit mit Hilfe eines
Ausstrichs bestimmt. Die Mehrheit der Parasiten sollten reife Schizonten sein, die von den
nicht-infizierten roten Blutkorperchen mit Hilfe eines Dichtegradienten getrennt werden.
Hierfiir wurde eine 55% Nycodenz/PBS-Losung (Axis Shield) angesetzt. Die Kultur wurde zu
je 35 ml in vier 50 ml Falcon-Rohrchen aufgeteilt und mit 10 ml Nycodenz/PBS-Gradienten
langsam unterschichtet. Der Gradient wurde fiir 25 min bei 1.000 rpm ohne Bremse
zentrifugiert. Durch die Zentrifugation bildet sich ein Ring aus hauptsdchlich mit Schizonten
infizierten Erythrozyten zwischen dem Nycodenz/PBS-Gradienten und dem Uberstand des
Mediums. Der Ring aus Schizonten in der Zwischenphase wurde vorsichtig mit einer
Pasteurpipette gesammelt, wobei die Schizonten von je zwei Falcon-Roéhrchen vereinigt
wurden. Mit Kulturmedium auf ein Volumen von 30 ml aufgefiillt wurden die Parasiten nun
fiir 10 min bei 1.000 rpm und RT sedimentiert. Die zwei resultierenden Schizonten-
Niederschlige wurden zu insgesamt 100 pl vereinigt, welches ca. 10° Schizonten enthilt, die
wihrend der Elektroporation ca. 10’ Merozoiten entlassen. Die ca. 100 ul Schizonten wurden
sofort zur linearisierten Plasmid-DNA gegeben und das Gemisch in einer vorgekiihlten
Elektroporationskiivette einem elektrischen Impuls von 800 V und 25 uFD ausgesetzt. Die
Zeitkonstante sollte dabei zwischen 0,8 und 1,4 ms liegen. Jeweils 200 pl elektroporierte
Parasiten wurden in die Schwanzvene von jungen (55-60 g) Sprague-Dawley (SD)-Ratten

gespritzt.

2.2.8.5 Selektion der Parasiten

Einen Tag nach der Elektroporation wurde die Parasitimie der Ratten mittels Giemsa-
gefarbter (BDH Laboratory Supplies) Blutausstriche untersucht. Wéhrend der letzten 24 Std.
konnten die Parasiten einen kompletten Zyklus der asexuellen Teilung ohne Selektionsdruck
durch Pyrimethamin (Sigma) durchlaufen. 27-30 Std. nach der Elektroporation wurde mit der
Pyrimethamin-Behandlung begonnen. Dazu wurde den Ratten 25 mg/kg Pyrimethamin
intraperitoneal injiziert und dies im 24 Std. Takt wiederholt, bis die Zahl der Parasiten unter
die Detektionsgrenze im Ausstrich fiel. Gewohnlich wurde 3-5 Tage mit der Selektionsdroge
behandelt.

Mit dem Erscheinen einer Pyrimethamin-resistenten Parasiten-Population ist 8-10 Tage nach

der Elektroporation zu rechnen. Sie wird als parentale resistente Population bezeichnet. Die
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Ratten mit den Parental-Populationen wurden fiir weitere 2-3 Tage mit Pyrimethamin
behandelt. Wihrend dieser Zeit sollte die Parasitdmie trotz Behandlung weiter ansteigen.
Sobald die ersten resistenten Parasiten im Ausstrich zu sehen waren, wurden die Erreger in
naive NMRI-Méuse transferiert. Hierflir wurde der parentalen Ratte ca. 50-100 pl Blut an der
Schwanzvene entnommen, mit 200 pl PBS verdiinnt und intravends der naiven Maus injiziert.
Stieg bei diesen Méusen ebenfalls die Parasitdmie unter Pyrimethamin-Behandlung an, konnte
eine weitere resistente Population isoliert werden, wodurch eine zusétzliche Selektion der
Parasiten gewihrleistet wurde. Um sicher zu gehen, dass hierbei nur Parasiten der parentalen
Population und keine resistenten Wildtyp-Parasiten passagiert werden, wurde der Transfer so
frith wie moglich durchgefiihrt.

Fiir die genotypische Analyse der resistenten Populationen wurde den Tieren ab einer
Parasitimie von liber 2% das Blut mittels Herzpunktion entnommen. Ein Aliquot wurde als

Stabilat eingefroren und vom restlichen Blut die genomische DNA der Parasiten isoliert.

2.2.8.6 Herstellung von Blutstabilaten

Zur lingerfristigen Lagerung von infektiosen Blutstadien wurden Stabilate angefertigt.
Hierfiir wurden nach der Herzpunktion Aliquots von 100 pl bei Mausen und 300 ul bei Ratten
jeweils mit dem zweifachen Volumen an freezing solution gut vermischt und unmittelbar in
einem 2 ml Kryorohrchen in fliissigem Stickstoff eingefroren. Mit einem solchen Stabilat

konnten zu einem spiteren Zeitpunkt Miuse oder Ratten erneut infiziert werden.

2.2.8.7 Priparation genomischer DNA aus Blutstadien

Um die Erythrozyten von anderen Blutzellen zu trennen, wurde das Blut iiber eine Séule
aufgereinigt. Diese besteht bei Médusen aus einer 5 ml, bei Ratten aus einer 20 ml Spritze und
setzt sich aus folgenden Komponenten zusammen: etwas Watte als untere Abgrenzung,
gefolgt von ca. 2/3 Fibrose Cellulose Puder (Whatman) zum Entfernen der Leukozyten und
1/3 Glasperlen (Sigma) zum Entfernen der Thrombozyten.

Die Sdule wurde zum Equilibrieren mehrfach mit 1x PBS durchgespiilt, bevor das Blut auf die
Sdule gegeben und durch erneutes waschen der Séule mit 1x PBS die Erythrozyten ausgespiilt
werden konnten. Das Blut einer Maus wurde in 14 ml, das einer Ratte in 50 ml 1x PBS
aufgenommen. Nach einer Zentrifugation von 8 min bei 1.500 rpm und RT wurde der
Niederschlag zum AufschlieBen der Erythrozyten in 0,2% Saponinldsung (Sigma)
resuspendiert. Die freigesetzten Parasiten wurden anschlieend fiir 8 min bei 2.800 rpm und

RT zentrifugiert, das Sediment in 1 ml PBS resuspendiert und in ein 1,5 ml Eppendorfgefall
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iiberfiihrt. Die Probe wurde ein weiteres Mal fiir 2 min bei 7.000 rpm und RT zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und der Niederschlag in 200 ul PBS aufgenommen.
Fiir die Isolierung der genomischen DNA aus dem Parasitenniederschlag wurde das ,,QIAamp

DNA Blood Kit* (Qiagen) nach Herstellerangaben verwendet.

2.2.8.8 Klonierung von Parasiten

Fiir die Isolierung eines Klons von rekombinanten Parasiten wird das Blut einer mit der
entsprechenden Parasiten-Population infizierten Maus so weit verdiinnt, dass ein Parasit pro
Maus injiziert werden kann.

Der Maus wurde hierfiir Blut entnommen, sobald die Parasitimie zwischen 0,1 und 1% lag.
Die Parasitimie wurde sehr genau ausgezdhlt und die Anzahl der infizierten Erythrozyten
nach folgender Formel berechnet: 7 x 10° (RBC / pl Blut) x Parasitdmie x 107 Parasiten / ul.
Das Blut wurde mit RPMI-Medium entsprechend verdiinnt, so dass sich statistisch gesehen
nur ein Parasit in einem Gesamtvolumen von 100 pl befand. Diese Verdiinnungen wurden in
15 NMRI-Méuse intravends injiziert und deren Parasitimie nach 8-10 Tagen mit Giemsa-
gefarbten Blutausstrichen tiberpriift. Es sollten nicht mehr als 40% der Méause Blutstadien-
positiv werden, denn nur dann kann davon ausgegangen werden, dass nicht mehr als ein
Parasit injiziert wurde. Ab einer Parasitimie von 2% wurden die Tiere geblutet, Stabilate
gemacht, die genomische DNA der Parasiten isoliert und der Genotyp der Parasiten mittels

PCR analysiert.

2.2.8.9 Giemsa-Fiarbung und Bestimmung der Parasitimie

Zur Bestimmung der Parasitimie wurden Blutausstriche gemacht, die anschlieBend mit
Giemsa gefirbt wurden. Dazu wurde einer Maus oder Ratte ein Tropfen Blut durch
Schwanzpunktion entnommen, auf einen Objekttriger iibertragen und mit Hilfe eines zweiten
Objekttragers ausgestrichen. Die luftgetrockneten Ausstriche wurden in Methanol fixiert, fiir
10 — 30 min in frisch angesetzter Giemsa-Firbelosung (1:10 in VE-Wasser) gefarbt und
anschlieend mit VE-Wasser abgespiilt. Die getrockneten Ausstriche wurden bei 100-facher
VergroBerung mit einem Ol-Immersionsobjektiv untersucht.

Die Parasitdmie ist der prozentuale Anteil Plasmodium-infizierter Erythrozyten. Fiir ihre
Bestimmung wurde ein Bereich des gefarbten Blutausstrichs mit einlagiger Erythrozyten-
Schicht ausgewihlt und in mindestens zehn nebeneinanderliegenden Sichtfeldern die Anzahl
der Erythrozyten und Parasiten ausgezahlt. Die Parasitdmie berechnet sich wie folgt:

(Anzahl Parasiten / Anzahl Erythrozyten) x 100 = Parasitdmie [%]
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2.2.8.10 Analyse der Exflagellation mannlicher Gametozyten

Bevor Anopheles Miicken an P. berghei-infizierten Mdusen gefiittert werden konnten, musste
sichergestellt werden, dass die maéannlichen Gametozyten ausreichend exflagellieren.
Normalerweise findet die Exflagellation, d.h. die Differenzierung des Mikrogamonten in vier
bis acht Mikrogameten im Darm der Miicke statt. Sie wird unter anderem durch einen
Temperaturabfall von 2-5°C induziert (Sinden und Croll, 1975). Diese Eigenschaft nutzt man
in vitro aus, indem man die Parasiten aus dem Blut der Maus von 37°C auf Raumtemperatur
bringt.

Durch Schwanzpunktion wurde der Maus ein Tropfen Blut entnommen, auf einen
Objekttrager gegeben und mit einem Deckgldschen bedeckt. Nach etwa 10 min bei RT wurde
die Exflagellation der Parasiten bei 40-facher VergroBerung untersucht. Waren
durchschnittlich 3-6 exflagellierende Mikrogamonten pro Gesichtsfeld zu sehen, wurde die

Maus fiir eine infektiose Blutmahlzeit von Anopheles Miicken verwendet.

2.2.8.11 Priparation der Mitteldarmsporozoiten

Fiir die Isolation der Mitteldarmsporozoiten wurden die Mittelddrme infizierter An. stephensi
Weibchen 14 Tage nach der Blutmahlzeit herauspripariert und in RPMI/3% BSA Medium
(GibcoBRL) aufgenommen. Zu diesem Zeitpunkt sind die Oozysten nahezu ausgereift und die
ersten Sporozoiten werden ins Hdmozol freigesetzt. Die Mittelddrme wurden in einem
Eppendorfgefill gesammelt und mit einem PlastikstoBel zerkleinert und homogenisiert. Durch
Zentrifugation des Homogenats fiir 3 min bei 1.000 rpm und 4°C wurden die Gewebereste
sedimentiert und die im Uberstand enthaltenen Sporozoiten in ein neues Eppendorfgefil3
iiberfiihrt. Das Sediment wurde mit ca. 150 pl Medium versetzt, erneut homogenisiert und

zentrifugiert und der Uberstand mit dem vorangegangenen vereinigt.

2.2.8.12 Priparation der Himozolsporozoiten

15-16 Tage nach der infektiosen Blutmahlzeit weiblicher An. stephensi Miicken wurde die
Hamolymphe mit den darin enthaltenen Sporozoiten isoliert. Hierfiir wurden die letzten
beiden Segmente des Abdomens entfernt, eine fein ausgezogene Pasteur-Pipette seitlich in
den Thorax der Miicke flach eingefiihrt und das Tier mit dem in der Pasteur-Pipette
enthaltenem RPMI-Medium (GibcoBRL) durchgespiilt. Die ausgetretenen Tropfen wurden
mit einer Pipette aufgenommen, gesammelt und auf Eis bis zur weiteren Verwendung der

Sporozoiten gelagert.
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2.2.8.13 Priparation der Speicheldriisensporozoiten

Fiir die Isolation der Speicheldriisensporozoiten wurden die Speicheldriisen weiblicher An.
stephensi Miicken 17 Tage nach der infektiosen Blutmahlzeit isoliert. Hierfiir wurde der
Thorax mit einer feinen Sezierpinzette fixiert und mit einer weiteren der Kopf langsam nach
hinten geschoben und abgetrennt. Die freiliegenden Speicheldriisen wurden vom Kopf
entfernt und in einem Eppendorfgefdl mit RPMI1/3% BSA Medium auf Eis gesammelt. Mit
einem PlastikstoBel wurde das Gewebe zerkleinert, homogenisiert und fiir 3 min bei
1.000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand mit den Sporozoiten wurde in ein neues
Eppendorfgefal tiberfiihrt und das Sediment mit 150 pl RPMI/3% BSA erneut gewaschen.

Beide Uberstinde wurden am Ende vereinigt.

2.2.8.14 Bestimmung der Sporozoitenzahl

Die Sporozoiten wurden durch geeignete Verdiinnung der Ausgangssuspension in einer
Neubauer Zahlkammer ausgezihlt und die Anzahl der Sporozoiten pro infiziertem Weibchen
ermittelt. Die Zahl wurde hierbei nach folgender Formel berechnet:

(Anzahl Sporozoiten in 4 Quadraten / 4) x 10 x Verdiinnungsfaktor = Anzahl Sporozoiten / pl
Anzahl Sporozoiten / pl x Gesamtvolumen der Suspension / Anzahl Miicken = Anzahl

Sporozoiten / Miicke

2.2.8.15 gliding motility-Test

Beim Gleiten iiber einen BSA-beschichteten Objekttrager hinterlassen Sporozoiten eine Spur
von Oberflachenproteinen, die durch Antikorper angeférbt werden kdnnen.

Fiir den Versuch wurde ein 8-well-Objekttrager mit je 20 pl RPMI/3% BSA pro well fiir
15 min bei 37°C inkubiert, um die Oberfliche mit BSA zu bedecken. Anschlieend wurden
die Sporozoiten (Minimum 10.000 pro well) auf den beschichteten Objekttriger gegeben und
fiir 15 min bei 37°C gleiten gelassen. Es folgte die Fixierung mit 4% Formaldehyd (Merck)
fiir 10 min bei RT. Nach dem Fixierungsschritt wurde der Objekttriger 2-3 mal mit
PBS/1% FCS gewaschen und unspezifische Bindungsstellen durch 15-miniitige Inkubation in
PBS/10% FCS bei 37°C blockiert. Als primérer Antikdrper wurde Maus Anti-CSP (1:500
bzw. 1:1000 bei CS-Oberflachenlokalisation) fiir 45 min bei 37°C auf den Objekttrager
gegeben. Nach 3-4 Waschschritten mit PBS/1% FCS wurden die Sporozoiten mit dem
sekundédren Antikorper Ziege Anti-Maus-Alexa Fluor 488 (1:300) inkubiert. Nach erneutem

Waschen wurden die Sporozoiten mit PBS/50% Glyzerol bedeckt und unter einem
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Deckgldschen mit Nagellack luftdicht eingeschlossen. Die Bewegungsspuren der Sporozoiten

wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert.

2.2.8.16 Leberstadien-Test

Bevor die Plasmodium-Parasiten die Erythrozyten infizieren, durchlaufen die Sporozoiten in
den Hepatozyten ein Stadium der Schizogonie, bei dem sie als exo-erythrozytére Form (EEF)
oder Leberstadium vorliegen. Diese Stadien konnen in vitro in Huh7-Zellen kultiviert und
durch Antikorperfarbung detektiert werden (Frevert et al., 1996).

Fir die Analyse der EEFs wurden einen Tag vor dem eigentlichen Experiment in
Chamberslides (Nunc, Wiesbaden) je 3 x 10* Hepatozyten in 400 pl Medium pro Kammer
ausplattiert und bis zur Konfluenz bei 37°C kultiviert.

Fir den Test wurden Hdmozdlsporozoiten in verschiedener Anzahl (1.000, 10.000 und
100.000) in 100 pl Gesamtvolumen pro Kammer pipettiert und fiir die Invasion 90 min bei
37°C inkubiert. Nach dem Abnehmen der Suspension wurden die Zellen mit 400 pl
vorgewarmten Kulturmedium bedeckt und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Um
Kontaminationen mit Bakterien vorzubeugen, wurde das Kulturmedium zusétzlich mit
100x round up versetzt. Am Tag 2 wurde das Medium mit round up morgens und abends
gewechselt. 48 Std. nach der Invasion wurden die Zellen mit eiskaltem Methanol fiir 10 min
fixiert, gefolgt von dreimaligem Waschen mit PBS/1% FCS. Nach einem 30-miniitigen
Blockierungsschritt mit PBS/10% FCS bei 37°C wurden die Zellen mit dem priméren
Antikdrper Anti-PhHSP70 (1:1) fiir 45 min bei 37°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
in PBS/1% FCS wurde der sekundidre Antikdrper Anti-Maus-AlexaFluor 488 (1:300) fiir
45 min bei 37°C dazugegeben. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit PBS/1% FCS wurde
das Préaparat mit PBS/50% Glyzerol (Roth) und einem Deckgléschen eingebettet und luftdicht

verschlossen.

2.2.8.17 Hepatozyten-Invasions-Test

Plasmodium-Sporozoiten konnen mithilfe bestimmter Oberfldchenproteine in die Hepatozyten
eindrigen. Durch eine sogenannte Doppelfiarbung kann das Invasionsverhalten der Parasiten
analysiert werden.

Hierfiir wurden, wie oben bereits beschrieben, Huh7-Zellen in Chamberslides kultivert. Pro
Kammer wurden 10.000 Himozdlsporozoiten in 100 pl Gesamtvolumen auf die Zellen
gegeben und fiir 90 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Suspensions-Uberstand
abgenommen und die Zellen fiir 10 min mit 400 pl 4% Formaldehyd (Merck) fixiert. Nach
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dreimaligem Waschen wurden unspezifische Bindungen mit PBS/10% FCS fiir 30 min bei
37°C blockiert und mit dem primiren Antikorper Anti-PhCSP fiir weitere 45 min bei 37°C
inkubiert. Es folgten drei Waschschritte und die Inkubation mit dem sekundéren Fluoreszenz-
gekoppelten Antikorper Anti-Maus Alexa-Fluor 546 fiir 45 min. Dieser farbt die
extrazelluliren Sporozoiten auBlerhalb der Hepatozyten rot. Zum Anférben der intrazelluldren
Sporozoiten wurden die Zellen mit eiskaltem Methanol fiir 10 min permeabilisiert, erneut mit
dem priméren Antikdrper Anti-PHCSP und anschlieend mit dem sekundédren Antikorper
Anti-Maus Alexa-Fluor 488 angefirbt, der die intrazelluldren Sporozoiten griin erscheinen
ldsst.

Das Verhiltnis der intra- zu den extrazelluldren Sporozoiten wurde mittels unterschiedlicher
Anfarbungen im Fluoreszenzmikroskop (Konfokales Laser-Scan-Mikroskop) sichtbar

gemacht.

47



Ergebnisse Anopheles

Ergebnisse — Teil 1 Anopheles

Die Rolle der neun Anopheles gambiae Prophenoloxidasen

in der Immunabwehr von Plasmodium berghei
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3.1 Ergebnisse — Teil I

Prophenoloxidasen (PPOs) gelten als Schliisselenzyme der Melanisierungsreaktion, die im
letzten Schritt der Kaskade in aktiver Form die Oxidation von Mono- und Diphenolen zu
Orthoquinonen katalysieren, die wiederum nicht-enzymatisch zu Melanin polymerisieren
(Abb. 1.6).

Anopheles gambiae besitzt neun PPO-Gene, deren Expressionsprofile teilweise iiberlappen.
Obwohl in anderen Insekten wie dem Tabakschwirmer Manduca sexta (Kanost et al., 2004),
dem Maulbeerspinner Bombyx mori (Ashida et al., 1983) oder der Stechmiicke Armigeres
subalbatus (Shiao et al, 2001) eine direkte Beteiligung der PPOs in der
Melanisierungskaskade erfolgreich nachgewiesen wurde, bleibt die Rolle der An. gambiae
PPOs noch offen.

Durch RNA-Interferenz wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression einzelner PPO-
Gene gezielt herunterreguliert und ihre Funktion in der Miicke analysiert. Im Mittelpunkt der
phénotypischen Untersuchungen stand die Auswirkung der PPO-Knockdowns auf die
Féahigkeit von An. gambiae, Plasmodium berghei Parasiten beim Durchqueren des
Mitteldarmepitheliums melanotisch einzukapseln.

Fiir die funktionelle Analyse wurden zwei Stimme von An. gambiae als Modellsysteme

eingesetzt: L3-5 und der durch RNA-Interferenz modifizierte Stamm G3/dsCTL-MAZ2.

L3-5 Miicken

Der genetisch selektionierte L3-5 Stamm von An. gambiae ist in der Lage, frithe Ookineten
und Oozysten von Plasmodium-Parasiten melanotisch einzukapseln (Abb. 3.1), sobald diese
das Mitteldarmepithel durchquert und die Basallamina erreicht haben (Collins et al., 1986).
Der Lebenszyklus des Malaria-Erregers wird somit unterbrochen und verleiht dem L3-5
Stamm Resistenz. Neuere Erkenntnisse deuten daraufhin, dass nicht nur die melanotische
Einkapselung von Ookineten, sondern auch deren Lyse als weitere Immunabwehr zur

Refraktoritdt des L3-5 Stammes beitrdgt (Blandin et al., 2004).
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Abb. 3.1 Melanotische Einkapselung
von P. berghei Parasiten in L3-5

Die Abb. zeigt den herauspréiparierten
Mitteldarm einer mit P. berghei
infizierten L3-5 Miicke am Tag 7 nach
der Infektion. Eingekapselte Parasiten
sind exemplarisch durch A markiert, —
entspricht 100 um.

G3 bzw. G3/dsCTL-MA2 Miicken
Der G3 Stamm ist suszeptibel fiir Malaria-Erreger. Obwohl der Grofteil der invadierenden
Ookineten durch Lyse abgetotet wird (~ 80%; Blandin et al., 2004), entwickelt sich ein Teil

der Parasiten auf der AuBlenseite des Mitteldarmepitheliums zu Oozysten weiter (Abb. 3.2).

Abb. 3.2 Entwicklung von P. berghei
Parasiten in infizierten G3-Miicken
Dargestellt ist der herauspriparierte
Mitteldarm einer G3-Miicke, die 7 Tage
zuvor mit einem GFP-exprimierenden
P. berghei Erreger infiziert wurde. Die
Parasiten haben sich zu grin-
fluoreszierenden Oozysten entwickelt.
— 100 pm.

Jingste Forschungsergebnisse haben ein Vektorprotein (CTL-MA2) identifiziert, das den
Malaria-Parasiten vor Melanisierung im suszeptiblen G3-Stamm schiitzt (Osta et al., 2004).
Durch Knockdown von CTL-MA2 mittels RNA-Interferenz werden 53% der normalerweise
durchkommenden Parasiten melanotisch eingekapselt (Abb. 3.3).

Um die Funktion der PPO-Gene von An. gambiae bei der Einkapselung von P. berghei
Parasiten zu untersuchen, wurden beide Systeme — sowohl L3-5 als auch G3/dsCTL-MA2 —
verwendet, da ein unterschiedlicher genetischer Hintergrund der beiden Melanisierungs-

reaktionen nicht ausgeschlossen werden kann.
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Durchlicht GFP

dsGFP 9

dsCTL-MA2

Abb. 3.3 Induktion der Melanisierungskaskade nach CTL-MA2 KD in G3-Miicken

Die Abbildung zeigt P. berghei Oozysten und melanisierte Ookineten auf der
MitteldarmauBenseite infizierter G3 Miicken, deren CTL-MA?2 Expression durch Injektion von
CTL-MA2 doppelstrangiger RNA (dsCTL-MAZ2) herunterreguliert wurde. Als Negativ-
kontrolle wurde dsGFP verwendet. (modifiziert von Osta et al., 2004)

3.1.1 Beteiligung der PPOs an der melanotischen Einkapselung von P. berghei
Parasiten

Um zundchst den Nachweis einer grundsitzlichen Beteiligung von PPOs an der
melanotischen Einkapselung von Plasmodium-Erregern zu erbringen, wurden die Enzyme
durch den kupferbindenden Tyrosinasehemmer Phenylthiourea (PTU) in P. berghei
infizierten L3-5 Miicken vollstindig inhibiert.

Schon friih in der Insektenbekdmpfung wurde PTU erfolgreich eingesetzt, um z.B. den durch
Melanisierung initiierten Wundheilungsprozess in der Raupe des Dickkopffalters Calpodes
ethlius (Lai-Fook, 1966) oder der Schafschmeil}fliegenlarve von Lucilia cuprina (Binnington

und Barrett, 1988) zu unterbinden.

3.1.1.1 PTU verhindert die melanotische Einkapselung von P. berghei Parasiten in
L3-5 Miicken

Fiir das Experiment wurden refraktdre L3-5 Miicken zwei Tage vor und nach der infektiosen

Blutmahlzeit mit einer PTU/Zuckerlosung gefiittert. Kontroll-Miicken erhielten ausschlieBlich

eine Zuckerlosung. Sieben Tage nach der Infektion mit P. berghei-Erregern wurden die

Mittelddrme infizierter Miicken herauspripariert, die Entwicklung der Parasiten durch

51



Ergebnisse Anopheles

Fluoreszenzmikroskopie analysiert und die Anzahl eingekapselter Ookineten bzw. lebender
Oozysten quantifiziert.

In drei unabhingigen Experimenten (Tab. 3.1) wiesen die Versuchsmiicken nach oraler
Verabreichung von PTU griin-fluoreszierende, lebende Oozysten auf (Abb. 3.4), wihrend die

Weiterentwicklung der Ookineten nach Uberquerung des Mitteldarmepitheliums in der

Kontrollgruppe durch melanotische Einkapselung unterbunden war.
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Abb. 3.4 Keine Melanisierung von P. berghei Parasiten in L3-5 nach PTU-Behandlung
Dargestellt sind die herauspriaparierten Mitteldirme P. berghei infizierter L3-5 Miicken, die
vor und nach der Blutmahlzeit entweder mit PTU (+ PTU; 0,7 mM) gefiittert wurden oder
unbehandelt blieben (- PTU). Wéhrend sich die Parasiten bei den PTU-behandelten Miicken 7
Tage nach der Infektion zu lebenden Oozysten weiterentwickelt haben, konnten in der
Kontrollgruppe (- PTU) nur eingekapselte Erreger detektiert werden. — 100 pm

Stamm  Exp. Versuchs- Anzahlder Einkapselung Oozysten Gesamtzahl der

gruppe Mitteldirme [%] [%] Parasiten/Miicke
L3-5 A + PTU 12 0 100 20 + 20,5
-PTU 10 100 0 36,3 +234
B +PTU 8 1,2 98.8 49,4 + 53,4
-PTU 9 99,9 0,1 71,1 £42,6
C +PTU 7 0 100 16,2 £ 18,7
-PTU 6 100 0 29,2 +25,5
Gesamt +PTU 27 0,6 99,4 27,5+343
-PTU 25 99,9 0,1 47,1 £ 36

Tab. 3.1: PTU bewirkt die Reversion des refraktiaren Phinotyps von L3-5 Miicken

Die Tabelle zeigt die Daten aus drei unabhingigen Experimenten (A-C), bei den L3-5
Miicken zwei Tage vor und nach der infektiosen Blutmahlzeit entweder mit einer
PTU/Zuckerlosung oder ausschlielich einer Zuckerlosung gefiittert wurden. Bei der + PTU-
Versuchsgruppe ist der refraktire Phinotyp von L3-5 Miicken zu 99,4% revertiert. Die
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Kontrollgruppe (- PTU) zeigt ein fiir L3-5 Miicken normales Einkapselungsverhalten von
99,9%. Die groBen Standardabweichungen bei der Gesamtparasitenzahl pro Miicke sind auf
die bei Fiitterungsexperimenten {iiblichen Schwankungen in der Infektivitit einzelner
Mitteldirme zuriickzufiihren. Die Zahlen variierten, obwohl nicht-blutgefiitterte Miicken
aussortiert worden waren, von 0 - 139 Parasiten pro Mitteldarm.

3.1.1.2 PTU hat keinerlei Auswirkungen auf den Phéinotyp von G3 Miicken

In der Literatur wird die Rolle der melanotischen Einkapselung von Parasiten in der
Immunabwehr kontrovers diskutiert. Wéhrend auf der einen Seite Melanisierung zur Isolation
und Totung des Parasiten durch die toxischen Nebenprodukte der Reaktion fiihren soll
(Dimopoulos et al., 1999), schlagen Blandin und Kollegen (2004) ein anderes Modell vor.
Demnach werden die P. berghei Ookineten nach Durchquerung des Mitteldarmepitheliums
von Komponenten aus der Himolymphe wie dem Komplement-dhnlichen Thioesterprotein
TEP1 erkannt und durch einen bisher unbekannten Mechanismus getotet. Erst in einem
ndchsten Schritt werden die toten Parasiten durch Lyse (G3) oder im Falle von L3-5 - Lyse
und Melanisierung - beseitigt.

Durch eine Versuchsreihe in G3 Miicken wurde tliberpriift, ob PTU ausschlieflich inhibierend
auf die PPO-Kaskade wirkt und damit lebende Parasiten in L3-5 Miicken zur Folge hat, oder
ob der Einsatz von PTU sich auch auf andere Bereiche der Immunabwehr — wie z.B. Lyse —
auswirkt. Die Durchfiihrung der Experimente war mit der unter Abschnitt 3.1.1.1
aufgefiihrten identisch.

Die mit PTU behandelten G3 Miicken zeigen gegeniiber den Kontroll-Miicken keinerlei
Unterschiede im Infektionsverhalten. Sowohl die Anzahl der Oozysten als auch die

Gesamtinfektivitdt sind in beiden Gruppen nahezu identisch (Tab. 3.2).

Stamm  Exp. Versuchs- Anzahlder Anzahlder Gesamtzahl der
gruppe Mitteldirme QOozysten Parasiten/Miicke

G3 A + PTU 25 47,6 47,6 £73.9
-PTU 24 45,8 45,8 +£50,3

B +PTU 26 71,4 71,4+ 91,1

-PTU 19 67,4 67,4+ 105,2

Gesamt + PTU 51 59,7 59,7 + 83,2

-PTU 43 55,3 55,3 £ 79,1

Tabelle 3.2: PTU hat keinen Effekt auf infizierte G3 Miicken

In zwei unabhingigen Experimenten (A und B) wurde nachgewiesen, dass PTU das Verhalten
von P. berghei infizierten G3 Miicken nicht beeinflusst. Die Gesamtinfektivitdt und Anzahl
der Oozysten sind zusammenfassend in beiden Miicken-Gruppen nahezu identisch.
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3.1.2 RNA-Interferenz ermoglicht die gezielte Herunterregulierung einzelner PPO-
Gene

Um herauszufinden, welche der neun PPO-Gene mafgeblich an der Melanisierung von P.
berghei Parasiten beteiligt sind, sollte gezielt die Expression einzelner Gene durch RNA-
Interferenz (RNA1) herabreguliert und ihre Funktion analysiert werden.

Der erfolgreiche Knockdown eines An. gambiae Gens durch intrathorakale Injektion von
doppelstrang-RNAs (dsRNAs) in adulte Miicken wurde erstmalig fiir Defensin von Blandin
und Kollegen (2002) beschrieben.

3.1.2.1  Herstellung der PPO-spezifischen dsRNAs

Fiir die Herstellung der PPO dsRNAs wurde von jedem Gen eine ca. 700 bp spezifische
Sequenz in der Nihe des 3’'-Terminus ausgewéhlt, mit Oligonukleotiden unterschiedlicher
Restriktionsschnittstellen amplifiziert und in einen Expressionsvektor kloniert, der zu beiden
Seiten des Polylinkers T7 Promotoren in entgegengesetzter Orientierung enthielt. Die
rekombinanten Plasmide wurden entsprechend ihren Restriktionsschnittstellen in zwei
separaten Ansdtzen einzelverdaut und dienten als Matrize fiir die nachfolgende Synthese der
Einzelstrang-RNAs (ssRNAs). Die ssRNAs wurden anschlieBend zu dsRNAs hybridisiert
(Abb. 3.5).

Insert Abb. 3.5 Schematische Dar-
EcoR1 stellung der dsRNA-Synthese
Dargestellt ist die Synthese der
sense und antisense RNA ausge-
hend vom jeweiligen T7 Promotor
mit nachfolgender Hybridisierung
zur dsRNA als schematische
I'd x4 Ubersicht. Als Template dient der
entsprechende, rekombinante PPO-
77 Vektor (PPOXpl.), der zuvor mit
den beiden Restriktionsenzymen
BamH1 und EcoR1 separat verdaut
wurde.

BamH1

PPOXpl.

T T + P S
sense-RNA antisense-RNA
A
dsRNA
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3.1.2.2  Durch RNAi wird die Expression einzelner PPO-Gene effizient auf

Transkriptionsebene herabreguliert

Als Nachweis fiir die erfolgreiche Herunterregulierung (Knockdown) aller neun PPO-Gene
auf Transkriptionsebene wurde ein Gemisch aller neun PPO-spezifischen dsRNAs (dsPPOs)
intrathorakal in 1-Tage alte G3 Miicken injiziert. Kontroll-Miicken wurden parallel dazu mit
der dsRNA des Griin-fluoreszierenden-Proteins (GFP) behandelt.

Einige PPO-Gene, wie die liberwiegend in Larven exprimierten PPO-Gene 2, 3 und 4 (Miiller
et al., 1999) werden erst nach einer Blutmahlzeit wieder entscheidend hochreguliert bzw. im
Falle des adultspezifischen PPOYs erstmalig hochreguliert. Um die Effizienz des
Knockdowns zu vergleichen, wurden daher Versuchs- und Kontrollmiicken entweder
kontinuierlich mit Zucker oder drei Tage nach dsRNA-Injektion mit Blut gefiittert.

Vier Tage nach Beginn des Experiments wurde die Gesamt-RNA aller Versuchs- und
Kontrollmiicken isoliert und fiir semiquantitative RT-PCR Analysen eingesetzt. Das
ribosomale Haushaltsgen S7 diente hierbei als interne Ladekontrolle (Abb. 3.6).

Alle mit dsPPO1-9 injizierten G3 Miicken — ob mit Blut oder ausschlieBlich mit Zucker
gefiittert — zeigen eine signifikante Reduktion ihrer PPO Transkriptmenge gegeniiber den
entsprechenden Kontroll-Miicken (Abb. 3.6); vorausgesetzt, das entsprechende PPO-Gen ist
in dieser spezifischen Phase des Experiments {iberhaupt exprimiert.

Bei den Versuchs-Miicken, die zusdtzlich am 3. Tag eine Blutmahlzeit erhielten, ist die
Transkription der PPO-Gene im Vergleich zu den Kontroll-Miicken nicht vollig unterbunden.
Dies zeigt, dass RNA-Interferenz nicht zu einem vollstindigen Knockdown der Gen-

expression flihrt.
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360 hp+_ PPO1  Abb. 3.6 Effiziente Reduktion der

PPO-Expression durch RNAi

340 bp—+ _ PPO2 PPO-Expressionsprofile wurden vier
Tage nach dsPPOI1-9 Injektion in G3
340 I:-‘1:3'_"-_ PPO3 Miicken mittels semiquantitativer RT-
250 EP-'*_ PPO4 PCR untersucht. Versuchs- u. Kontroll-
miicken (dsGFP) wurden wihrend des
350 |:p+= PPO5 Experiments ausschlieBlich mit Zucker
gefiittert (Z) oder bekamen drei Tage
380 hp_"m PPO6 nach dsRNA-Injektion eine Blutmahlzeit
(BM). S§7 Transkripte wurden zur
330 I:'.p—r-_ PPO7 Standardisierung in 21 Zyklen, PPO
400 |:p+_ PPOS Transkripte in 30 Zyklen amplifiziert.
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3.1.2.3  DsPPQO9 reguliert spezifisch die Expression des Gens herunter

Um Kreuzreaktionen der doppelstrang-RNAs untereinander auszuschlieBen, wurden dsPPOs
einzeln in G3 Miicken injiziert und die Expressionsprofile aller PPO-Gene mittels
semiquantitativer RT-PCR analysiert.

Fiir die Darstellung der Knockdown-Spezifitdt wurde PPO9 exemplarisch ausgewdhlt, da ein
starker Expressionsanstieg von PPO9 nach der Blutmahlzeit die Knockdown-Effizienz und
Spezifizitidt am deutlichsten hervortreten lieB3.

Die experimentelle Durchfiihrung war mit der unter Punkt 3.1.2.2 aufgefiihrten identisch.
Anstelle eines Gemischs aller neun dsPPOs wurde diesmal dsPPO9 allein injiziert.

Die Analyse der semiq. RT-PCR Daten zeigt eine signifikante Herunterregulierung der PPO9
Expression in blutgefiitterten, dsPPO9 injizierten G3 Miicken im Vergleich zu den
entsprechenden dsGFP behandelten Kontroll-Miicken (Abb. 3.7). Die Expressionsprofile der
PPO-Gene /-8 sind dagegen unverdndert gegeniiber denen der Kontrollgruppen.
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360 |:|-p+— PPOY  Abb. 3.7 Spezifische Reduktion der
PPOY Expression mittels RNAi

340 bp—rm PP(0O2  PPO-Expressionsprofile wurden vier

Tage nach dsPPO9 Injektion in G3

340 hp"'— PPO3 Miicken mittels semiquantitativer RT-

PO4 PCR untersucht. Versuchs- u. Kontroll-

250 I:]"‘.:"_'F_ P miicken wurden entweder ausschlieBlich

350 bp += PPO5  mit Zucker behandelt oder bekamen am

Tag 3 nach der dsRNA-Injektion eine

350 I;]-p—rm PPO% Blutmahlzeit (BM). S§7 wurde zur

Anpassung der einzusetzenden cDNA-

330 bp+_ PPO7  Mengen verwendet. S7 Transkripte
wurden mit 21 Zyklen, PPO-Transkripte

400 I:]'F"_"'_ PPOS mit 30 amplifiziert.
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3.1.2.4  RNAI reduziert die PPO6 Expression auf Transkriptions- und Translations-
ebene

Wie in den vorangegangenen Experimenten aus Abschnitt 3.1.2.2. bzw. 3.1.2.3 bereits gezeigt
wurde, ist eine effiziente und spezifische Herunterregulierung einzelner PPO-Gene durch
RNAI auf Transkriptionsebene mdoglich.

Aufgrund der begrenzten Verfiigbarkeit an spezifischen Antikdrpern gegen PPOs, wurde der
Nachweis einer fehlenden Proteinproduktion als Folge des Knockdowns exemplarisch am
Beispiel von PPO6 demonstriert. Immunoblotanalysen von 3-Tage alten G3 Miicken, die zwei
Tage zuvor mit dsPPOG6 injiziert wurden, zeigten jedoch keinerlei Verdnderung in ihrer PPO6-
Proteinmenge im Vergleich zu den Kontroll-Miicken (Daten nicht gezeigt, Ergebnis
vergleichbar mit Abb. 3.8).

Als moglicher Grund wurde eine hohe Stabilitdt der PPO-Proteine vermutet. PPO6 ist zwar
adultspezifisch, seine Expression startet aber bereits im spiaten Puppenstadium und setzt sich
in der Miicke fort (Miiller et al., 1999). Da die dsRNA-Aufnahme in die Zellen und die
Entfaltung ihrer Wirkung zwei bis drei Tage benétigen kann (personliche Mitteilung von S.
Blandin), war die Injektion in 1-Tage alte Miicken wahrscheinlich zu spdt, um eine

Proteinsynthese effizient zu verhindern.
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Aus diesem Grund wurden in einer weiteren Versuchsreihe spétes Puppenstadium sowie
spites 3. bzw. frithes 4. Larvenstadium des G3-Stammes mit dsPPO6 injiziert. Als Vergleich
dienten unbehandelte bzw. mit H,O injizierte Stadien. Anstelle von dsGFP wurde diesmal
H,0 als Aquivalent verwendet, da auch die dsRNA in Wasser geldst ist.

Proteinextrakte wurden aus 1-Tage alten Miicken gewonnen und PPO6 Proteinkonzen-
trationen mittels Immunoblotverfahren analysiert.

Die G3-Miicken, die als reife Puppen mit dsPPO6 injiziert wurden, weisen keinerlei
Reduktion ihrer PPO6-Proteinmenge gegeniiber den Kontroll-Gruppen auf (Abb. 3.8), obwohl
auf Transkriptionsebene bei paralleler Versuchsdurchfithrung die PPO6 Expression eindeutig
reduziert ist (Abb. 3.9). Erst die Injektion von spiten 3. bzw. frilhen 4. Larvenstadien erzielt
die gewlinschte Reduktion von PPO6 auch auf Translationsebene. Die Versuchsgruppe zeigt
eine signifikante Abnahme der PPO6 Proteinmenge gegeniiber den beiden Kontrollgruppen
auf (Abb. 3.10).

Die Versuche verdeutlichen, dass dsPPOs ein bis zwei Tage vor dem Expressionsbeginn ihres
jeweiligen Gens injiziert werden miissen, um eine umfassende Reduktion sowohl auf

Transkriptions- als auch Translationsebene zu erzielen.

Ad. 1 Tag
Marker o
[kDa] &5 <€
\)(;o L &Q
75 =
50 —

Abb. 3.8 Keine Reduktion der PPO6 Proteinmenge durch dsPPO6-Injektion in reife
G3 Puppen

Gezeigt ist der Immunoblot von 1-Tage alten, adulten G3 Miicken (Ad. 1 Tag), die als
reife Puppen mit dsPPO6 bzw. H,O injiziert wurden oder unbehandelt (unbeh.) blieben.
Jeweils das Proteindquivalent einer Miicke (durch Bradford-Messungen angeglichen)
wurde aufgetragen. Polyklonaler Maus-Antikorper gegen PPO6 detektierte eine starke, ca.
70 kDa Bande fiir PPO6 und oberhalb davon eine schwache, durch Kreuzreaktion mit
PPO4 verursachte Bande. PPO6 in der dsPPO6-Versuchsgruppe zeigt keinerlei
Verianderungen in der Expressionsstirke gegeniiber den beiden Kontrollgruppen.
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Abb. 3.9 Signifikante Reduktion der
PPO6 Transkript-Menge nach
dsPPOG6-Injektion in reife G3 Puppen

Semiquantitative RT-PCR von 1-Tage
alten G3 Miicken (Ad. 1 Tag), die als
reife Puppen mit dsPPO6 bzw. H,O
injiziert wurden oder unbehandelt
(unbeh.) blieben. S7 diente als interne
Ladekontrolle. PPO6 wurde mit 30
Zyklen, S7 mit 21 Zyklen amplifiziert.
Die dsPPO6 Miicken zeigen eine
deutliche Reduktion in der PPO6-
Expression gegeniiber ihren beiden
Kontrollgruppen.
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Abb. 3.10 Reduktion der PPO6 Proteinmenge nach dsPPO6-Injektion in spites 3. bzw.

friithes 4. Larvenstadium

Gezeigt ist der Immunoblot von 1- und 5-Tage alten G3 Miicken (Ad.), die im spéten 3. bzw.
frithen 4. Larvenstadium mit dsPPO6 bzw. H,O injiziert wurden oder unbehandelt (unbeh.)
blieben. Das Proteindquivalent von jeweils einer Miicke wurde durch Bradford-Messungen
einander angeglichen und aufgetragen. Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen PPO6
detektierte eine einzelne Bande bei ca. 70 kDa. In den 1-Tage alten dsPPO6 Miicken konnte
nur eine sehr geringe Proteinmenge von PPO6 nachgewiesen werden bzw. in den 5-Tage alten
iiberhaupt keine, im Gegensatz zu den entsprechenden Kontrollgruppen.
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3.1.3 PPOI1, 3 - 6 und 9 werden als potentielle Kandidatengene erachtet

Fiir die Knockdownstudien wurden PPOJ5, 6 und 9 von Anfang an in Betracht gezogen, da es
die drei adultspezifischsten Gene sind; allen voran PPO9Y, dessen Expression ausschlief8lich in
der adulten Miicke und speziell nach der Blutmahlzeit hochreguliert ist (Abb. 3.6; Daten nicht
gezeigt).

Fiir die Auswahl weiterer Kandidatengene wurde das Expressionsverhalten der tibrigen PPOs
(I - 4, 7 u. 8 nach P. berghei Infektion in L3-5 Miicken analysiert. L3-5 Miicken bekamen
entweder eine normale Blutmahlzeit (nicht-infiziert), wurden an P. berghei infizierten
Maiusen fiittern gelassen (infiziert) oder iiber die gesamte Dauer des Experimentes
ausschlieBlich mit Zucker versorgt (Kontrolle). Uber einen Zeitverlauf von 24 Std., 48 Std.,
4 und 6 Tagen wurden die Mitteldirme der nicht-infizierten (n.i.), infizierten (inf.) und
Kontroll-Miicken (k) herausprépariert, die Gesamt-RNA isoliert und fiir semiquantitative RT-
PCR eingesetzt (Abb. 3.11).

Mit der Auswahl der Zeitpunkte sollten diejenigen PPO-Gene identifiziert werden, die
wiéhrend der melanotischen Einkapselung der P. berghei Parasiten (zwischen 24 bis 48 Std.)
stark exprimiert oder sogar reprimiert sind; sowie Gene, deren Expression vier bis sechs Tage
nach Infektion stark ansteigt, um nach eventueller Melanisierungsbeteiligung den PPO-
Grundbedarf wieder abzudecken.

PPOI ist 24 Std. nach der Blutmahlzeit in nicht-infizierten, nicht aber in infizierten Miicken
stark exprimiert. Erst 48 Std. nach der Infektion nimmt die Transkript-Menge in infizierten
Miicken gegeniiber nicht-infizierten entscheidend zu.

PPQO?2 ist iiber die gesamte Versuchsdauer gleichbleibend exprimiert und zeigt keine groBBeren
Verdnderungen in der Transkript-Menge.

PPO3 wird 24 Std. und 48 Std. nach der Blutmahlzeit in nicht-infizierten Miicken stark
exprimiert, wobei nach 24 Std. die Expression in nicht-infizierten Miicken iiberwiegt und
dieser Effekt sich nach 48 Std. umkehrt.

PPO4-Transkript ist bereits in drei Tage alten Miicken vorhanden (t = 0) und die Expression
bleibt wihrend den ersten 24 Stunden des Experimentes in allen drei Gruppen unvermindert
stark. Nach 48 Stunden und 4 Tagen dagegen ist in den infizierten Miicken keine PPO4-
Expression detektierbar. Diese steigt erst wieder nach 6 Tagen an.

Die Expression von PPO7 und § ist gegeniiber den anderen PPO-Genen nur sehr schwach
ausgepriagt. Wéhrend bei den anderen PPO-Genen 30 PCR-Zyklen fiir die Amplifikation
einer ausreichenden Transkript-Menge geniigte, konnten bei PPO7 und § erst mit 34 Zyklen

iiberhaupt Transkriptionsprodukte detektiert werden. Thre Expression in der adulten Miicke
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wird erst nach der Blutmahlzeit induziert, wobei die Transkript-Menge der beiden Gene 24
Stunden nach der Infektion in nicht-infizierten Miicken zundchst {iberwiegt und sich dann,

wie bei PPO3, im Verhiltnis von infizierten und nicht-infizierten Miicken umkehrt.

24 Std. 48 Std. 4 Tage 6 Tage

N o& N & & &
R R A S R T S T S . T

W MRS IR A

Abb. 3.11 PPO-Expression in L3-5 Miicken nach P. berghei Infektion

Semiquantitative RT-PCR von L3-5 Miicken unmittelbar vor der Blutmahlzeit (BM, t = 0), 24
Std., 48 Std., 4 Tage (4T) und 6 Tage (6T) nach P. berghei Infektion. L3-5 Miicken wurden
entweder ausschlieflich mit Zucker als Kontrolle (k), mit nicht-infiziertem (n.i.) oder P.
berghei infizierten (inf.) Blut gefiittert. S7 wurde zur Standardisierung eingesetzt. S7
Transkript wurde in 21 Zyklen, PPOI - 4 in 30 Zyklen und PPO7 u. 8 in 34 Zyklen
amplifiziert.

Zusammenfassend wurden, zusétzlich zu den bereits bestehenden Kandidatengenen PPOS, 6
und 9, folgende weitere PPO-Gene nach ihrem charakteristischen Expressionsverlauf fiir die
Knockdownstudien ausgewéhlt: PPO!I aufgrund der signifikanten Hochregulierung 48 Std.
nach Infektion; PPO3 und PPO4 wegen ihrer allgemein starken Expression nach der
Blutmabhlzeit sowie im Falle von PPO3 der erhdhten Transkript-Menge in infizierten Miicken
48 Std. nach Infektion bzw. bei PPO4 dem volligen Ausbleiben der Transkription.

PPO7 und 8 wurden zunichst aus den Knockdownstudien ausgeschlossen, da sie nur relativ
schwach in der adulten Miicke exprimiert werden. Ebenso auch PPO2. Obwohl das Gen in
der adulten Miicke exprimiert ist, zeigt es keinerlei charakteristische Verdnderungen im

Transkriptionsprofil nach P. berghei Infektion.
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3.14 Funktionelle Analyse der Gene PPOI, 3 - 6 und 9

Aufgrund der Vielzahl moglicher Kandidatengene wurden zunichst jeweils drei PPO-Gene
gemeinsam durch RNA-Interferenz herunterreguliert, um bei erfolgreicher Beeinflussung des
Melanisierungsphinotyps von G3/dsCTL-MA2 und L3-5 Miicken die Gene anschliefend in
Einzelknockdowns genauer zu charakterisieren.

Die Kombination von drei dsRNAs ist die Hochstzahl an gleichzeitig durchfiihrbaren PPO-
Knockdowns, wenn man beriicksichtigt, dass bei G3 Miicken zusitzlich die dSRNA von CTL-
MA?2 hinzugefiigt werden mufl. Experimentelle Erfahrungen haben gezeigt, dass die
Ausgangskonzentration der dsRNAs fiir eine nahezu vollstindige Herunterregulierung der
Genexpression beibehalten werden muss. Gleichzeitige Knockdown-Versuche aller neun
PPOs - wie unter 3.1.2.2 beschrieben — zeigten zwar eine effiziente Reduzierung der
Genexpression auf Transkriptionsebene (Abb. 3.6), hatten jedoch keine Auswirkungen auf
den Phénotyp infizierter L3-5 Miicken (Daten nicht gezeigt). Als Erkldrung wurde die
geringerere Konzentration jeder dsRNA, bedingt durch die 1:9 Verdiinnung im Gesamt-
Gemisch in Betracht gezogen. Da die Ausgangskonzentration jeder dSRNA auch gleichzeitig
der Maximalkonzentration entspricht, die mit dem Injektionsgerit aufgenommen werden
kann, muss beim Injizieren mehrerer dsRNAs entsprechend die Anzahl der
hintereinanderfolgenden Injektionen erhoht werden (bei einem Gemisch aus drei dsRNAs
muss entsprechend drei mal nacheinander injiziert werden). Das Maximalvolumen, das in die
Miicke problemlos injiziert werden kann, ohne dass Fliissigkeit wieder austritt oder die
Miicke zu Schaden kommt, entspricht einer viermaligen Injektion (276 nl).

Obwohl die Expression von PPOS5 und 6 bereits im Puppenstadium einsetzt und die
Ergebnisse von 3.1.2.4, Abb. 3.10 eine rechtzeitige Injektion der dsSRNA ein bis zwei Tage
vor Transkriptionsbeginn des eigentlichen Gens vorsehen, wurde auf eine zeitversetzte
dsRNA-Injektion verzichtet. Versuche, in denen dsPPO5 und 6, bzw. H,O als Kontrolle, in
spétes 3./friihes 4. Larvenstadium injiziert wurden, gefolgt von einer weiteren dsPPO- bzw.
H,O-Injektion in die adulten Miicken, bewirkte sowohl in der Versuchs- als auch
Kontrollgruppe eine starke Schwichung der Miicken, die kurze Zeit danach zum Tode fiihrte
(Daten nicht gezeigt). DsPPO5 und 6 wurden stattdessen gemeinsam mit den anderen
dsRNAs in 1-Tage alte Miicken injiziert, unter der Annahme, dass die bis dahin synthetisierte
Proteinmenge an PPOS5 und 6 zwar fiir die Melanisierung eingesetzt wird, aber nicht

ausreichend ist.
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3.14.1 G3/dsCTL-MA2

3.1.4.1.1 Gleichzeitiger Knockdown von PPOI, 4 und 6 bewirkt eine partielle
Reversion des Melanisierungsphinotyps von G3/dsCTL-MA2 Miicken

G3 Miicken wurden mit einem Gemisch aus dsCTL-MA2 und dsPPO1/4/6 viermal
hintereinander injiziert; Kontrollmiicken mit dSCTL-MA2 und 3x dsGFP. Sieben Tage nach
Infektion mit P. berghei wurden die Mitteldirme herauspréipariert und die Anzahl lebender
Oozysten bzw. eingekapselter Ookineten durch Fluoreszenz- und Durchlichtmikroskopie
quantifiziert.

Die gesammelten Daten aus fiinf unabhidngigen Experimenten zeigen einen deutlichen
Riickgang der eingekapselten Parasiten in Relation zur Gesamtparasitenanzahl (Abb. 3.12a
und b). Im Vergleich zu den Kontrollmiicken (dsCTL-MA2/dsGFP) werden bei nahezu
identischen Infektionszahlen prozentual gesehen weniger Erreger eingekapselt und
entsprechend mehr Parasiten entwickeln sich zu Oozysten weiter. Das Einkapselungs-
verhéltnis der Kontrollgruppe entspricht dagegen mit durchschnittlich 60% den Ergebnissen
von Osta et al., 2004 (53% eingekapselte Parasiten beim CTL-MA2 KD).
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Abb. 3.12a Parasitenverteilung pro Mitteldarm von dsPPO1/4/6 und 3x dsGFP
injizierten G3/dsCTL-MA2 Miicken

Die Daten aus fiinf unabhéngigen Experimenten, die alle eine dhnliche Verteilung aufwiesen,
wurden zusammengefasst. Mittelddrme sind entsprechend ihrer Gesamtzahl an Parasiten in
drei Infektionsklassen (0-30, 31-100, 101-200) unterteilt. Pro Infektionsstufe waren
mindestens 10 Mitteldirme vorhanden. Das Verhiltnis an eingekapselten Parasiten zur
Gesamtanzahl der Parasiten in der jeweiligen Gruppe ist in Prozent ausgedriickt. Die mittlere
Infektivitdt (MI) ist gemeinsam mit der Gesamtzahl der Mittelddrme (n) in der Legende
wiedergegeben.
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dsCTL-MA2 + 3x dsGFP dsCTL-MA2 + dsPPO1/4/6 dsCTL-MA2 + dsPPO1/4/6
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Abb. 3.12b Mitteldirme von dsPPO1/4/6 injizierten G3/dsCTL-MA2 Miicken weisen
weniger eingekapselte und mehr lebende Parasiten auf

Die Abbildung zeigt einen herauspriparierten Mitteldarm der Kontrollgruppe (dsCTL-MA2 +
3x dsGFP) sowie einen wenig und stark infizierten Mitteldarm der Versuchsgruppe (dsCTL-
MA?2 + dsPPO1/4/6). In der Versuchsgruppe ist das Verhiltnis von eingekapselten Parasiten
zu Oozysten zugunsten der Oozysten verschoben. — 100 um
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3.1.4.1.2 Gleichzeitiger Knockdown von PPO4 und 6 fiithrt erst bei hoher Infektivitat
zum deutlichen Riickgang der Melanisierung in G3/dsCTL-MA2 Miicken

Um die Zahl der mdglichen Kandidatengene aus dem Dreifach-Knockdown einzugrenzen,
wurden G3 Miicken mit einem Gemisch aus dsCTL-MA2 und dsPPO4/6 dreimal
hintereinander injiziert bzw. Kontrollmiicken mit dsCTL-MA2 und 2x dsGFP.

Die PPO4/6 Knockdown-Miicken zeigen bei nahezu identischer Gesamtinfektivitit eine
geringfiigig verminderte Einkapselungsfiahigkeit von Parasiten gegeniiber den Kontroll-
Miicken (Abb. 3.13). Erst bei sehr hoher Infektionsrate (>300 Parasiten pro Mitteldarm) sinkt
die Melanisierungsrate drastisch auf 2,2% ab, wéhrend sie bei den Kontrollmiicken nach wie

vor iiber 40% (hier 42%) liegt.
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Abb. 3.13 Parasitenverteilung pro Mitteldarm von dsPPO4/6 und 2x dsGFP injizierten
G3/dsCTL-MA2 Miicken

Die Daten aus drei unabhéngigen Experimenten wurden zusammengefasst. Mittelddrme sind
entsprechend ihrer Gesamtzahl an Parasiten in fiinf Infektionsstufen unterteilt (0-30, 31-100,
101-200, 201-300 und >300). Die Anzahl der Mittelddrme pro Infektionsstufe - sofern nicht >
10 — lautet wie folgt: 0-30 dsPPO4/6 8 Mittelddrme, 31-100 dsGFP (2x) 6 Mittelddrme, 101-
200 dsGFP (2x) 7 Mittelddrme, 201-300 dsPPO4/6 u. dsGFP (2x) > 5 Mittelddrme und >300
dsGFP (2x) 6 Mittelddrme. Das Verhiltnis an eingekapselten Parasiten zur Gesamtanzahl der
Parasiten in der jeweiligen Gruppe ist in Prozent ausgedriickt. Mittlere Infektivitiat (MI) und
Gesamtzahl der Mittelddrme (n) sind in der Legende aufgefiihrt.
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3.1.4.1.3 Nur der Einzelknockdown von PPOI zeigt eine verminderte Einkapselungs-

fihigkeit

Die PPO-Gene I, 4 und 6 wurden einzeln in G3/dsCTL-MA2 Miicken durch RNA-
Interferenz herunterreguliert und ihre Auswirkungen auf die melanotische Einkapselung von
P. berghei Parasiten untersucht. Hierfliir wurden G3 Miicken mit einem Gemisch aus dsCTL-
MA?2 und dsPPO1, 4 oder 6 zweimal hintereinander injiziert bzw. mit dSCTL-MA2/dsGFP als
Kontrolle behandelt.

Obwohl die mittlere Infektionsrate bei den Versuchsmiicken des PPOI-Knockdowns deutlich
hoher gegeniiber den Kontrollmiicken ist, bewirkt die Herunterregulierung von PPO! eine
verminderte Einkapselungsfahigkeit bei starker Beanspruchung des Immunsystems (ab >30
Parasiten pro Mitteldarm, Abb. 3.14).

G3/dsCTLMAZ2 Miicken, in denen die Expression von PPO4 herunterreguliert wurde, zeigen
ein nahezu identisches Einkapselungsverhalten bei gleichzeitig hdherer, mittlerer
Infektionsrate (Abb. 3.15). Ebenso fiihrt der Knockdown von PPO6 bei einer erhohten
mittleren Infektionsrate zu einem nahezu identischen Einkapselungsverhalten bzw. sogar zu

einer stirkeren Melanisierung bei geringer Mitteldarminfektivitdt (<100, Abb. 3.16).
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Abb. 3.14 Parasitenverteilung pro Mitteldarm nach PPOI KD in G3/dsCTL-MA2
Miicken

Die Daten aus drei unabhéngigen Experimenten wurden zusammengefasst. Mittelddrme sind
entsprechend ihrer Gesamtzahl an Parasiten in vier Klassen (0-30, 31-100, 101-200, >200)
unterteilt. Pro Infektionsstufe waren mindestens 10 Mittelddrme vorhanden. Das Verhiltnis an
eingekapselten Parasiten zur Gesamtanzahl der Parasiten in der jeweiligen Gruppe ist in
Prozent ausgedriickt. Mittlere Infektivitdt (MI) und Gesamtzahl der Mitteldirme (n) sind in
der Legende angegeben.
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Abb. 3.15 Parasitenverteilung pro Mitteldarm nach PPO4 KD in G3/dsCTL-MA2
Miicken

Die Daten aus sechs unabhidngigen Experimenten wurden zusammengefasst. Weitere
Abbildungsdetails stimmen mit denen unter Abb. 3.14 aufgefiihrten Beschreibungen iiberein.
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Abb. 3.16 Parasitenverteilung pro Mitteldarm nach PPO6 KD in G3/dsCTL-MA2
Miicken

Die Daten aus fiinf unabhingigen Experimenten wurden zusammengefasst. Der weitere
Abbildungsaufbau stimmt mit dem unter Abb. 3.14 iiberein.

67



Ergebnisse Anopheles

3.1.4.1.4 Kombinierter Knockdown von PP0O3/5/9 in G3/dsCTL-MA2 Miicken bewirkt

bei hoher Infektivitit einen Riickgang in der Melanisierung

Analog zu 3.1.4.1.1 wurde ein kombinierter Knockdown von PPO3, 5 und 9 in G3/dsCTL-
MA2 Miicken durchgefiihrt.

Die Versuchsmiicken, in denen die Expression von PPO3, 5 und 9 herunterreguliert wurde,
kapseln weniger Parasiten ein als die Kontrollmiicken. Bei einer Infektionsrate von 101-200
Erreger pro Mitteldarm ist die Melanisierungsreaktion sogar um die Halfte reduziert

(Versuchsmiicken 24.5% - Kontrollmiicken 51.9%, Abb. 3.17).
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Abb. 3.17 Parasitenverteilung pro Mitteldarm nach KD von PPO3/5/9 in G3/dsCTL-
MAZ2 Miicken

Die Daten aus vier unabhéngigen Experimenten wurden zusammengefasst. Mittelddrme sind
entsprechend ihrer Gesamtzahl an Parasiten in drei Infektionsstufen (0-30, 31-100, 101-200)
unterteilt. Pro Infektionsstufe waren mindestens 10 Mittelddrme vorhanden; Ausnahme: 101-
200 8 Mittelddirme bei dsGFP(3x). Die weiteren Abbildungsbeschreibungen sind mit denen
von Abb. 3.14 identisch.
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3.1.4.1.5 Weder der kombinierte KD von PPO3/5 noch die Einzelknockdowns von
PPO3, 5 und 9 bewirken eine Reduktion der Melanisierung in G3/dsCTL-
MA2 Miicken

Um zu tiberpriifen, welche der Gene aus dem Dreifach-Knockdown fiir die Melanisierung
entscheidend sind, wurden analog zu 3.1.4.1.2 und 3.1.4.1.3 PPO3 und 5 gemeinsam, sowie
PPO3, 5 und 9 einzeln herunterreguliert.

Weder der kombinierte Knockdown von PPO3 und 5 (Abb. 3.18) noch die Einzelknockdowns
von PPO3 (Abb. 3.19), PPO5 (Abb. 3.20) und PPOY (Abb. 3.21) fiihrten zu einer
verminderten Einkapselung von P. berghei Parasiten in G3/dsCTL-MA2 Miicken.
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Abb. 3.18 Parasitenverteilung pro Mitteldarm nach KD von PPO3/5 in G3/dsCTL-MA2
Miicken

Die Daten aus drei unabhéngigen Experimenten wurden zusammengefasst. Mitteldirme sind
entsprechend ihrer Gesamtzahl an Parasiten in vier Infektionsstufen (0-30, 31-100, 101-250,
>251) unterteilt. Die Anzahl der Mittelddrme pro Infektionsstufe - sofern nicht > 10 — lautet
wie folgt: 0-30 9 Mitteldairme bei dsPPO3/5, 31-100 6 Mittelddirme bei dsGFP(2x), 101-250
8 Mittelddrme bei dsGFP(2x), >251 6 Mittelddirme bei dsPPO3/5 und 9 Mitteldirme bei
dsGFP(2x). Die weiteren Abbildungsbeschreibungen stimmen mit denen unter Abb. 3.14
aufgefiihrten iiberein.
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Abb. 3.19 Parasitenverteilung pro Mitteldarm nach KD von PPO3 in G3/dsCTL-MA2
Miicken

Die Daten aus fiinf unabhéngigen Experimenten wurden zusammengefasst. Mittelddrme sind
entsprechend ihrer Gesamtzahl an Parasiten in vier Infektionsstufen unterteilt (0-30, 31-100,
101-200, 201-300). Die Anzahl der Mitteldarme pro Infektionsstufe betrug > 10 Mittelddrme.
Weitere Abbildungsdetails siche Abb. 3.14.
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Abb. 3.20 Parasitenverteilung pro Mitteldarm nach KD von PPO5 in G3/dsCTL-MA2
Miicken

Die Daten aus vier unabhédngigen Experimenten wurden zusammengefasst. Mittelddrme
wurden entsprechend ihrer Gesamtzahl an Parasiten in fiinf Infektionsklassen aufgeteilt (0-30,
31-100, 101-200, 201-300 und >300). Die Anzahl der Mitteldirme pro Infektionsstufe betrug
>10. Weitere Abbildungsangaben stimmen mit denen unter Abb. 3.14 iiberein.
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Abb. 21 Parasitenverteilung pro Mitteldarm nach KD von PP0OY in G3/dsCTL-MA2
Miicken

Die Daten aus fiinf unabhingigen Experimenten wurden zusammengefasst. Mittelddrme
wurden entsprechend ihrer Gesamtzahl an Parasiten in vier Infektionsstufen unterteilt (0-30,
31-100, 101-200 und 201-300). Die Anzahl der Mitteldirme pro Infektionsstufe war jeweils
>10. Weitere Abbildungsangaben stimmen mit denen unter Abb. 3.14 iiberein.

3.14.2 L35

3.1.4.2.1 Der gleichzeitige Knockdown von PPO1/4/6 und PP0O3/5/9 in L3-5 Miicken

reduziert die Anzahl eingekapselter Parasiten

Die Einkapselung von G3/dsCTL-MA2 und L3-5 Miicken beruht vermutlich auf einem
unterschiedlichen genetischen Hintergrund. Daher wurden Auswirkungen der bereits in
G3/dsCTL-MA2 erfolgreich getesteten Dreifach-Knockdownkombinationen von PPO1/4/6
und PPO3/5/9 auch in L3-5 Miicken tliberpriift.

L3-5 Miicken wurden entweder mit einer Kombination aus dsPPO1/4/6, dsPPO3/5/9 oder
dsGFP(3x) drei mal hintereinander injiziert und nach einer dreitigigen Rekonvaleszenzzeit
mit P. berghei Parasiten infiziert. Sieben Tage nach der Infektion wurden die Mittelddrme
herausprépariert und die Anzahl der eingekapselten Parasiten mit Durchlichtmikroskopie
quantifiziert bzw. mit Fluoreszenzmikroskopie auf lebende Oozysten hin untersucht.

Sowohl die Herunterregulierung von PPQO1/4/6 als auch von PP0O3/5/9 bewirken eine

signifikante Reduktion der Anzahl eingekapselter Parasiten in den L3-5 Versuchsgruppen
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gegeniiber den Kontrollmiicken (Abb. 3.22 und 3.23), nicht aber ein Uberleben der Parasiten
in Form von lebenden Oozysten. Da keine Oozysten in den Knockdown-Miicken beobachtet
wurden, entspricht somit die Anzahl der eingekapselten Parasiten auch gleichzeitig der

,,sichtbaren* Gesamtinfektivitét.
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Abb. 3.22 Anzahl eingekapselter Parasiten bzw. Gesamtinfektivitit nach PPO1/4/6 und
PPO3/5/9 KD in L3-5 Miicken

Die Daten aus vier unabhingigen (KD PPO1/4/6) bzw. finf unabhingigen (KD PP0O3/5/9)
Experimenten wurden zusammengefasst und in einer gemeinsamen Grafik dargestellt. Die
Anzahl der eingekapselten Parasiten entspricht auch gleichzeitig der Gesamtinfektivitdt, da
weder in den Versuchs- noch Kontrollgruppen Oozysten vorhanden waren. Die Anzahl der
Mitteldarme (n) ist in der Legende aufgefiihrt.
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dsGFP dsPPO1/4/6 Tl

Abb. 3.23 Mitteldirme von dsPPO1/4/6 injizierten L3-5 Miicken weisen weniger
eingekapselte Parasiten auf, aber keine Oozysten

Die Abbildung zeigt einen herauspriparierten Mitteldarm der Kontroll-Gruppe dsGFP(3x),
und einen infizierten Mitteldarm der Versuchsgruppe dsPPO1/4/6 sieben Tage nach P.
berghei Infektion. Die Anzahl der eingekapselten Parasiten ist in der Versuchsgruppe deutlich
geringer. A Markierung einzelner melanisierter Erreger in der Knockdowngruppe; —
entspricht 100 pm.
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Ergebnisse — Teil Il Anopheles

Speicheldriisen-Rezeptoren von Anopheles gambiae als
potentielle Angriffspunkte, die Ubertragung von

Plasmodium berghei Parasiten zu stoppen
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3.2 Ergebnisse — Teil 11

Die Invasion der Plasmodium Sporozoiten in die Speicheldriisen der Miicke ist entscheidend
fiir die Ubertragung in den menschlichen Wirt. Bislang sind die molekularen Prozesse, vor
allem der Erkennungsmechanismus zwischen Sporozoiten und Speicheldriisen, noch immer
wenig verstanden. Genaue Kenntnisse hierin sind essentiell fiir die Identifizierung neuer

Angriffspunkte, um die Ubertragung der Malaria-Parasiten zu verhindern.

3.2.1 Aufbau der Speicheldriisen

Die Speicheldriisen adulter Miicken liegen paarig vor und sind sexuell dimorph. Jede Driise
besteht aus drei Lappen: zwei lateralen und einem medialen. Bei den Ménnchen sind die
Lappen einander dhnlich und die Speicheldriisen insgesamt kleiner. Die Speicheldriisen der
Weibchen =zeigen aufgrund ihrer hematophagen Lebensweise eine strukturelle und
funktionelle Differenzierung (Moreira-Ferro et al., 1999). Die lateralen Lappen gliedern sich
hier in eine ausgepréigte proximale und distale Region, wobei erstere vom Proteinprofil den
mannlichen Speicheldriisen dhnelt und mit der Zuckeraufnahme in Verbindung gebracht wird.
Der mittlere Lappen setzt sich aus einer kurzen Halsregion und einem distalen Bereich
zusammen (Abb. 3.24).

Jeder Lappen besitzt einen zentralen Kanal, umgeben von einer einlagigen, sekretorischen
Epithelschicht, die von auBBen durch eine Basallamina abgegrenzt wird. Die Kanéle jedes

Lappens vereinen sich zu einem einheitlichen Speicheldriisengang an der Basis des Organs.

IL Abb. 3.24 Speicheldriise von An. gambiae
i Dargestellt ist die Unterteilung einer
: weiblichen Speicheldriise von An. gambiae

mL im Phasenkontrast-Mikroskop. Sie besteht
; aus zwei lateralen Lappen (IL) und einem
medialen Lappen (mL). Die lateralen
t'-_ R 4 Lappen differenzieren sich in einen
L e = proximalen und distalen Bereich. — 50 um
e s A ... 'ﬂ#
distal proximal
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3.2.2 Invasionsverlauf von Plasmodium-Sporozoiten
Bereits frithe Forschungsergebnisse haben gezeigt, dass die Differenzierung der weiblichen
Speicheldriisen mit dem charakteristischen Invasionsverhalten von Plasmodium-Sporozoiten
einhergeht (Sterling et al., 1973; Rossignol et al., 1984).
Die Sporozoiten invadieren bevorzugt die distalen Bereiche der lateralen Lappen sowie den
medialen, wobei die Invasion zunichst in den lateralen Lappen beginnt und sich erst nach fast

vollstindiger Invasion im medialen Lappen fortsetzt (Abb. 3.25).

a)

Abb. 3.25 Zeitlicher Ablauf der Speicheldriiseninvasion von P. berghei Sporozoiten bei
An. gambiae

Weibliche An. gambiae Miicken wurden mit P. berghei infiziert und ihre Speicheldriisen 15 —
17 Tage nach der Blutmahlzeit herauspripariert. Die Intensitit der Parasiteninvasion wurde
mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die Sporozoiten invadieren zunéchst die distalen
Bereiche eines oder beider lateraler Lappen (a und b). Erst wenn diese nahezu vollstindig
invadiert sind, dringen die Parasiten auch in den medialen Lappen ein (c). — 50 pm
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Noch ist nicht bekannt, welche Komponenten fiir die Erkennung und Bindung der
Sporozoiten an die Speicheldriisen verantwortlich sind — ob es sich um spezifische
Rezeptoren oder andere Oberflachenstrukturen wie z.B. Kohlenhydratverbindungen handelt.
So konnte z.B. mit Lektinen, die spezifisch an Speicheldriisen-assoziierte Kohlenhydrate
binden, die Invasion von P. gallinaceum (Malariaparasit von Vogeln) in Speicheldriisen von
Aedes aegypti inhibiert werden (Barreau et al., 1995). Auf der anderen Seite blockierte ein
monoklonaler Antikdrper gegen ein Weibchen-spezifisches An. gambiae Speicheldriisen-
protein die Invasion von P. yoelii Sporozoiten zu 75% (Brennan et al., 2000). Vermutlich sind
mehrere Komponenten an der Invasion beteiligt.

Fiir das nachfolgende Experiment war die Tatsache entscheidend, dass die Sporozoiten
zunichst die distalen Bereiche der lateralen Lappen und erst dann den medialen Lappen
invadieren. Ausgehend von der Annahme, dass das verstirkte Vorhandensein eines Faktors in
der distalen Region der lateralen Lappen das Invasionsschema begiinstigt und es sich hierbei
um ein Protein handelt, wurde das Expressionsprofil von lateralen und medialen Lappen
weiblicher An. gambiae Speicheldriisen miteinander verglichen. Durch die Subtraktion einer
medial-spezifischen gegen eine lateral-spezifische cDNA-Bibliothek (suppression
substractive hybridization), wurden Klone von Genen identifiziert, die ausschlieBlich bzw.

verstérkt in den lateralen Lappen exprimiert werden.

3.2.3 Suppression substractive hybridization screen lateral-spezifischer Speicheldriisen-

gene von An. gambiae

Fiir den Screen wurden ca. 200 Speicheldriisen weiblicher, blutgefiitterter An. gambiae
Miicken herauspréipariert. Laterale und mediale Lappen wurden voneinander getrennt, die
mRNA beider Populationen isoliert, in cDNA konvertiert und fiir die subtrahierte
Hybridisierung eingesetzt.

Insgesamt 90 Klone von Genen, die ausschlieBlich bzw. verstirkt in den lateralen Lappen
exprimiert werden, wurden in einem ersten Durchgang erfolgreich sequenziert. In der Tabelle
3.3 sind nachfolgend alle Gene aufgelistet, von denen mehr als ein Klon bei der
Sequenzierung identifiziert wurde. Wichtigstes Kriterium war neben dem wiederholten
Auftreten auch das Vorhandensein einer Transmembrandomine im jeweiligen Protein (mit
Rot in der Tabelle hervorgehoben), da die entsprechenden Kandidaten auf der Oberflache der

lateralen Lappen exprimiert sein sollten.
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Anzahl Genfamilien bzw. Gene

der Klone
25 An. gambiae D7-related proteins
- 14 - D7-r2
5 D7-r3
2 D7-r5
1 D7-rl
(3 D7-related gene cluster)
7 An. gambiae hypothetical proteins
- 4 - protein N° 17
3 protein N° 15
6 An. gambiae putative SGS genes
- 4 -+ SGS4
1 SGS5
1 pseudogene
2 An. gambiae antigen 5-related protein
= protein N° |
2 An. gambiae Apyrase
2 An. gambiae gSG2-like protein
2 An. gambiae gene ,, CACT*

Tab. 3.3 Erster Sequenzierungsdurchlauf der subtrahierten lateral-spezifischen ¢cDNA-
Bibliothek weiblicher An. gambiae Speicheldriisen

Aufgelistet ist die Anzahl der identifizierten Klone — sofern sie mehrfach auftraten — und ihre
Zuordnung zu den entsprechenden Genfamilien (fett dargestellt) bzw. Genen. Die Proteine der
Gene, die mit rot markiert sind, besitzen eine Transmembrandomine und sind daher von
besonderem Interesse. Die Proteine der anderen Gene (schwarz) werden sezerniert.

3.2.4 SGS-Familie als potentielle Rezeptoren fiir Plasmodium-Parasiten

Die Speicheldriisen blutsaugender Insekten sind sekretorisch hochaktiv. Ihr Speichel enthalt
eine Vielzahl pharmakologischer Wirkstoffe wie Vasodilatoren, Antikoagulanzien oder
Thrombozytenaggregationshemmer (Bsp. Apyrase). Von den in Tab. 3.3 aufgefiihrten Genen
konnten die Familien der D7-related proteins, antigen 5-related proteins, hypothetical
proteins und Apyrase bereits erfolgreich in einer Speicheldriisen-spezifischen cDNA-
Bibliothek blutgefiitterter An. gambiae Miicken als Transkripte sezernierter Proteine
nachgewiesen werden (Francischetti et al., 2002). Desweiteren wurde durch in situ

Hybridisierung auch die spezifische Expression des D7-r2 Gens in den lateralen Lappen
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weiblicher An. gambiae Miicken bestdtigt (Arca et al., 1999; Abb. 3.26), was fiir die Qualitat
und Spezifitit der subtrahierten cDNA-Bibliothek lateraler Speicheldriisenlappen spricht.

Abb. 3.26 In situ Hybridisierung von D7-r2
Gezeigt ist die in situ Hybridisierung
weiblicher An. gambiae Speicheldriisen mit der
antisense Probe von D7r2; pL: proximal-
i lateraler Lappen, dL: distal-lateraler Lappen;
- M: medialer Lappen (modifiziert von Arca et

pL al., 1999).

oy

D7r2

Die SGS-Familie stellt die einzige Gruppe von Genen innerhalb des Screens dar, die -
vertreten mit 6 Klonen - zu den stirker exprimierten Genen zdhlt und deren Proteine
gleichzeitig eine Transmembrandomine besitzen. Die Literaturrecherche ergab dariiberhinaus,
dass die Proteine eine Heparin-Bindungsdoméne sowie die hochste Dichte an Tyrosin-
Sulfatierungsstellen aller An. gambiae Proteine besitzen (Korochkina et al., 2006). Da die
Hauptvertreter der Sporozoiten-Oberfldchenproteine (CS und TRAP) ebenfalls an Heparin
binden und wahrend der Leberinvasion mit Sulfokonjugaten interagieren, stellen die Vertreter
der SGS-Familie — allen voran SGS4 - mogliche Rezeptorkandidaten fiir die
Speicheldriiseninvasion von Plasmodium-Sporozoiten dar.

Durch RNA-Interferenz sollte die Expression des SGS4 und SGS5 Gens in An. gambiae
herunterreguliert und die Auswirkungen auf die Sporozoiten-Invasion der Speicheldriisen

analysiert werden.

3.2.5 Die Genexpression von SGS35 ist nach dsRNA-Injektion nicht herunterreguliert
Die dsRNA-Herstellung fiir SGS4 und SGS5 erfolgte analog zu Abschnitt 3.1.2.1 des
Ergebnisteils 3.1. Um zunéchst die Knockdowneffizienz zu tiberpriifen, wurde dsSGS5 bzw.
dsGFP in 1-Tage alte, weibliche An. gambiae Miicken injiziert. Drei Tage nach der Injektion
wurde die gRNA der Miicken isoliert, in cDNA konvertiert und das Transkriptionsprofil von
SGS5 mittels semiquantitativer RT-PCR analysiert.

Es konnte kein Unterschied in der Transkript-Menge von SGS5 zwischen dsSGS5- und
dsGFP-injizierten Miicken festgestellt werden (Abb. 3.27).
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Abb. 3.27 SGS5 Expressionsprofil nach dsRNA-
Injektion

Semiquantitative RT-PCR von A4n. gambiae
Miicken, die drei Tage zuvor mit dsSGSS5 bzw.
dsGFP als Kontrolle injiziert wurden. Fiir die
Standardisierung wurden S7 spezifische Primer
eingesetzt. Die Transkript-Menge von S7 wurde in
21 Zyklen, die von SGS5 in 31 Zyklen bestimmt.

Im nachfolgenden wurde auch die Effizienz der dsRNA von SGS4 iiberpriift, der gene-

silencing Effekt im einzelnen nach 2, 4, 8, 20, 27, 32, 44 und 57 Stunden analysiert, die

Mengen beider dsRNAs durch dreimaliges Injizieren erhoht sowie eine neue dsRNA

synthetisiert, die sich gegen alle Gene der SGS-Familie richtet (dsSGSM). Bei keinem der

Ansitze konnte eine Reduktion der SGS-Transkript-Menge als Folge der dsRNA-Injektion

detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Mit Hilfe fluoreszenzmarkierter small-interfering RNAs (siRNAs) soll in zukiinftigen

Knockdown-Experimenten ausgetestet werden, ob die Molekiile von den Speicheldriisen

iiberhaupt erfolgreich aufgenommen werden und wie lange die Halbwertszeit der siRNAs in

den Speicheldriisenzellen ist.
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Ergebnisse — Teil 111 Plasmodium

Die Rolle von PHbUOS3 bei der Invasion von

Speicheldriisen und Hepatozyten
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33 Ergebnisse — Teil 111

3.3.1 Das UOS3 Gen ist spezifisch in Sporozoiten exprimiert

Das UOS3 Gen (upregulated in oocyst sporozoites 3) wurde im Rahmen einer subtrahierten
cDNA-Bibliothek identifiziert, bei der das Transkriptionsprofil von QOozysten- und
Speicheldriisen-Sporozoiten miteinander verglichen wurde (Matuschewski et al., nicht
publiziert). In einem weiteren transcriptional profiling fir pra-erythrozytdre Proteine, die
nicht in Blutstadien exprimiert sind, konnte UOS3 erneut identifiziert werden (Kaiser et al.,
2004).

Das Gen besitzt ein Ortholog in Plasmodium falciparum und kodiert fiir ein 260 kDa grof3es
Transmembranprotein, welches die zytoplasmatische Domine der TRAP-Familie am
Carboxy-Terminus aufweist (Abb. 3.28). Diese Domine ist durch einen subterminalen
Tryptophan-Rest sowie zwei nicht zusammenhdngende Bereiche negativ geladener
Aminosduren charakterisiert. Jiingste Forschungsergebnisse haben gezeigt, dass das
glykolytische Enzym Aldolase TRAP iiber diese zytoplasmatische Doméne mit Aktin
verbindet und so die Verkniipfung mit dem Akto-Myosin Motor herstellt, der unterhalb der
Plasmamembran des Parasiten lokalisiert ist (Jewett und Sibley, 2003; Buscaglia et al., 2003).

1 607 1472 2610

N | Repetitive Sequenzen u C
% A

Abb. 3.28 Schematische Darstellung des UOS3 Proteins von P. berghei

Dargestellt ist das UOS3 Protein von P. berghei mit seinen Proteindoménen. Die Zahlen iiber
der Graphik geben die Linge der Aminosduresequenz wieder. Die Transmembrandoméne (*)
sowie die zytoplasmatische Doméine der TRAP-Familie (A) am Carboxy-Terminus (C) sind
entsprechend durch Symbole gekennzeichnet.
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3.3.2 Die UOS3 Genexpression beginnt bereits im Ookineten

Eine eingehendere Analyse des UOS3 Genexpressionsprofils wurde mittels semiquantitativer
RT-PCR durchgefiihrt. Die Entdeckung des UOS3 Gens in einer gegen Merozoiten
subtrahierten Sporozoiten-cDNA Bibliothek (Kaiser et al., 2004) setzte hierbei den Fokus auf
die in der Miicke relevanten Plasmodium-Stadien.

Ookineten einer Ubernachtkultur, Mitteldarmsporozoiten, Himozdlsporozoiten und
Speicheldriisensporozoiten WT-infizierter An. stephensi Miicken wurden isoliert, die RNA
extrahiert, in cDNA konvertiert und in die PCR eingesetzt (Abb. 3.29). Fiir die
Standardisierung der Probenmengen wurden spezifische Primer gegen das Gen des
Circumsporozoite Proteins (CSP) verwendet, das in allen Sporozoiten-Stadien konstitutiv
exprimiert wird (Matuschewski et al., 2002). Lediglich in den Speicheldriisensporozoiten
nimmt die Expression leicht ab. Aus diesem Grund erfolgte die Anpassung der cDNA-Menge
von Speicheldriisensporozoiten iiber die Anzahl der PCR-Zyklen. 33 Zyklen waren
notwendig, um die Transkript-Menge fiir CS denen der anderen Proben anzupassen.

Mit diesen Parametern ergab sich folgendes Profil fiir UOS3: die Genexpression beginnt im
Ookineten, setzt sich in Mitteldarmsporozoiten fort, nimmt in Himozodlsporozoiten stark ab
und ist in Speicheldriisensporozoiten kaum noch vorhanden. Selbst mit 33 Zyklen lieB3 sich
nur eine sehr geringe Menge an UOS3 Transkript amplifizieren, womit die UOS3
Genexpression in Speicheldriisensporozoiten vernachldssigbar ist.

Die schwache Expression sowohl von CS als auch UOS3 deuten darauthin, dass
Speicheldriisensporozoiten im allgemeinen transkriptionell weniger aktiv sind. Dies stimmt
mit der Annahme {iberein, dass die Sporozoiten in diesem Stadium bereits mit allen
essentiellen Proteinen ausgestattet sind, die ihnen eine erfolgreiche Invasion in den

Wirtsorganismus und ihre darauffolgende Weiterentwicklung zu Leberstadien ermdglichen.
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28 Zyklen 33 Zyklen

Ookinet MdSp. HcSp. SdSp. SdSp.
+ - + - + - + - + -

Uos3 =510 bp

24 Zyklen 33 Zyklen

cs =240 bp

Abb. 3.29 UOS3 wird am stirksten in Ookineten und Mitteldarmsporozoiten exprimiert
Die c¢DNA von Ookineten, Mitteldarm- (MdSp.), Hémozol- (HeSp.) und
Speicheldriisensporozoiten (SdSp.) wurde semiquantitativ durch PCR amplifiziert. Als interne
Ladekontrolle wurde die CS-Transkript-Menge mit 24 PCR-Zyklen bestimmt, bzw. mit 33
Zyklen bei der Speicheldriisensporozoiten-Probe. Die Amplifikation von UOS3 erfolgte mit
28 Zyklen bzw. analog zu CS zusitzlich mit 33 Zyklen.

3.33 Das UOS3 Protein wird am stirksten in Speicheldriisensporozoiten
exprimiert

Die stadienspezifische Expression von UOS3 wurde mittels Immunoblot-Verfahren
analysiert. Je 10° Mitteldarm-, Himozol- und Speicheldriisensporozoiten wurden eingesetzt.
Durch den Nachweis des CS Proteins, das in allen Sporozoitenstadien in gleichen Mengen
vorhanden ist, wurde zusdtzlich gewéhrleistet, dass vergleichbare Proteinmengen untersucht
wurden.

UOS3 wird in allen Sporozoiten-Stadien exprimiert (Abb. 3.30). Im Gegensatz zum
Genexpressionsprofil nimmt die Proteinmenge von Mitteldarm- zu Speicheldriisensporozoiten

stark zu.

__WT Abb. 3.30 Die UOS3 Expression steigt von Mittel-
O O <)Marker d _ zu Speicheldrii iten stark
¥ G kDa] arm- zu Speicheldriisensporozoiten stark an
, Mitteldarmsporozoiten (MD) wurden am Tag 14,
uos3s q - 250 Hémozolsporozoiten (HC) am Tag 16 und
- =160 Speicheldriisensporozoiten (SD) am Tag 17 nach der

Blutmahlzeit WT-infizierter An. stephensi Micken

B 105 isoliert und die Proteine extrahiert. In jeder Spur wurde

£ - 7O die Gesamtproteinmenge von 10° der entsprechenden
Sporozoiten-Stadien durch 7% SDS-Page aufgetrennt

- _ 50 und anschliefend transferiert. UOS3 wurde mit den

cs ' Antikorpern Kaninchen Anti-UOS3 (polyklonal) und

Ziege Anti-Kaninchen HRP sichtbar gemacht. Der

- 35 Nachweis des CS Proteins erfolgte durch die Antikorper
Maus Anti-CS (monoklonal) und Ziege Anti-Maus
HRP.
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3.34 UOS3 wird auf der Oberfliche von Sporozoiten exprimiert

Fiir die Lokalisierung von UOS3 wurden Wildtyp-Hdmozo6lsporozoiten fixiert, entweder
ausschlieflich mit Saponin permeabilisiert oder zusétzlich mit Triton behandelt, und
anschlieBend mittels Immunofluoreszenz analysiert. Triton entfernt die Zellmembran, so dass
Proteine, die auf der Oberflache des Parasiten exprimiert werden - wie CS -, nach der Triton-
Behandlung nicht mehr nachweisbar sind.

Die Abb. 3.31a zeigt, dass die Parameter fiir die UOS3-Lokalisierung identisch mit denen von
CS sind. Nach der Behandlung mit Triton kann kein UOS3 Protein detektiert werden. Folglich
wird das Protein auf der Oberfliche des Parasiten exprimiert.

Als Kontrolle fiir die Spezifitit des Anti-UOS3 Antikoérpers in der Immunofluoreszenz-
Analyse (IFA) wurden parallel uos3(-) Himozolsporozoiten untersucht, auf deren Erzeugung
im nédchsten Abschnitt ndher eingegangen wird. Die Sporozoiten weisen nach einfacher
Permeabilisierung mit Saponin, ohne anschlieBende Triton-Zugabe, kein UOS3 Protein auf

(Abb. 3.31b).

a) WT/CS WT /UQOS3 b) uos3(-) / UOS3

- Triton
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+ Triton

Abb. 3.31 Lokalisation von UOS3 auf der Oberfliche von P. berghei Sporozoiten
Dargestellt ist die konfokale Immunofluoreszenzanalyse von WT Hémozolsporozoiten. Die
Zellmembran wurde mit Saponin permeabilisiert und bei den mit “+ Triton* gekennzeichne-
ten Parasiten zusdtzlich extrahiert. UOS3 wurde mit dem primdren Antikdrper Kaninchen
Anti-UOS3 (1:50) und dem sekunddren Antikorper Ziege Anti-Kaninchen Alexa Fluor-546
(rot) detektiert. Das Oberfldchenprotein CS diente als Kontrolle und wurde mit dem priméren
Antikorper Anti-CS (1:1.000) und dem sekundéren Antikorper Ziege Anti-Maus Alexa Fluor-
488 (grlin) nachgewiesen. Fiir den Spezifizititsnachweis des Anti-UOS3 Antikorpers im [FA
wurden wuos3(-) Hédmozolsporozoiten (b) permeabilisiert und entsprechend der Abb. a)
angefirbt. Ubersichtsbilder wurden verkleinert jeweils rechts unten im Bild dargestellt. Von
den uos3(-) Sporozoiten konnte keine Ubersicht wiedergegeben werden, da die Konzentration
und somit die Dichte der Sporozoiten fiir eine Abbildung zu gering war. — 2 pm
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3.3.5 Knockout von UOS3 durch Replacement-Strategie

Da UOS3 nicht in Blutstadien-Parasiten exprimiert wird, kann das Gen mit Hilfe des
Plasmodium berghei-Transfektionssystems (Van Dijk et al., 1995; Waters et al., 1997,
Ménard und Janse, 1997) in Blutstadien-Schizonten ausgeschaltet werden. Das
Transfektionssystem nutzt die Tatsache aus, dass Plasmodium nur wéhrend eines sehr kurzen
Lebensabschnitts in der Miicke (Zygote) ein diploides Genom besitzt. In allen anderen
Phasen, also auch in den Blutstadien, ist das Genom haploid, was den Knockout von Genen in
diesen Stadien erleichtert.

Der endogene UOS3-Gen-Lokus wurde mittels der Replacement-Strategie inaktiviert. Hierfiir
wurden zwei UOS3-Sequenzen, welche die beiden Enden des Gens flankieren, in den
b3D.DT"H."D-Transfektionsvektor zu beiden Seiten des Selektionsmarkers TgDHFR/TS
kloniert (Abb. 3.32). Die Dihydrofolat-Reduktase (DHFR) von Toxoplasma gondii erlaubt ein
spéteres Selektionieren mit Pyrimethamin. Nach erfolgreicher Transfektion in P. berghei wird
das endogene Zielgen durch doppeltes Crossover vollstindig durch den Selektionsmarker
ersetzt (replacement). Von Vorteil bei der Replacement-Strategie ist, dass es zu keiner
Reversion des mutierten Lokus kommen kann, bedingt durch das doppelte Crossover. Das

Zielgen wird vollstdndig ersetzt und somit eine vollkommene Geninaktivierung gewéhrleistet.

[ vz 403 b *

>< >< Abb. 3.32 Schematische Darstellung der
Replacement-Strategie zur Inaktivierung
ToDHFR von PbUOS3

bga 3—&'5 Gezeigt ist die schematische Ubersicht iiber
' den Genaustausch des endogenen UOS3
¢ Gens durch den  Selektionsmarker
TgDHFR via doppeltem Crossover an den

[z | TPHFR vn beiden homologen Regionen

Bei der Transfektion wurden die Blutstadien-Schizonten des P. berghei Stammes ANKA
durch Elektroporation transfiziert und das gewiinschte Zielkonstrukt durch homologe
Rekombination in das Parasiten-Genom integriert. Die rekombinanten Parasiten wurden
anschlieBend intravends in Ratten injiziert und vom ersten Tag an nach der Transfektion mit
Pyrimethamin selektioniert. Tabelle 3.4 zeigt den Parasitimieverlauf der Versuchstiere sowie

den Behandlungszyklus mit Pyrimethamin.
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Die parentalen Ratten R1 und R2 sowie deren Transfermduse M1 und M2 zeigen den
typischen Parasitimieverlauf bei der Selektion rekombinanter Parasiten. Durch die
Pyrimethaminbehandlung werden zundchst alle nicht-rekombinanten Parasiten abgetdotet,
wodurch die Parasitdmie sinkt. Unter dem Selektionsdruck von Pyrimethamin bilden sich
verstirkt Gametozyten aus. Die Behandlung mit dem Antimalariamittel wird solange
durchgefiihrt, bis erstmalig keine Parasiten mehr in den Blutausstrichen nachweisbar sind. Sie
setzt erst wieder ein, sobald die Parasitdmie iiber 0,1% gestiegen ist. Der Parasitimieanstieg
der parentalen Ratten unter Pyrimethamin-Verabreichung deutet auf eine resistente Population
hin. Zur weiteren Selektion werden die Parasiten jeweils in eine naive NMRI Maus tranferiert
und ebenfalls mit Pyrimethamin behandelt.

Die parentalen Ratten sowie deren Transfer-Méduse werden fiir die nachfolgende
Genotypisierung der Parasiten geblutet, sobald deren Parasitimie iiber 1% liegt und die

genomische DNA der Plasmodium-Blutstadien isoliert.

Tag R1 R2
1 10,5%, B 0,8%, B
2 10,2%, Gam. B 0,3%, Gam. B
3 |Gam. B Gam. B
4 |Gam. B Gam. B
5 |Gam. B Gam. B
6 |neg. B neg. B
7 |neg. neg.
8 |neg. neg.
9 |neg. neg.
10 |pos. 0,7% B 1M1 pos. 1,2% B 1 M2
11 |pos. 1,7% n.d. pos. 3,6% n.d.
12 | geblutet 1,3% B | geblutet 1,4% B
13 3,2% 2,9%
14 geblutet geblutet

Tab. 3.4 Transfektion von P. berghei mit dem Konstrukt b3D_UOS3REpl.

Dargestellt ist der Transfektionsverlauf fiir die Inaktivierung des endogenen UOS3 Gens
durch Replacement. Der zeitliche Verlauf der Parasitdmie von zwei parentalen Ratten (R1 und
R2) und zwei Transfermédusen (M1 und M2) ist in % angegeben. Tag 1 entspricht dem ersten
Tag nach der intravendsen Injektion des elektroporierten Schizonten-Pellets. B bezeichnet die
Tage, an denen die Tiere mit Pyrimethamin selektioniert wurden. Gam.: Gametozyten, neg.:
negativ im Giemsa-gefirbten Blutausstrich, 1: Frischbluttransfer, n.d.: nicht detektiert,
geblutet: Ausbluten der Tiere und Priparation der genomischen Parasiten-DNA
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3.3.6 Genotypische Analyse der uos3(-) Parentalgeneration

Das Replacement-Konstrukt (RE) ist so konstruiert, dass eine Religation des linearisierten
Plasmids wihrend der Transfektion nicht mdglich ist. Um dennoch Pyrimethaminresistenz
durch einen episomal vorliegenden Vektor sicher ausschlieBen zu konnen, wurde die
genomische DNA (gDNA) der selektionierten Parasitenpopulationen isoliert und auf den
erfolgreichen Austausch des endogenen UOS3 Gens durch den Selektionsmarker mittels PCR
iberpriift. Dabei wurden die spezifischen Oligonukleotide fiir die PCR so eingesetzt, dass nur
bei dem integrierten Konstrukt eine Sequenz amplifiziert werden konnte, nicht jedoch bei
Wildtyp Parasiten oder einem episomalen Plasmid (test 1). Abb. 3.33 gibt einen Uberblick der
verschiedenen Test-Primerkombinationen.

Die PCR-Analyse der parentalen Parasitenpopulationen aus den Ratten 1 und 2 sowie aus
deren Transfermdusen ist in Abb. 3.34 dargestellt und wird im Folgenden von oben nach
unten besprochen. Das test 1 Primerpaar bindet innerhalb des Selektionsmarkers und des
endogenen UOS3-Gen-Lokus. Somit findet nur dann eine Amplifikation statt, wenn das
endogene Zielgen durch doppeltes Crossover vollstandig durch den Selektionsmarker ersetzt
wurde. Die gDNA der beiden Parental- und transferierten Generationen erzeugt ein
spezifisches Produkt (1,9 kb). Das test 2 Primerpaar bindet an das Ende der 5’-klonierten
UOS3 Sequenz und innerhalb des endogenen UOS3-Genlokus. Liegt das Plasmid episomal
vor, fiihrt die PCR zu keinem Produkt. Test 2 amplifiziert ein spezifisches Produkt in der zu
erwartenden Grofle von 1,4 kb in der Wildtyp-Population sowie den Populationen aus der
Transfektion, die ebenfalls noch Wildtyp-Parasiten enthalten kénnen. Das test 3 Primerpaar
bindet am 5'-Ende der klonierten UOS3 Sequenz und innerhalb des Selektionsmarkers. Die
Primerkombination weist das Konstrukt im Parasiten nach, unterscheidet aber nicht zwischen
Integration und Episom. Die PCR hat, wie zu erwarten, eine spezifische Bande von 1,5 kb in

der gDNA der Transfektionspopulationen sowie der Plasmid-DNA des Konstrukts detektiert.

3.33 Schematische Darstellung der Inte-

grations-spezifischen PCR fiir uos3(-)re
Ubersicht des in P. berghei integrierten
4|—_>m TgDHFR e A Replacement-Konstrukts mit den
— test] spezifischen  Primerkombinationen  zur
:ggg Uberpriifung des erfolgreichen Austauschs
durch doppeltes Crossover. Die Pfeile
symbolisieren die mit den Oligonukleotid-
Kombinationen amplifizierten Fragmente

und deren Amplifikationsrichtung.
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Ve
[Marker] \\é ~o'§) QQ} QT

Abb. 3.34 PCR-Analyse des Genknockouts durch Replacement am UOS3 Lokus

Die gDNA der parentalen Parasitenpopulationen aus Ratte 1 und 2 sowie deren
Transfermdusen wurden auf erfolgreiches doppeltes Crossover am endogenen UOS3
Genlokus iiberpriift. Die Hybridisierungsstellen der Primerkombinationen sind Abb. 3.33 zu
entnehmen.

3.3.7 Klonierung der uos3(-) Parasiten und anschlieBende Genotypisierung

Trotz eindeutigen Integrationsnachweises kann eine Kontamination durch resistente Wildtyp-
Populationen nicht ausgeschlossen werden. Daher wurden die Parasiten kloniert.

Von der Parentalgeneration 1 wurde eine Verdiinnungsreihe angesetzt, die es ermdglicht,
statistisch gesehen einen Parasiten pro Maus intravends zu injizieren (Tab. 3.5). Insgesamt 15
NMRI Méuse wurden so infiziert, von denen drei nach acht bzw. neun Tagen Parasitimien
aufwiesen. Dieses Ergebnis liegt innerhalb der Erwartungen des statistischen Mittels, was fiir

die Qualitdt der Verdiinnungsreihe spricht.

uos3(-re Tab. 3.5 Verdiinnungsansatz fiir die Klonie-
rung von uos3(-) Parasiten
Parasitdmie fiir Klonierung = 0,5% Die parentale Parasitenpopulation 1 wurde in
bei 7 x 10° Erythrozyten/pl Blut naive' NMRI Méiuse injiziert und bei einc?r
3.5 % 10* Parasiten ul Parasitimie zwischen 0,1 und 1% fir die
’ Klonierung eingesetzt.

Die drei positiven Miuse der Klonierung wurden geblutet und die gDNA der Blutstadien-
Parasiten isoliert. Die Genotypsierung der drei klonalen uos3(-) Populationen (I-3, I-5 und
I1-3) erfolgte nach dem Amplifikationsschema aus Abb. 3.35. Das Ergebnis der PCR-Analyse
ist in Abb. 3.36 dargestellt. Von der gDNA aller drei Parasitenklone konnte ein 1,9 kb
Produkt mit dem test 1 Primerpaar amplifiziert werden, das spezifisch fiir den Austausch des
endogenen UOS3 Gens durch den Selektionsmarker ist. Das Vorhandensein des

Zielkonstrukts konnte in allen drei Parasitenklonen sowie der entsprechenden Plasmid-DNA
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durch die test 3 Primerkombination nachgewiesen werden. Das test 4 Primerpaar, das
innerhalb der 5’'-klonierten UOS3 Sequenz und innerhalb des endogenen UOS3-Genlokus
bindet, schloss eine Kontamination mit resistenten Wildtyp-Parasiten in den klonalen uos3(-)
Populationen eindeutig aus. Somit bestétigt die PCR-Analyse, dass es sich bei den drei

uos3(-) Parasiten um klonale Populationen handelt.

[Marker] &x\ M N

00 o testi

test 3
Abb. 3.35 Schematische Darstellung 1000 bp—»_ test 4

der integrations- und wildtypsp. PCR .
Abb. 3.36 PCR-Analyse der Parasiten-

filr uos3(-)re : . -
Test 1 weist den Austausch des endo- populationen aus den Klonierungsmiu-
sen 1-3, I-5 und II-3

genen Genlokus durch das Zielkonstrukt ; > i

nach, test 3 das Vorhandensein des Ziel- Die gDNA der drei uos3(-) Populationen

konstrukts und test 4 die Kontamination I3, 5 ) und II-3 yvurden auf Vor-
handensein des Zielkonstrukts und

mit Wildtyp Parasiten. . Nl i
Wildtypkontamination getestet. Die Hy-
bridisierungsstellen der Primerkombina-
tionen sind Abb. 3.35 zu entnehmen.

S

3.3.8 Das UOS3 Gen wurde erfolgreich ausgeknockt

Durch die Genotypisierung der klonalen uos3(-) Parasiten konnte bereits der erfolgreiche
Austausch des endogenen UOS3 Gens durch den Selektionsmarker nachgewiesen werden. Als
weitere Kontrolle wurde die Effizienz des Knockouts auf Transkriptions- und
Translationsebene in der klonalen wuos3(-) Population I-3 iiberpriift. Hierfiir wurden
Mitteldarmsporozoiten am Tag 14 und H&mozodlsporozoiten am Tag 16 nach  der
Blutmabhlzeit uos3(-) infizierter An. stephensi Miicken isoliert und fiir semiquantitative RT-
PCR bzw. Immunoblot aufbereitet. Fir die Immunoblotanalyse von wuos3(-)
Speicheldriisensporozoiten, in deren Entwickklungsphase das Protein am stirksten exprimiert
sein sollte, konnte auch nach mehrmaligen Versuchen leider nicht geniigend Material
gewonnen werden (siehe funktionelle Charakterisierung 3.3.9). Als interne Ladekontrolle

diente erneut CS.
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Wie aus Abb. 3.37 hervorgeht, konnte von der cDNA der uos3(-) Mitteldarmsporozoiten kein

UOS3 Transkript amplifiziert werden. Ebenso konnte im Immunoblot von wuos3(-)

Mitteldarm- und Hamozdlsporozoiten kein UOS3 Protein nachgewiesen werden (Abb. 3.38).

Somit ist das UOS3 Gen in den Knockout-Parasiten vollsténdig inaktiviert worden.

WT uos3(-)

Uos3 += 510 bp

cs = 240 bp
WT u0s3(-) Mark
arker

w\@ L P w\\o X" [kDa]

UOS3 =t - 250
- 160

- 105

- 75

- 35

Abb. 3.37 uos3(-) Mitteldarmsporozoiten
exprimieren das Gen nicht
Semiquantitative RT-PCR von WT und
uos3(-)/Klon I-3 Mitteldarmsporozoiten.

In der WT Population wurde das UOS3
Transkript in der zu erwartenden Grofle von
510 bp amplifiziert, in der uos3(-) Population
nicht; obwohl die eingesetzte Probenmenge —
dargestellt durch CS-Transkript — in beiden
Féllen fast identisch war. Die Negativkon-
trolle der RT-PCR ist durch “-* dargestellt.

Abb. 3.38 uos3(-) Parasiten exprimieren
das Protein nicht

Mitteldarmsporozoiten (MD) von Tag 14,
Hidmozolsp. (HC) von Tag 16 und Speichel-
driisensp. (SD) von Tag 17 WT bzw. uos3(-)
infizierter An. stephensi wurden isoliert und
die Proteine extrahiert. Fiir uos3(-) Speichel-
driisensp. reichte das Material nicht aus. Pro
Spur wurde die Gesamtproteinmenge von 10°
der entsprechenden  Sporozoiten-Stadien
durch 7% SDS-Page aufgetrennt und
anschlieBend transferiert. UOS3 wurde mit
den Antikdrpern Kaninchen Anti-UOS3
(polyklonal) und Ziege Anti-Kaninchen HRP
sichtbar gemacht. Der Nachweis von CS
erfolgte durch die Antikérper Maus Anti-CS
(monoklonal) und Ziege Anti-Maus HRP.
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3.3.9 Funktionelle Charakterisierung von UOS3 in der Anopheles-Miicke

Die steigende Proteinakkumulation von UOS3 (Abb. 3.30) in den spéten Sporozoiten-Stadien
— Hdmozdl- und Speicheldriisensporozoiten — lassen einen erhohten Bedarf des Proteins in
dieser Entwicklungsphase vermuten. Durch die Quantifizierung von uos3(-) Mitteldarm- und
Speicheldriisensporozoiten sollte zundchst der Entwicklungsverlauf der Parasiten beobachtet
und die Fahigkeit der gereiften Sporozoiten in die Speicheldriisen einzudringen, untersucht
werden. In den nachfolgenden Experimenten werden die uos3(-) Parasiten der klonalen
Population I-3 verwendet, sofern nicht anderweitig darauf hingewiesen.

Fiir die Experimente wurden Mitteldarmsporozoiten am Tag 14 und Speicheldriisen-
sporozoiten am Tag 17 nach der Blutmahlzeit aus WT und uos3(-) infizierten An. stephensi
Miicken isoliert und die Sporozoitenzahl pro infizierter Miicke bestimmt.

Bei den Mitteldarmsporozoiten wurden aus beiden Parasiten-Populationen &hnliche
Sporozoitenzahlen ermittelt (Abb. 3.39). Auch die Untersuchung von WT und wuos3(-)
infizierten Mitteldirmen am Tag 10 nach der Blutmahlzeit durch Fluoreszenzmikroskopie
lassen keinen Unterschied in der Entwicklung erkennen (Abb. 3.40). Uos3(-) Oozysten sind
in Form und Gro6Re identisch mit den WT Oozysten.

Bei den Speicheldriisensporozoiten zeigen die uos3(-) Parasiten eine signifikante Reduktion
in der Gesamtzahl pro infizierter Miicke gegeniiber der WT Population (p<0.031, Abb. 3.41).
Zusétzlich bestdtigen isolierte Speicheldriisen uos3(-) und WT-infizierter Miicken am Tag 17
nach der Blutmahlzeit, dass nur ein geringer Teil der uos3(-) Sporozoiten in der Lage ist, die

Speicheldriisen zu invadieren (Abb. 3.42).

70000

—— Abb. 3.39 wuos3(-) Mitteldarm-
60000 4 [ uos3(-) sporozoiten entwickeln sich
normal

50000 Gezeigt ist die Anzahl der uos3(-)
und WT Mitteldarmsporozoiten
pro infizierter Miicke am Tag 14.
Die  Abbildung  fasst die
Ergebnisse aus fiinf unabhédngigen
20000 A Experimenten  zusammen, bei
denen nur Fiitterungen mit
10000 - > 20.000 Mitteldarmsporozoiten /
infizierter Miicke berticksichtigt
wurden. WT: 33.000 + 7.900,
uos3(-): 42.000 + 22.000.

40000 +

30000 -

Mitteldarmsporozoiten / infizierte Micke
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Abb. 3.40 uos3(-) Oozysten entsprechen in Form und Grofle denen der WT-Parasiten
Mittelddrme infizierter WT und uos3(-) Miicken wurden 10 Tage nach der Blutmahlzeit
herausprdpariert und mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Form und GrofBe der

Oozysten sind in beiden Populationen identisch. — 100 um.
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Speicheldrisensporozoiten / infizierte Micke
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Abb. 3.41 Signifikant weniger
uos3(-) Sporozoiten invadieren
die Speicheldriisen

Gezeigt ist die Anzahl der uos3(-)
u. WT Speicheldriisensporozoiten
pro infizierter Miicke am Tag 17.
Die Abb. fasst die Ergebnisse aus
fiinf unabhéngigen Experimenten
zusammen (> 20.000 Mitteldarm-
sporozoiten / infizierter Miicke).
WT: 13.000 £ 8.800, uos3(-): 590
+ 480.

Abb. 3.42 uos3(-) Sporozoiten sind bei der Invasion der Speicheldriisen beeintrichtigt
Speicheldriisen infizierter WT und uos3(-) Miicken wurden 17 Tage nach der Blutmahlzeit
herauspréipariert und mit Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Im Vergleich zur WT Population
befinden sich deutlich weniger uos3(-) Sporozoiten in den Speicheldriisen. Durchfokussieren
der Speicheldriisenlappen lokalisiert die Sporozoiten innerhalb des Organs. — 50 um.
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3.3.9.1 Die Ubertragung von uos3(-) Speicheldriisensporozoiten auf den Siugetier-

wirt ist beeintrichtig

Um zu verifizieren, ob uos3(-) Sporozoiten die Speicheldriisen wirklich invadieren, oder
lediglich an der Oberfliche adherieren, wurden Parasiten-Transmissions-Versuche
durchgefiihrt. Hierfiir wurden maximal fiinf WT und uos3(-) infizierte An. stephensi Miicken
17 Tage nach der Blutmahlzeit erneut an naiven Sprague/Dawley-Ratten (SD) gefiittert, die
besonders suszeptibel fiir Plasmodium-Sporozoiten sind. Die Parasitimie der Tiere wurde
taglich bis zu 14 Tage nach der Infektion mit Blutausstrichen untersucht.

Bei den uos3(-) infizierten Tieren bildete sich die Blutstadien-Infektion entweder signifikant
verzogert oder in 5 von 11 Fillen iiberhaupt nicht aus (Abb. 3.43). Dieses Ergebnis bestétigt,
dass uos3(-) Sporozoiten die Speicheldriisen invadieren (erfolgreiche Transmission in 6
Féllen), der Anteil der invadierten Sporozoiten aber teilweise fiir die Ausbildung einer

Infektion zu gering ist.

- Abb. 3.43 Blutstadien-Infektion
64 T bei uos3(-) Fiitterungsversuchen
bildet sich verzogert oder gar
5 4 nicht aus
Von fiinf Miicken saugten im
Schnitt 2,8 der WT infizierten und
3,4 der uos3(-) infizierten an
jeweils einer naiven SD-Ratte.
Das  Auftreten erythrozytérer
Stadien (Prépatenzzeit) wurde
taglich mit Blutausstrichen und
anschlieender Giemsa-Féarbung
0 kontrolliert. Die Abb. fasst die
T wosdk Ergebnisse aus drei unabhéngigen
Experimenten zusammen.
WT: 8 Ratten Tag 3,5 £ 0.,5;
uos3(-): 11 Ratten, 5 davon
negativ, 6 Ratten Tag 5,8 £ 0,4

8/8

Prapatenzzeit [Tagen]

keine Infektion =

—_
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3.3.9.2 Die uos3(-) Sporozoiten akkumulieren in der Himolymphe

Von rund 42.000 Mitteldarmsporozoiten invadieren lediglich 600 die Speicheldriisen von der
uos3(-) Population (Abschnitt 3.3.9). Normalerweise erreicht rund ein Drittel der
Mitteldarmsporozoiten die Speicheldriisen.

Um herauszufinden, was mit der groBen Mehrheit der uos3(-) Sporozoiten passiert, wurden
Hémozolsporozoiten an Tag 15 bzw. 16 nach der Blutmahlzeit WT und uos3(-) infizierter An.
stephensi Miicken aus deren offener Leibeshohle isoliert und ihre Anzahl bestimmt.

Die Gesamtzahl der Himozdlsporozoiten pro infizierter Miicke ist bei der uos3(-) Population
signifikant erhoht (p<0.038, Abb. 3.44). Verdeutlicht wird die Akkumulation der uos3(-)
Sporozoiten im Hamozdl in Abb. 3.45. Hier wurden Hidmozolsporozoiten separat an Tag 15
und 16 nach der Blutmahlzeit isoliert und quantifiziert. Wiahrend bei der WT Population die
Hamozdlsporozoitenzahl pro infizierter Miicke in etwa konstant bleibt, ist sie bei der uos3(-)

Population im Vergleich schon deutlich erhoht und steigt von Tag 15 auf 16 noch weiter an.

18000

— Abb. 3.44 Signifikanter Anstieg
0 wos3(-) der wuos3(-) Sporozoiten im
Himozol infizierter Miicken
Gezeigt ist die Anzahl der uos3(-)
und WT Himozodlsporozoiten pro
infizierter Miicke, isoliert an Tag
15 oder 16. Die Abb. fasst die
Ergebnisse aus flinf unabhidngigen
Exp. zusammen (> 20.000
Mitteldarmsp./infizierter Miicke).
WT: 3.000 £+ 1.800; wuos3(-):
11.000 £ 5.700

15000 ~

12000 -+

9000 -

6000 ~

3000 ~

Hamozolsporozoiten / infizierte Miicke

25000

- T Abb. 3.45 Gradueller Anstieg
=3 vos3() der uos3(-) Himozolsporozoiten
20000 1 von Tag 15 auf 16
Gezeigt ist die Anzahl der uos3(-)
15000 - und WT Héamozolsporozoiten pro

infizierter Miicke, separat isoliert
an Tag 15 und Tag 16 nach der
Infektion (n.I.). Die Abb. fasst die
Ergebnisse aus drei unabhidngigen
5000 Exp. zusammen. WT: 2.700

ﬁ - (Tgl5), 3.000 (Tgl6); wuos3(-):
0 8.500 (Tgl5), 16.000 (Tgl6)

Tag 15 n.l. Tag 16 n.1.

10000 ~

Hamozolsporozoiten / infizierte Micke
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3.3.9.3 Der Entwicklungsverlauf ist auch bei uos3(-) Klon II-3 identisch

Als zusitzliche Verifizierung der bisherigen Ergebnisse wurde der Lebenszyklus eines
weiteren uos3(-) Klons (II-3) in der Miicke durch Quantifizierung der Sporozoitenzahlen
analysiert.

Die Daten wurden bestitigt. Wéhrend die Gesamtzahl der Mitteldarmsporozoiten pro
infizierter Miicke in der WT und uos3(-) Population nahezu identisch sind, steigt sie bei den
uos3(-) Hamozodlsporozoiten drastisch an und sinkt bei den Speicheldriisensporozoiten stark

ab im Vergleich zu den entsprechenden WT Sporozoiten (Abb. 3.46).

27000

. WT

24000 A [ wos3(-) KI. 11-3

21000 -

18000 -

15000 -

12000 -

9000 -

6000

Sporozoiten / infizierte Miicke

3000 -

0 H

MdSp. HcSp. SdSp.

Abb. 3.46 Entwicklungsverlauf des uos3(-) Klons I1-3 in An. stephensi
Mitteldarmsporozoiten (MdSp.) wurden am Tag 14, Himozdlsporozoiten (HcSp.) am Tag 16
und Speicheldriisensporozoiten (SdSp.) am Tag 17 nach der Blutmahlzeit WT und uos3(-) KI.
I1-3 infizierter An. stephensi Miicken isoliert. Dargestellt ist die jeweilige Sporozoitenzahl pro
infizierter Miicke. Das Experiment wurde einmal durchgefiihrt. WT: 23.000 (MdSp.), 1.900
(HeSp.), 5.300 (SdSp.); uos3(-) KI. 11-3: 25.000 (MdSp.), 17.000 (HeSp.), 470 (SdSp.).
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3.3.94 uos3(-) Sporozoiten sind in ihrer gliding motility eingeschrinkt

Sporozoiten von Plasmodium besitzen eine einzigartige Form der Fortbewegung, die als
gliding motility bezeichnet wird (Vanderberg, 1974). Dabei bildet der Parasit Liganden-
Rezeptor-Komplexe mit dem Substrat aus, auf dem er sich fortbewegt, und hinterldsst eine
Spur von Oberfldchenproteinen, die mit Hilfe von Antikoérpern angefarbt werden kann.

Noch ist unklar, wie die Sporozoiten im Hdmozo6l der Miicke die Speicheldriisen erreichen
und anschlieBend invadieren; ob sie passiv mit der Himolymphe zu den Speicheldriisen
getragen werden oder wie neuere in vitro Studien gezeigt haben, aktiv durch Chemotaxis von
den Speicheldriisen angelockt werden konnen (Akaki und Dvorak, 2005).

Um die Funktionalitit der wos3(-) Hé&mozodlsporozoiten durch Analyse des
Bewegungsverhaltens zu untersuchen, wurden jeweils 10.000 Sporozoiten von uos3(-) und
WT Parasiten auf eine BSA-beschichtete Oberfliche gegeben. Die beim Gleiten gebildete
Spur wurde mittels Immunofluoreszenz sichtbar gemacht. Die Gesamtzahl der Sporozoiten
nach der Antikorperfarbung wurde ausgezidhlt und davon der Anteil gleitender Sporozoiten
ermittelt. Fiir die Quantifizierung wurde ein Sporozoit als gleitend erachtet, wenn seine Spur
einen ganzen Kreis beschrieben hat.

Die WT Parasiten liegen mit einem Anteil von 55% gleitender Sporozoiten im Durchschnitt
(Abb. 3.47). Hiamozdlsporozoiten gleiten im allgemeinen etwas weniger gut als Speichel-
driisensporozoiten (bis zu 85%, Sultan et al., 1997). Die uos3(-) Sporozoiten dagegen zeigen
eine dramatische Reduktion in ihrer gliding motility. Nur 3% zeigen Bewegungsmuster, wobei

die Gleitspuren nicht durchgéingig sind (Abb. 3.48). Die gro3e Mehrheit ist unbeweglich.

70

Abb. 3.47 wos3(-) Hamozol-
—WT . . ..
60| == uos3() sporozoiten gleiten signifikant
weniger als WT Parasiten
Ausgehend von 10.000 Hamozol-
sporozoiten wurde die Gesamt-
zahl der Sporozoiten nach der
Antikorperfarbung bestimmt und
der Anteil gleitender Sporozoiten
in % ausgedriickt. Die Abbildung
fasst die Ergebnisse aus drei
unabhingigen Experimenten zu-
sammen.
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Abb. 3.48 uos3(-) Haimozolsporozoiten sind in ihrer gliding motility beeintrichtigt
Hémozolsporozoiten WT und uos3(-) infizierter An. stephensi Miicken wurden am Tag 16
nach der Blutmahlzeit isoliert, auf eine BSA-beschichtete Oberfliche gegeben, die beim
Gleiten gebildete Spur von Oberflachenproteinen mittels CS-Antikorper detektiert und durch
Immunofluoreszenz sichtbar gemacht. Der WT zeigt das typische zirkuldre Gleitmuster; bei
uos3(-) Sporozoiten ist dieses entweder bruchstiickhaft oder gar nicht vorhanden. — 5 um

3.3.9.5 Analyse der gliding motility im Phasenkontrast-Mikroskop bestitigen die
IFA-Ergebnisse

Um Artefakte bei der Immunofluoreszenzfarbung der Gleitspuren ausschlieBen zu kénnen,
wurde das Bewegungsverhalten von Hidmozdl- und Speicheldriisensporozoiten im
Phasenkontrast-Mikroskop unter Echtzeit-Bedingungen untersucht. Hierfiir wurden
Hamozolsporozoiten am Tag 16 nach der Blutmahlzeit WT und uos3(-) infizierter An.
stephensi Miicken isoliert bzw. Speicheldriisensporozoiten am Tag 17. Die Parasiten wurden
in einem moglichst kleinem Volumen auf Glas-Objekttriger tiberfiihrt und ihnen 10 Minuten
Zeit zum Anheften gegeben. Da sich die uos3(-) Sporozoiten selbst nach 30 Minuten noch
nicht abgesetzt hatten, musste bei ihnen auf Polylysin-beschichtete Glas-Objekttriger zur
besseren Haftung zuriickgegriffen werden.

Die Abb. 3.49 fasst die verschiedenen Bewegungsformen von WT und wuos3(-) Sporozoiten
zusammen. Die grofle Mehrheit der WT Hamoz61- und Speicheldriisensporozoiten zeigte, wie
im IFA auch, das typische zirkuldre Gleitverhalten. Die wenigen WT Sporozoiten, die davon
abwichen, waren entweder unbeweglich oder wiesen Bewegungsmuster wie Biegen und
Strecken auf, die in keiner Fortbewegung der Zelle resultierten (Vanderberg, 1974).

Im Gegensatz dazu fiihrten tiber 90% der uos3(-) Himozol- und Speicheldriisensporozoiten
unproduktive Bewegungsformen aus. Die Parasiten waren entweder lediglich mit einem

Zellpol an der Substrat-Oberfliche adheriert (Abb. 3.49 b-1), zeigten nur ansatzweise
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zirkuldre Bewegungen, die jedoch nicht vollstindig ausgefiihrt werden konnten (Abb. 3.49 b-

2) oder wiesen vollkommen unkoordinierte Bewegungsabldufe auf (Abb. 3.49 b-3).

a)

WT

uos3(-)/1

Abb. 3.49 Zeitraffer-Aufnahmen von uos3(-) und WT Sporozoiten in 3 sek Intervallen

a) Dargestellt sind die Zeitraffer-Aufnahmen von gleitenden uos3(-) und WT Sporozoiten auf
Polylysin-beschichteten bzw. einfachen Glas-Objekttrigern im Phasen-Kontrast-Mikroskop.
Die Aufnahmen erfolgten in 3 sek Intervallen; zwischen jedem ausgewéihlten Bild liegen
18 sek. Abb. b) stellt alle Bildsequenzen eines Films iibereinandergelegt dar und zeichnet
somit den Bewegungsablauf des Parasiten nach; — 5 um.
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3.3.10 Invasionsverhalten der uos3(-) Sporozoiten im Sidugetierwirt

Sporozoiten sind die einzigen Stadien innerhalb des Lebenszyklus von Plasmodium, welche
in der Lage sind, zwei vollkommen unterschiedliche Wirtsorgane zu invadieren — die
Speicheldriise der Miicke und die Leber des Saugetiers.

Die Versuche aus Abschnitt 3.3.9 haben bereits gezeigt, dass nur ein geringer Anteil der
uos3(-) Sporozoiten fahig ist, in die Speicheldriisen der Miicke einzudringen. In diesem
Abschnitt soll nun das Invasionsverhalten von uos3(-) Sporozoiten im Sédugetier analysiert
werden.

Aufgrund der begrenzten Anzahl verfiigbarer uos3(-) Speicheldriisensporozoiten, wurden die
nachfolgenden Experimente mit Himozodlsporozoiten durchgefiihrt. Die Untersuchungen der
gliding motility von wuos3(-) Hamozdl- und Speicheldriisensporozoiten unter Echtzeit-
Bedingungen aus Abschnitt 3.3.9.5 liefen keine Unterschiede im Bewegungsverhalten der
beiden Sporozoitenstadien erkennen. Desweiteren zeigten uos3(-) Speicheldriisensporozoiten
aus gemeinsamen Fiitterungsversuchen sowohl eingeschrinkte Motilitdt im Phasenkontrast-
Mikroskop, als auch eine verzogerte Infektivitdt bei SD Ratten im Rahmen von Parasiten-
Transmissions-Fiitterungen (Abschnitt 3.3.9.1). Dies bestitigt die Annahme, dass sowohl
uos3(-) Sporozoiten mit normalem als auch unproduktiven Bewegungsmuster die Speichel-
driisen der Miicke erfolgreich invadieren konnen. Basierend auf diesen Erkenntnissen wurden
Hémozolsporozoiten anstelle von Speicheldriisensporozoiten fiir die Experimente im

Sdugetierwirt verwendet.

3.3.10.1 Eingeschrinktes Invasionsverhalten der wuos3(-) Hamozolsporozoiten bei

Hepatozyten in vitro

Gliding motility und der Eintritt in die Wirtszelle beruhen auf den selben molekularen
Mechanismen (Kappe et al., 2003). Die vorangegangenen Experimente aus Abschnitt 3.3.9
haben bereits gezeigt, dass das eingeschrinkte Bewegungsverhalten der wuos3(-)
Hémozolsporozoiten mit einer dramatischen Reduktion der Sporozoitenzahlen in den
Speicheldriisen der Miicke einhergeht.

Im nichsten Schritt wurde iiberpriift, ob UOS3 auch fiir die Invasion der Leber im Sédugetier
notwendig ist. Hierfiir wurden zwei in-vitro-Ansitze verfolgt: zum einen wurde das
unmittelbare Invasionsverhalten der uos3(-) Himozdlsporozoiten bei kultivierten Hepatozyten
90 Minuten nach gemeinsamer Inkubation analysiert. Dies geschah mit Hilfe einer auf zwei

unterschiedlichen Immunofluoreszenz-Signalen basierenden Firbung von intra- und extra-
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zelluldren Sporozoiten, durch die das Verhéltnis der internalisierten zu den auflenliegenden
Parasiten bestimmt werden konnte. Zum anderen wurde im nachfolgenden Abschnitt 3.3.10.2
die Anzahl der letztendlich erfolgreich infizierten Hepatozyten zwei Tage nach der Invasion
ermittelt.

Wie aus Abb. 3.50 hervorgeht, ist die Anzahl der in die Zellen eingedrungenen Parasiten bei
der uos3(-) Population deutlich geringer als beim WT. Im Vergleich dazu sind mehr uos3(-)
Sporozoiten auflerhalb der Hepatozyten, wihrend der Anteil an Sporozoiten, die sich halb
innerhalb, halb auBerhalb einer Zelle befinden, bei beiden Populationen in etwa identisch ist.
Auffillig bei diesem Versuch war, dass bei den wuos3(-) Parasiten deutlich weniger
Sporozoiten adheriert hatten. Wahrend fiir die Auswertung der Invasionsstudie bei der WT
Population jeweils 100 Parasiten pro well eines chamberslides ausgezahlt wurden, musste bei
der uos3(-) Population ein chamberslide vollstindig ausgezdhlt werden, um auf 100 Parasiten
zu kommen. Eine genaue Quantifizierung der Parasitenzahlen war jedoch nicht moglich, da
sich aufgrund der vielen Waschschritte bei der zweifachen Immunofluoreszenzfarbung

zahlreiche Hepatozyten wieder abgelost hatten.
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Abb. 3.50 Invasionsstudie von uos3(-) Himozolsporozoiten bei Hepatozyten in vitro
Dargestellt ist die Anzahl an invadierten Sporozoiten (innen), nicht-invadierten (auflen) und
Sporozoiten, die sich halb in, halb auflerhalb der Hepatozyten-Zelle (+/-) 90 Minuten nach der
in vitro Infektion mit uos3(-) bzw. WT Héamozdlsporozoiten befinden. Bei WT wurden
jeweils 100 Parasiten pro well, und je zwei wells von zwei chamberslides ausgezéahlt und der
Mittelwert errechnet (innen: 18; auBBen: 53; +/-: 29). Aufgrund der deutlich geringeren Anzahl
adherierter uos3(-) Parasiten konnten hier jeweils nur 100 Parasiten pro chamberslide (von
insgesamt zweien) ausgezéhlt und analysiert werden (innen: 1; auBlen: 74; +/-: 26).
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3.3.10.2 Reduzierte Infektivitit von uos3(-) Himozolsporozoiten bei Hepatozyten in
vitro

Durch die Blutmahlzeit der Miicke gelangen die Speicheldriisensporozoiten in den
Saugetierwirt. Dort befallen sie innerhalb kiirzester Zeit die Leberzellen und durchlaufen ein
Stadium der Schizogonie, bei dem sie als exo-erythrozytire Formen (EEF) oder Leberstadien
vorliegen. Mit dem sog. Hepatozyten-Invasions-Assay konnen diese Stadien in vitro durch
Antikdrperfarbung analysiert werden (Frevert et al., 1996).

Fiir das Experiment wurden wuos3(-) und WT Hidmozolsporozoiten in verschiedenen
Konzentrationen auf eine subkonfluente, definierte Schicht an Hepatozyten gegeben. Nach
Ablauf einer festen Zeitspanne wurden die Leberstadien mit Antikorperfarbung detektiert und
anschlieend durch Immunofluoreszenz-Analyse ausgezihlt.

Die uos3(-) Hamozolsporozoiten zeigen in allen drei Konzentrationen eine signifikante
Reduktion der Infektivitdt. Bei der Injektion von 1.000 Sporozoiten hat sich nicht ein einziger
Sporozoit zur exo-erythrozytiren Form in den Hepatozyten weiterentwickelt (Tab. 3.6, Abb.

3.51).

Parasiten- Anzahl der Himoz6l- Anzahl der Leberstadien

population sporozoiten (EEFs)
WT 100.000 778 £ 571
10.000 83,2 +40,3
1.000 8+53
uos3(-) 100.000 19,8 £ 13,8
10.000 2,6+1,5
1.000 0+0

Tab. 3.6: Leberstadien-Entwicklungs-Assay von uos3(-) Himozolsporozoiten in vitro

Je 100.000, 10.000 und 1.000 uos3(-) und WT Hidmozolsporozoiten wurden zu einer
konstanten Anzahl an Hepatozyten gegeben und die Zahl der infizierten Hepatozyten (EEFs)
nach 48 Std. bestimmt. Die Tabelle fasst die Ergebnisse aus drei unabhingigen Experimenten
zusammen.
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Abb. 3.51 Infektivititit von uos3(-) und WT Himozolsporozoiten in kultivierten Hepato-

zyten
10.000 Hamozolsporozoiten von uos3(-) und WT-infizierten 4n. stephensi Miicken wurden

am Tag 16 nach der Blutmahlzeit isoliert und zu einer subkonfluenten, einlagigen Zellschicht
an Hepatozyten gegeben. 48 Stunden nach der Invasion wurden die Leberstadien durch
Detektion des Hitzeschockproteins (HSP) 70 des Parasiten sichtbar gemacht und mittels
Immunfluoreszenz ausgezéhlt. — 50 pm

3.3.10.3 Reduzierte Infektivitit von uos3(-) Himozolsporozoiten bei jungen SD-Ratten
in vivo

Um die Infektivitit von uos3(-) Hamozdlsporozoiten auch unter in vivo Bedingungen zu
testen, wurden je 100.000, 10.000 oder 1.000 Sporozoiten intravends in naive SD-Ratten
injiziert, die eine hohe Suszeptibilitét fiir Plasmodium-Sporozoiten aufweisen. Durch tigliche
Blutausstriche bis zu 14 Tage nach der Injektion wurde die Parasitdmie der infizierten Tiere
untersucht.

Fiir 100.000 und 10.000 Hamozodlsporozoiten konnte kein signifikanter Unterschied in der
Priapatenzzeit von WT und uos3(-) infizierten Ratten ermittelt werden (Abb. 3.52). Bei 1.000
injizierten uos3(-) Hamozdlsporozoiten bildete sich jedoch keine Blutstadien-Infektion aus.

Lediglich in einem von zehn Tieren wurden an Tag 5 Blutstadien im Ausstrich detektiert.
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Abb. 3.52 Infektivitit von uos3(-) Himozolsporozoiten in jungen SD-Ratten in vivo

Je 100.000, 10.000 und 1.000 H&mozdlsporozoiten aus WT und wuos3(-) infizierten An.
stephensi Miicken wurden isoliert und intravends in junge SD-Ratten injiziert. Das Auftreten
von erythrozytiren Stadien wurde téglich durch Blutausstriche mit anschlieBender Giemsa-
Farbung kontrolliert (Prépatenzzeit). Die Abbildung fasst die Ergebnisse aus drei
unabhéngigen Experimenten zusammen. Die Tierzahlen setzen sich wie folgt zusammen:
100.000 Sporozoiten - 3 (WT), 5 (uos3(-)); 10.000 Sporozoiten — jeweils 8 und 1.000
Sporozoiten — jeweils 10. *Nur in einem von 10 Tieren bildete sich eine Blutstadien-Infektion
bei 1.000 injizierten uos3(-) Himozdlsporozoiten nach 5 Tagen aus.
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4. Diskussion

4.1 Teill

In An. gambiae existieren nach derzeitigem Wissensstand zwei verschiedene
Immunreaktionen gegen Mitteldarm-invadierende Plasmodium-Parasiten: Lyse und
Melanisierung. Der fiir Plasmodien refraktire L3-5 Stamm von An. gambiae wurde auf seine
Féhigkeit hin, Mitteldarmstadien des Malaria-Erregers vollstindig zu melanisieren, genetisch
selektioniert (Collins et al., 1996). Die Parasiten werden hierbei im subepithelialen Raum
zwischen Mitteldarmzellschicht und duBerer Basallamina melanisiert, der von Himolymphe
umgeben, von den Hamozyten - den Blutzellen der Insekten — jedoch abgegrenzt ist (Abb.
3.1). Auch der suszeptible G3 Stamm von An. gambiae kann durch gene-silencing von CTL-
MA?2 in einen partiell refraktdren Stamm umgewandelt werden, der 53% der normalerweise
durchkommenden Parasiten melanotisch einkapselt (Osta et al., 2004; Abb. 3.3). Da die
Melanisierungsreaktion im L3-5 und dem durch RNA-Interferenz modifizierten G3/dsCTL-
MAZ2 Stamm einen unterschiedlichen genetischen Hintergrund haben kann, war es notwendig,
die funktionelle Charakterisierung der PPOs durch in vivo RNAi-Studien in beiden Stimmen
vorzunehmen.

Im Mittelpunkt stand die Frage, ob und welche der neun An. gambiae PPOs an der
Melanisierungsreaktion beteiligt sind. Zudem galt es zu kldren, ob Melanisierung die
Plasmodien auch totet. Eingehende Untersuchungen der Morphologie und zeitlichen Dynamik
der Ookineten wihrend der Invasion im refraktiren L3-5 Stamm haben Blandin et al. (2004)
zu der Schlussfolgerung veranlasst, dass die Totung der Parasiten durch TEP-1 vermittelt und
durch bisher unbekannte Komponenten ausgefiihrt wird. Erst nachfolgend soll Lyse oder
Melanisierung einsetzen, um die toten Zellkorper aus dem Gewebe zu beseitigen. Lange Zeit
galt Melanisierung als effektive Immunantwort, um Pathogene durch Einschleusen in einer
Melaninkapsel verhungern und ersticken zu lassen (Chen und Chen, 1995) oder durch
toxische, reaktive Sauerstoffintermediate umzubringen (Gillespie et al., 1997; Nappi und
Vass, 2001). Bisher konnte jedoch nur in der Miicke Armigeres subalbatus eine direkte
Beteiligung der humoralen Melanisierung beim Toten von Pathogenen (Mikrofilarien) mittels

PPO-antisense RNA erfolgreich bestitigt werden (Shiao et al., 2001).

Die intrathorakale Injektion von dsRNA in Miicken ist eine etablierte Methode (Blandin et al.,
2002), um die Expression einzelner Gene drastisch zu reduzieren. Die Ergebnisse der

semiquantitativen RT-PCR haben bestitigt, dass eine effiziente (Abb. 3.6), und am Beispiel
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von PPOY auch eine spezifische (Abb. 3.7), Herunterregulierung der PPO-Transkription
moglich ist. Obwohl die Sequenzen der dsRNAs auf ihre Spezifitit fiir das jeweilige PPO-
Gen hin ausgewdhlt wurden, kann eine Kreuzreaktion einzelner dsRNAs untereinander jedoch
nicht vollkommen ausgeschlossen werden, zumal die einzelnen PPOs untereinander eine sehr
hohe Sequenzhomologie aufweisen und die dsRNAs in der Zelle zu 21 Nukleotid kurzen
small-interfering RNAs (siRNAs) gespalten werden, die durch Anlagerung an die Zielsequenz
letztendlich die Zerstorung der mRNA einleiten. Fiir die prinzipielle Klarung der Frage, ob
PPOs an der Melanisierung beteiligt sind und Pathogene téten konnen, wiren
Kreuzreaktionen - aufgrund der technischen Beschrinkungen beziiglich der dsSRNA-Mengen

(Abschnitt 3.1.4) - zunichst nicht unerwiinscht.

Erschwerend bei den durch RNA-Interferenz vermittelten PPO-Knockdowns kommt die hohe
Stabilitdt einiger PPOs hinzu (Abb. 3.8) sowie die konstitutive Expression einzelner PPOs in
den entsprechenden Entwicklungsstadien der Miicke (Abschnitt 3.1.2.4). Wie aus Abb. 3.10
hervorgeht, muss die dSRNA ein bis zwei Tage vor Expressionsbeginn ihres jeweiligen Gens
injiziert werden, um auch auf Translationsebene eine effiziente Herabregulierung zu
bewirken. Von der daraus resultierenden zeitversetzten dsRNA-Injektion bei kombinierten
Knockdowns anderer PPOs zusammen mit PPO5 oder 6 in 4. Larvenstadium (dsPPOS5 oder
6) und erneut in 1-Tage-alte Miicken (dsPPOx) wurde jedoch abgesehen. Die zweimalige
Verletzung durch die Injektion fithrte sowohl in Versuchs- als auch Kontrollmiicken des L3-5
Stammes zu einer sehr starken Schwiéchung der Miicken, einhergehend mit einer deutlich
verkiirzten Lebensdauer (Abschnitt 3.1.4). Stattdessen wurde im Falle von PPOS5- und 6-
Knockdowns in adulten Miicken davon ausgegangen, dass die bis zur dsRNA-Injektion
synthetisierte Proteinmenge fiir die Melanisierung eingesetzt und aufgebraucht wird, der
Nachschub an Protein jedoch blockiert und die Melanisierungsfahigkeit somit beeintrachtig

wird.

Im genetisch verdnderten G3/dsCTL-MA?2 fiihrten die Knockdown-Kombinationen PPO1/4/6
und PPO3/5/9 zu einer erheblichen Reduktion der Anzahl melanisierter Parasiten pro
infizierter Miicke bei gleichzeitig steigender Oozystenzahl (Abb. 3.12 und 3.17). Die
Tatsache, dass sich im Gegensatz zur Kontrollgruppe mehr Parasiten zu Oozysten
weiterentwickeln, spricht fiir eine direkte Beteiligung der PPOs am Totungsprozess von
Plasmodium-Parasiten im G3/dsCTL-MA2 Stamm von An. gambiae und unterstreicht ihre

wichtige Funktion als ,,Immunproteine®.
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Bei den getesteten Zweier- und Einzelknockdowns konnte nur bei PPO4/6 ein deutlicher
Riickgang bzw. bei hoher Infektionsrate (>300 Parasiten pro Miicke) ein dramatischer
Einbruch der Melanisierung verzeichnet werden (Abb. 3.13), ebenso bei PPOI (Abb. 3.14).
PPO4, 6, 3, 5 und 9 im Einzelknockdown sowie PPO3/5 im kombinierten Knockdown
bewirkten keine Verdnderung des G3/dsCTL-MA2 Phinotyps (Abb. 3.15, 3.16, 3.19 — 3.21
und Abb. 3.18). Da nur PPOI, das aufgrund seiner Sequenzhomologie zu den PPOs hdherer
Dipteren als urspriinglich angesehen wird und im Gegensatz zu den anderen PPOs von An.
gambiae auf dem rechten Arm des Chromosoms 2 lokalisiert ist (Abb. 1.7), als einziges PPO-
Gen im Einzelknockdown Auswirkung auf die Melanisierung gezeigt hat, muss von einer
hohen genetischen Redundanz der {ibrigen PPOs untereinander ausgegangen werden. Dies
erschwert eine genaue Identifizierung einzelner PPOs, die Malgeblich an der
Melanisierungsreaktion beteiligt sein kdnnten, erheblich.

Interessant wire, wie sich das Melanisierungsverhalten der G3/dsCTL-MA2 Miicken in
Abhingigkeit unterschiedlicher Knockdownkombinationen verdndert. Es wiirde jedoch einen
ernormen Zeit- und Arbeitsaufwand bedeuten, alle statistisch modglichen Dreier- und
Zweierknockdowns auszutesten und es bleibt fraglich, ob dadurch ein entscheidender

Mehrgewinn an Informationen erzielt werden kann.

Erstaunlich bei den RNAi-Studien im L3-5 Stamm war, dass die Ergebnisse nicht mit denen
des Inhibitor-Experiments (Abschnitt 3.1.1.1) korrelierten. Anstelle lebender Oozysten (Abb.
3.4) konnte bei den kombinierten Knockdowns von PPO1/4/6 und PPO3/5/9 lediglich eine
signifikant reduzierte Anzahl an melanisierten Parasiten pro infizierter Miicke beobachtet
werden, jedoch keine lebenden Parasiten (Abb. 3.22 und 3.23).

Zweifelsohne konnen die Ergebnisse des PTU-Experiments in L3-5 kontrovers diskutiert
werden. Kumar et al. (2003) haben gezeigt, dass hohe Mengen reaktiver Sauerstoff-
intermediate zum Melanisierungsphénotyp in L3-5 beitragen. Es kann deshalb nicht géinzlich
ausgeschlossen werden, dass die Reversion des L3-5 Phénotyps im PTU-Experiment
ausschlieflich auf eine vollstindige Blockade aller PPOs zuriickzufiihren ist. Auch eine
mogliche antioxidative Wirkung des Inhibitors muss in Betracht gezogen werden. Die
Ergebnisse der Knockdownstudien in L3-5 belegen jedoch, dass auch die PPOs eine
entscheidende Rolle spielen. Aufgrund der Tatsache, dass die PPOs durch RNA-Interferenz
im Gegensatz zum Inhibitor nicht vollstindig ausgeschaltet werden, konnten die

verbleibenden PPO-Mengen immer noch zur Einkapselung eines Teils der Plasmodien
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herangezogen werden, wéhrend die restlichen Parasiten durch einen anderen Mechanismus
getotet werden.

Laut Blandin et al. (2004) werden in L3-5 100% der Ookineten, die das Mitteldarmepithelium
tiberqueren, durch Lyse oder Melanisierung getdtet bzw. beseitigt. Unter der Annahme, dass
Lyse und Melanisierung direkt am Totungsprozess der Plasmodien beteiligt sind, konnte
folgendes Modell die Ergebnisse der Knockdown-Studien in L3-5 im Zusammenhang mit
dem PTU-Experiment erkldren: durch das gene-silencing von PPOs und der damit
einhergehenden Beintrdachtigung der Melanisierungs-fahigkeit, findet eine Verlagerung der
Immunabwehr in Richtung Lyse statt; weniger Parasiten werden eingekapselt. Fiir eine
Verlagerung des Melanisierungs-Lyse-Gleichgewichts spricht auch, dass die Gesamtzahl der
Parasiten pro infizierter Miicke bei den PTU-behandelten L3-5 Miicken tendenziell geringer
ist als in der Kontrollgruppe, wenn auch nicht signifikant (Tab. 3.1). Die Lyse-Reaktion kann
vermutlich nur bis zu einem gewissen Grad das System abpuffern. Werden dem System, wie
im Falle des PTU-Experiments, die PPO-Proteine gidnzlich entzogen bzw. die Melanisierung
vollkommen blockiert, konnen einige Parasiten die Immunbarriere des Mitteldarms

durchbrechen und sich weiterentwickeln.

Die melanotische Einkapselung der Parasiten kann in verschiedenen Stimmen
unterschiedlichen genetischen Kontrollen unterliegen, sowie aufgrund der physiologischen
Gegebenheiten eine direkte oder indirekte Rolle in der Immunabwehr einnehmen. Im Falle
des G3/dsCTL-MA2 Stamms spielen die PPOs eine essentielle Rolle bei der Plasmodien-
Abwehr.

Eine dsRNA, welche die Genexpression aller PPOs gleichzeitig herunterreguliert, konnte die
Frage eindeutig kldren, ob PPOs die Parasiten in L3-5 toten oder die toten Zellkorper lediglich
entfernen. Wiirden dieselben Ergebnisse wie beim Inhibitor erzielt, spriche das fiir eine
direkte Beteiligung der PPOs am Totungsvorgang. Fraglich ist, ob aufgrund des speziellen
Expressionsmusters einiger PPOs (wie PPO5 und 6) sowie deren hoher Proteinstabilitdt ein
vollstindiger Knockdown mittels RNA-Interferenz iiberhaupt erreicht werden kann. Andere
Methoden, die einen Knockout aller PPO-Gene unter der Kontrolle eines stadienspezifischen

Promotors ermdglichen, sollten hierfiir in Betracht gezogen werden.
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4.2 Teil II

Malaria-Sporozoiten miissen die Speicheldriisen der Miicke invadieren, um auf den
Vertebratenwirt iibertragen werden zu konnen. Dieser obligate Schritt erdffnet neue
potentielle Angriffspunkte fiir die Malaria-Bekdmpfung. Bisher fehlen jedoch genaue
Kenntnisse iiber die Art der Wechselwirkung zwischen Sporozoiten und Speicheldriisenzellen
und deren beteiligten Komponenten. Vieles deutet darauthin, dass die Invasion der
Speicheldriisen durch spezifische Rezeptor-Liganden-Interaktionen vermittelt wird (Touray et
al., 1992; Barreau et al., 1995; Brennan et al., 2000; Myung et al., 2004).

Auffallig ist, dass die Sporozoiten zundchst préferentiell die distalen Regionen der lateralen
Speicheldriisenlappen und dann erst den medialen Lappen invadieren (Sterling et al., 1973;
Rossignol et al., 1984; Pimenta et al., 1994; sieche auch Abb. 3.25). Aufgrund dieser
Beobachtung wurde eine gegen den medialen Lappen subtrahierte ¢cDNA-Bibliothek von
Anopheles gambiae Speicheldriisen erstellt, welche fiir die lateralen Lappen spezifisch ist, mit
dem Ziel, Oberflichenproteine zu identifizieren, die am Invasionsprozess der Sporozoiten

beteiligt sind.

Von 90 sequenzierten Klonen der cDNA-Bibliothek wurden sieben Gene bzw. Genfamilien
identifiziert, deren Klone mehr als einmal im Screen auftraten und somit vermutlich verstarkt
exprimiert sind (Tab. 3.3). Drei der Gene bzw. Genfamilien kodierten fiir Proteine mit
Transmembrandomédnen und waren aufgrund der potentiell einhergehenden Oberfldchen-
lokalisierung von besonderem Interesse. Allem voran die SGS-Gene 4 und 5, deren Klone
unter den drei Kandidaten insgesamt gesehen am hiufigsten vertreten waren.

Laut Literatur besitzen die SGS Proteine dariiber hinaus eine Heparin-Bindungsdoméne sowie
die hochste Dichte an Tyrosin-Sulfatierungsstellen aller An. gambiae Proteine (Korochkina et
al., 2006). Da CSP und TRAP, die Hauptoberflichenproteine von Sporozoiten, ebenfalls an
Heparin binden und wihrend der Leberinvasion mit Sulfokonjugaten interagieren (Frevert et
al., 1993), macht sie das zu moglichen Rezeptorkandidaten fiir die Speicheldriiseninvasion der

Sporozoiten.

Wie aussagekriftig ist jedoch der Screen? Wegen der geringen Grofle der Speicheldriisen
erfordert es sehr viel Fingerspitzengefiihl, die Organe sauber aus der Miicke
herauszupédparieren und anschlieBend laterale und mediale Lappen voneinander zu trennen.
Durch die Subtraktion sollte der Hintergrund zwar weitest gehend minimiert sein, falsch-
positive Klone konnen jedoch nicht ausgeschlossen werden.
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Fiir die Qualitdt der lateral-spezifischen ¢cDNA-Bibliothek spricht die Identifizierung des
D7-r2 Gens. Arca und Kollegen haben durch in situ Hybridisierung die spezifische
Expression des Gens in den lateralen Lappen nachweisen konnen, nicht aber im medialen
(Arca et al., 1999; Abb. 3.26). Desweiteren wurden von der SGS-Genfamilie nur die Klone
von SGS4 und SGS5 entdeckt. Die SGS-Familie umfasst aber 5 Gene — SGS2, 3, 4, 5 und ein
putatives Pseudogen, das hohe Sequenzhomologie zu SGS4 besitzt. Wahrend SGS2 und 3 im
Thorax maénnlicher und weiblicher Miicken exprimiert sind, konnte eine SGS4 und 5-
Expression ausschlieBlich in Speicheldriisen weiblicher Miicken nachgewiesen werden.

(Korochkina et al., 2006). All dies spricht fiir eine hohe Spezifitit der cDNA-Bibliothek.

Mittels RNA-Interferenz sollten SGS4 und 5 herunterreguliert und ihre Funktion in An.
gambiae analysiert werden. Semiquantitative RT-PCR konnte jedoch keine Reduktion der
Genexpression von SGS5 drei Tage nach dsRNA-Injektion detektieren (Abb. 3.27).
Nachfolgend wurden die Zeitabstinde zur Uberpriifung der SGS-Transkript-Mengen kiirzer
gefasst, die dsRNA von SGS4 getestet sowie die dsRNA-Mengen durch mehrmalige
Injektionen hintereinander erhoht. Eine Herabregulierung der Genexpression als Folge der
dsRNA-Injektion blieb allerdings aus.

Jingste Forschungsergebnisse postulieren, dass gene-silencing in den Speicheldriisen der
Miicke grofBere dSRNA-Mengen erfordert als in anderen Geweben (Boisson et al., 2006). Auf
der anderen Seite wurden bereits Knockdowns von Speicheldriisengenen in An. gambiae unter
Verwendung der géngigen Konzentrationen erfolgreich erzielt (Kristin Michel, personliche
Mitteilung). Entscheidend fiir die Herunterregulierung eines Gens durch RNA-Interferenz ist
immer auch sein Expressionsstatus. Induzierte Gene lassen sich leichter ausschalten als Gene,
die konstitutiv exprimiert werden, wie es bei SGS4 und 5 der Fall ist.

Weitere RNAi-Studien mit fluoreszenzmarkierten small-interfering RNAs (siRNAs) fiir SGS4
und 5 werden zeigen, ob die Molekiile von den Speicheldriisenzellen aufgenommen werden,
wie lange ihre Halbwertszeit ist und ob sie letzten Endes eine effiziente Herunterregulierung

der SGS-Gene bewirken konnen.
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4.3 Teil 111 Plasmodium

Das UOS3 Gen von Plasmodium berghei wurde unabhéngig voneinander im Rahmen zweier
transcriptional profilings fiir pra-erythrozytire Transkripte als Sporozoiten-spezifisches Gen
identifiziert (Kaiser et al., 2004; Matuschewski et al., nicht publiziert). Es besitzt ein Ortholog
in Plasmodium falciparum und kodiert fiir ein 260 kDa groBes Transmembranprotein,
welches die zytoplasmatische Doméne der TRAP-Familie am Carboxy-Terminus aufweist.

Genetische Deletionsstudien von TRAP, dem Griindungsmitglied der TRAP-Familien-
Invasine von Apikomplexa-Parasiten, haben gezeigt, dass das Gen essentiell fiir die gliding
motility sowie die Infektion der Plasmodium-Sporozoiten ist (Sultan et al., 1997).
Entscheidend fiir die gliding motility ist hierbei die zytoplasmatische Doméne, die iiber
Aldolase mit dem Aktin der Motormaschinerie des Parasiten verbunden ist (Buscaglia et al.,
2003; Jewett und Sibley, 2003). TRAP-dhnliche Molekiile konnten somit zentrale
Komponenten der Bewegungs- und Invasionsmaschinerie des Parasiten darstellen, die
essentiell fiir einen erfolgreichen Infektionszyklus des Malaria-Erregers ist und weiterer

Aufklarung der molekularen und zelluldren Mechanismen bedarf.

Aufgrund der Identifikation von UOS3 in einer gegen Merozoiten subtrahierten Sporozoiten-
cDNA-Bibliothek (Kaiser et al., 2004) wurde der Schwerpunkt einer differenzierten
Genexpressionsanalyse auf die in der Miicke relevanten Plasmodium-Entwicklungsstadien
gesetzt.

Mittels semiquantitativer RT-PCR konnte die UOS3-Transkription nicht nur in den
verschiedenen Sporozoiten-Stadien sondern auch im Ookineten nachgewiesen werden (Abb.
3.29). Die Genexpression ist in Ookineten und Mitteldarmsporozoiten am stirksten, nimmt
bei den Hédmozodlsporozoiten stark ab und ist in Speicheldriisensporozoiten kaum noch
detektierbar. 33 PCR-Zyklen waren nétig, um {berhaupt eine geringe Transkript-Menge

nachweisen zu konnen (im Vergleich zu 28 Zyklen bei den anderen Proben).

Auftillig ist, dass die UOS3 Proteinexpression zur Genexpression genau gegenldufig ist.
Wihrend die Konzentration des Proteins in Mitteldarmsporozoiten nur sehr gering ist, steigt
sie bis zu den Speicheldriisensporozoiten stark an (Abb. 3.30). Da auf Transkriptionsebene
sowohl CS als auch UOS3 bereits in Ookineten stark exprimiert werden (Abb. 3.29), aber nur

fiir CS auch eine entsprechend hohe Proteinmenge in Mitteldarmsporozoiten detektiert wurde,
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konnte die Ursache eine — durch eventuell bestimmte Faktoren — verzogerte Translation bei

UQOS3 sein, einhergehend mit einer hohen Stabilitit des Proteins.

Aufgrund der Transmembrandomédne sowie der zytoplasmatischen Doméne der TRAP-
Familie war bei UOS3 von einer zu TRAP &hnlichen Proteinlokalisation auszugehen.
Immunofluoreszenz-Analysen von Hamozdlsporozoiten mit polyklonalen Kaninchen Anti-
UOS3 Antikdrper bestitigten das Vorhandensein von UOS3 auf der Oberfldche des Parasiten
(Abb. 3.31a). Wie TRAP (Rogers et al, 1992) ist UOS3 ungleichmiBig auf der

Parasitenoberfléche verteilt, im Gegensatz zum CS Protein.

Um UOS3 funktionell zu charakterisieren, wurde das Gen mittels Replacement-Strategie in P.
berghei inaktiviert (Ménard et al., 1997). Da das endogene Zielgen dabei vollstdndig durch
den Selektionsmarker ersetzt wird (replacement, Abb. 3.32), ist diese Form der
Genaktivierung wesentlich effizienter und stabiler als die Integrationsstrategie. Eine
Reversion des mutierten Lokus ist, bedingt durch das doppelte Crossover, nicht moglich.
Allerdings stellt das doppelte Crossover ein statistisch dulerst seltenes Ereignis dar, so dass
die Transfektion in der Regel mehrmals wiederholt werden muss. In diesem Fall ist das
gewlinschte Integrationsereignis bei der Transfektion des b3D REpl. Vektors gleich beim
ersten Mal eingetreten. Die genotypische Analyse der beiden auf Pyrimethamin-Basis
selektionierten Parentalgenerationen sowie ihrer Transfermduse mit spezifischen
Primerkombinationen (Abb. 3.33) bestitigten den erfolgreichen Austausch des endogenen
UOS3-Genlokus durch den Selektionsmarker (Abb. 3.34). Aus der anschlieBenden
Klonierung der Parentalgeneration 1 (Tab. 3.5) gingen drei klonale uos3(-) Populationen
hervor, die nachweislich das Zielkonstrukt integriert hatten und keine Pyrimethamin-
resistenten Wildtyp-Parasiten enthielten (Abb. 3.36).

Zusitzliche Uberpriifung der klonalen wuos3(-) Parasiten auf Transkriptions- und
Translationsebene bestétigten, dass weder das Gen (Abb. 3.37) noch das Protein (Abb. 3.38)

exprimiert werden.

Im Mittelpunkt der phénotypischen Charakterisierung stand zunéchst der Entwicklungsverlauf
der uos3(-) Parasiten in der Miicke. Wegen des spezifischen Gen- und Proteinexpressions-
profils von UOS3 wurde der Fokus der Untersuchungen auf die Ausbildung und Entwicklung
der Oozysten sowie der Mitteldarm- und Speicheldriisensporozoiten gelegt. Weder qualitative

Unterschiede in der Oozystenbildung noch quantitative in der Entwicklung der
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Mitteldarmsporozoiten konnten festgestellt werden. Oozysten von wuos3(-) und WT-
Populationen waren einander identisch in Form und Grof3e 10 Tage nach der Infektion (Abb.
3.40) und die Anzahl der aus infizierten An. stephensi isolierten Mitteldarmsporozoiten pro
Miicke lagen im Wertebereich der WT-Populationen (Abb. 3.39).

Dagegen zeichneten sich die Speicheldriisensporozoiten der Knockout-Mutante durch eine
verminderte Invasionsfdhigkeit der Speicheldriisen aus. Die Anzahl der Speicheldriisen-
sporozoiten pro infizierter Miicke waren signifikant reduziert im Vergleich zu den WT-
Parasiten (p < 0,031; Abb. 3.41 und 3.42).

Die erfolgreiche Ubertragung von uos3(-) Speicheldriisensporozoiten auf junge SD-Ratten
durch die Blutaufnahme infizierter Miicken (by bite feeding), die in 6 von 11 Féllen in einer
verzogerten Blutstadieninfektion resultierte (Abb. 3.43), bestitigte, dass die Knockout-
Parasiten die Speicheldriisen der Miicke tatsdchlich invadieren und nicht nur auf der

Oberfldache adherieren.

Normalerweise invadieren etwa ein Drittel der Mitteldarmsporozoiten letztendlich die
Speicheldriisen der Miicke. Bei den uos3(-) Parasiten ist dieser Anteil drastisch reduziert. Was
aber passiert mit der grolen Mehrheit der Sporozoiten?

Die Isolierung und Quantifizierung der im Hamozdl befindlichen uos3(-) Sporozoiten an den
Tagen 15 bis 16 nach der Infektion ergab eine signifikant erhdhte Anzahl pro infizierter
Miicke im Vergleich zu den WT-Parasiten (p < 0,038, Abb. 3.44). Betrachtet man die Zahlen
der Hamozdlsporozoiten pro infizierter Miicke gesondert an den Tagen 15 und 16, stellt man
einen starken Anstieg auf Seiten der uos3(-) Population fest, wihrend die Anzahl der WT-
Parasiten relativ konstant bleibt (Abb. 3.45). Diese Beobachtungen lassen darauf schlieBen,
dass die wuos3(-) Sporozoiten aufgrund ihrer eingeschriankten Invasionsfdhigkeit der

Speicheldriisen in der Himolymphe der Miicke akkumulieren.

Der charakteristische Entwicklungverlauf der wuos3(-) Sporozoiten mit stark erhohten
Parasitenzahlen im H&mozolstadium und erheblich reduzierten im Speicheldriisenstadium
konnte auch beim uos3(-) Klon II-3 nachgewiesen werden (Abb. 3.46). Dies bestitigt noch
einmal, dass die phéntopischen Verdnderungen in der Knockout-Mutante wirklich auf das

Fehlen des UOS3 Proteins zuruckzufiihren sind.

Fiir die Funktionalitit der uos3(-) Sporozoiten war ihre Féhigkeit zu gleiten ausschlaggebend.
Immunofluoreszenz-Analysen der beim Gleiten von Hdmozdlsporozoiten gebildeteten Spuren
sowie Untersuchungen der Bewegungsabldufe bei Himozol- und Speicheldriisensporozoiten

im Phasen-Kontrast-Mikroskop zeigten deutliche Defizite in der gliding motility der
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Knockout-Parasiten. Lediglich bei 3% der uos3(-) Himozdlsporozoiten konnten Gleitspuren
im IFA detektiert werden (Abb. 3.47) und selbst diese wichen mit ihrem unregelmifBigen
Muster von den durchgingigen Kreisen der WT-Parasiten ab (Abb. 3.48). Die
Hamozdlsporozoiten der WT-Populationen lagen dagegen mit einem 55%-igen Anteil
gleitender Parasiten im Durchschnitt dessen, was fiir dieses Entwicklungsstadium {iblich ist.
Auch die Analyse von H@mozdl- und Speicheldriisensporozoiten im Phasen-Kontrast-
Mikroskop bestitigte eine drastische Reduktion der gliding motility bei den uos3(-) Parasiten
im Vergleich zu den WT-Parasiten. Eine eingehende Quantifizierung war allerdings aufgrund
der schwachen Fluoreszenz der GFP-exprimierenden P. berghei Parasiten bei beiden
Populationen nicht moglich.

Die Mehrheit der uos3(-) Sporozoiten zeigten entweder ansatzweise zirkuldre Bewegungen,
die jedoch nur zur Hélfte ausgefiihrt werden konnten, waren lediglich mit einem Zellpol an
der Oberfliche adheriert und nicht in der Lage, vollstandig auf das Substrat abzusinken oder
wiesen komplett unkoordinierte Bewegungsabliufe auf (Abb. 3.49a und b).

Zwar kann man diese Bewegungsmuster sporadisch auch bei WT-Sporozoiten neben den
mehrheitlichen Kreisbewegungen oder génzlich nicht-motilen Sporozoiten beobachten, aber
nicht in einem solchen Ausmal} wie bei der uos3(-) Mutante.

UOS3 ist somit ein weiteres essentielles Protein, das neben TRAP (Sultan et al., 1997) bei der

gliding motility von Plasmodium-Sporozoiten eine Rolle spielt.

Gliding motility und der Eintritt in die Wirtszelle sind mechanistisch miteinander verwandt
(Kappe et al., 2003). In der Miicke konnte bereits erfolgreich demonstriert werden, dass der
Knockout von UOS3 zu einer verminderten Invasion der Sporozoiten in die Speicheldriisen
fiihrt (siehe oben). Speicheldriisensporozoiten aus Fiitterungen, die einerseits eingeschrinkte
Motilitét im Phasen-Kontrast-Mikroskop zeigten, andererseits aber zu einer Infektion in SD-
Ratten — wenn auch verzogert — fiihrten, belegen, dass nicht nur die wenigen motilen uos3(-)
Sporozoiten die Speicheldriisen invadieren, sondern auch diejenigen, die unproduktive
Bewegungsformen aufweisen.

Unklar bleibt, ob weniger uos3(-) Sporozoiten die Speicheldriisen invadieren, weil sie
aufgrund ihrer reduzierten Motilitdt diese nicht erreichen oder wegen eines Defekts in der
Invasionsmaschinerie nicht in die Wirtszelle eindringen koénnen. Generell geht man von
einem passiven Transport der Sporozoiten zu den Speicheldriisen iiber die zirkulierende
Héamolymphe aus (Ménard, 2001). Jiingste in vitro Studien haben jedoch gezeigt, dass

Sporozoiten durch die Sezernierung bestimmter Komponenten von den Speicheldriisen

115



Diskussion Plasmodium

chemotaktisch angelockt werden kdnnen (Akaki und Dvorak, 2005). Vermutlich tragen
sowohl die verminderte Gleitfahigkeit als auch ein Defekt in der Wirtszellinvasion zur

geringeren Anzahl an uos3(-) Sporozoiten in den Speicheldriisen bei.

Sporozoiten besitzen die einzigartige Fahigkeit, zwei komplett unterschiedliche Organe zu
invadieren — die Speicheldriise der Miicke und die Leber des Sdugetiers. Dementsprechend
konnte auch bei den Hepatozyten eine reduzierte Invasionsfahigkeit der uos3(-) Sporozoiten
festgestellt werden. Die Infektivitit der Knockout-Parasiten war bei jungen SD-Ratten in vivo
sowie bei einer permanenten Hepatozyten-Zelllinie in vitro in Abhingigkeit von den jeweils
eingesetzten Zahlen der uos3(-) Himozolsporozoiten signifikant reduziert, bis dahingehend,
dass sich bei 1.000 uos3(-) Sporozoiten keine exo-erythrozytiren Formen (EEF) in den
kultivierten Hepatozyten ausbildeten (Tab. 3.6) bzw. 9 von 10 SD-Ratten keine Blutstadien-
Infektion etablierten (Abb. 3.52).

Das Verhiltnis von intra- zu extrazelluliren Sporozoiten 90 Minuten nach der
Hepatozyteninvasion in vitro zeigte, dass sich deutlich weniger uos3(-) Himozdlsporozoiten
in den Zellen, dafiir aber mehr auBlerhalb befanden, im Vergleich zu den WT-Parasiten (Abb.
3.50). Die Anzahl der Parasiten, welche die Hepatozyten noch nicht vollstindig invadiert
hatten, war dagegen anndhernd identisch. Bleibt die Frage, wie viele der unvollstindig
invadierten uos3(-) Sporozoiten letzten Endes bis in die Zelle vordringen und ob die Zahl der
invadierten Hepatozyten dann mit der Anzahl ausgebildeter EEFs aus dem vorangegangenen
Experiment iibereinstimmt. Bendtigen die uos3(-) Sporozoiten aufgrund ihrer verminderten
Beweglichkeit mehr Zeit oder kann der Invasionsprozess eventuell gar nicht vollstindig
ausgefithrt werden? Wiederholungen des Hepatozyten-Invasions-Assays, auch im Hinblick
auf weitere Messpunkte, konnten mehr Aufschluf3 geben.

Auffillig bei diesem Versuch war, dass deutlich weniger wuos3(-) Sporozoiten an die
Hepatozyten adheriert hatten (Abschnitt 3.3.10.1). Wahrend bei der WT-Population von
einem Chamberslide je 100 Parasiten pro well ausgezihlt wurden, musste bei der uos3(-)
Population ein ganzer Chamberslide herangezogen werden, um auf identische Parasitenzahlen
zu kommen. Eine quantitative Analyse war jedoch nicht moglich, da aufgrund der vielen
Waschschritte im Versuchsprotokoll am Ende keine durchgéngige subkonfluente
Hepatozytenschicht mehr geben war. Eine einfache Antikorperfarbung zur ausschlieBlichen

Detektion der adherierten Parasiten wiirde dagegen die einlagige Zellschicht erhalten.
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Auch die Beobachtung, dass uos3(-) Sporozoiten deutlich besser an Polylysin-beschichtetete
Objekttrager anstelle einfacher Glas-Objettriger binden, deuten auf eine verminderte

Adhisionsfahigkeit hin und eine genaue Quantifizierung wiirde Gewissheit bringen.

Mit UOS3 wurde ein weiteres Protein der TRAP-Familie charakterisiert, das eine essentielle
Funktion bei der gliding motility und Zellinvasion von Plasmodium-Sporozoiten ausiibt und,
damit verbunden, die Infektivitidt erheblich beeinflusst. Anhand der Mutante konnen weitere
wichtige Aspekte des Bewegungs- und Invasionsverhaltens untersucht werden.

In Analogie zu trap(-) sind auch einige wenige uos3(-) Parasiten immer in der Lage, den
Gendeffekt zu kompensieren und normales Gleitverhalten zu zeigen. Interessant wire, ob
durch mehrmaliges Durchlaufen des kompletten Lebenszyklus in Miicke und Nager der
Selektionsdruck sich zugunsten der normal funktionierenden Knockout-Parasiten verschieben
wiirde. Expressionsanalysen im hohen Durchsatzverfahren wie z.B. Microarrays konnten
Aufschluss geben, welches oder welche Gene kompensatorisch hochreguliert wurde(n) und

damit weitere Einblicke in das Zusammenwirken der Aktin-Myosin Motormaschinerie geben.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen der Dissertationsarbeit wurden drei Projekte verfolgt, die sich mit den

molekularen Mechanismen der Plasmodium-Anopheles Interaktionen beschéftigen.

1. Die melanotische Einkapselung von Plasmodium-Parasiten im Mitteldarm der Anopheles
gambiae Miicke stellt eine effiziente Immunantwort dar, die den Lebenszyklus des Malaria-
Erregers unterbrechen kann. Die Prophenoloxidasen (PPOs) gelten als Schliisselenzyme
dieser Reaktion. Eine funktionelle Charakterisierung der neun PPOs von An. gambiae erfolgte
durch die gezielte Herunterregulierung der Gene mittels RNA-Interferenz in der adulten
Miicke, verbunden mit anschlieBenden Infektionsexperimenten. Fiir sechs PPO-Gene konnte
unter bestimmten Knockdown-Voraussetzungen eine deutliche Reduktion der melanisierten
Parasiten nachgewiesen werden. Interessanterweise hatte das gene-silencing in suszeptiblen
und refraktdren Miicken unterschiedliche Auswirkungen. Wihrend der Riickgang der
melanisierten Parasiten beim G3/dsCTL-MA2 gleichzeitig in einer steigenden Anzahl
lebender Oozysten resultierte, fiihrte die Reduktion der eingekapselten Plasmodien im

refraktiren L3-5 Stamm dagegen zu keiner erhdhten Uberlebensrate.

2. Die Invasion der Plasmodium-Sporozoiten in die Speicheldriise der Miicke ist entscheidend
fiir die Ubertragung auf den Siugetierwirt. Da Sporozoiten priferentiell die beiden lateralen
Lappen der Speicheldriisen und erst dann den medialen Lappen invadieren, wurde mittels
subtraktiver cDNA-Hybridisierung eine lateral-spezifische ¢cDNA-Bibliothek erstellt, um
potentielle Speicheldriisen-Rezeptoren zu identifizieren. Als mogliche Kandidaten wurden die

Gene SGS4 und 5 der SGS-Familie von An. gambiae beschrieben.

3. Sporozoiten sind die einzigen Stadien innerhalb des Plasmodium-Lebenszyklus, die in der
Lage sind, zwei vollkommen unterschiedliche Organe zu invadieren — die Speicheldriise der
Miicke und die Leber des Sdugetiers. Im dritten Teil der Arbeit stand die molekulare und
funktionelle Charakterisierung des Sporozoiten-spezifischen UOS3 Gens von Plasmodium
berghei im Mittelpunkt. Genetische Deletionsstudien haben gezeigt, dass UOS3 essentiell fiir
die gliding motility und Zellinvasion der Sporozoiten in die Speicheldriisen der Miicke und
Hepatozyten des Sdugetiers ist. Damit konnte erstmals neben dem Invasin TRAP ein weiteres

Parasiten-Gen beschrieben werden, das zentrale Sporozoiten-Funktionen vermittelt.
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6. Summary

Three projects are presented in this PhD thesis, which focus on the molecular interactions
between the Plasmodium berghei parasite and it’s vector Anopheles gambiae.

1. The melanotic encapsulation of Plasmodium parasites in the midgut of Anopheles gambiae
mosquitoes is a powerful immune response, which can interrupt the life cycle of the malaria
parasite. Prophenoloxidases (PPOs) are considered as key enzymes of this melanization
reaction. Nine PPO genes in An. gambiae are known and were functionally characterized by
RNA-interference. For six of these nine PPOs the knockdowns resulted in a distinct reduction
of melanized parasites under certain conditions. Interestingly the gene-silencing had different
effects on susceptebility and refractoriness of mosquitoes. The decline of melanized parasites
resulted in an increasing number of living oocysts in G3/dsCTL-MA2, whereas in L3-5 no

change in parasite survival has been observed.

2. The invasion of Plasmodium sporozoites into mosquito salivary glands is essential for
parasite transmission. Sporozoites preferentially invade the lateral lobes of the salivary glands
first, before invading the medial lobe. Therefore a suppression substractive hybridization
(SSH) approach was used, to screen for possible salivary gland receptors. SGS4 and 5 from

the An. gambiae SGS-family were identified as potential candidate genes.

3. Sporozoites are the only stages of the Plasmodium life cycle that have the capacity to
invade two entirely different host organs, the mosquito salivary gland and the mammalian
liver. The last part of my thesis focused on the molecular and functional characterization of
the sporozoite-specific UOS3 gene from the rodent malaria parasite Plasmodium berghei.
Gene targeting revealed that UOS3 plays a critical role for the infection of mosquito salivary
glands and the rat liver on the one hand and for the sporozoite’s gliding motility on the other
hand. Therefore UOS3 represents together with TRAP another important sporozoite-specific

gene, that acts in life cycle progression of the malaria transmission stage.
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