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Einer der Grinde, warum es mit den heutigen Medikamenten nicht gelungen ist, die

Malaria nachhaltig zu bekdmpfen, ist die Tatsache, dass sie deren Ubertragung nicht
verhindern. Mit der Identifizierung zweier Schliisselproteasen im Lebenszyklus
der Malariaparasiten sowie einer vielversprechenden Hemmsubstanz scheint nun
«the magic bullet» gegen Malaria gefunden.

Hintergrund

Weltweit leiden mehr als 200 Millionen Menschen an
Malaria und fast eine halbe Million Menschen sterben
jedes Jahr daran, hauptsachlich in Afrika siidlich der
Sahara. Das erinnert uns daran, dass Malaria auch heute
noch ein grosses Problem der 6ffentlichen Gesundheit
ist. Beim Menschen entsteht die Krankheit durch eine
oder mehrere der folgenden fiinf Parasitenspezies: Plas-
modium (P.) falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae und
P. knowlesi. Die Primarinfektion ist meist durch fieber-
hafte Attacken gekennzeichnet, die dann rhythmisch
wiederkehren, weshalb man auch von «Wechselfieber»
spricht. Die Symptomatik der Malaria ist aber wenig cha-
rakteristisch: Fieber, Kopfschmerzen, starke Schmerzen,
Verdauungsstorungen, Hepatosplenomegalie etc. Wegen
der unspezifischen Symptome kommt es immer wieder
zu fatalen Fehldiagnosen.

Eine P. falciparum-Infektion kann ndmlich jederzeit
und innerhalb weniger Stunden zu einer todlichen
neuronalen Malaria fiihren. Das Phdnomen ist meist
dramatisch, mit hohem Fieber (40-41 °C), gefolgt von ei-
nem Koma mit neurologischen Symptomen: Krampfe,
Hypotonie, Unterdriickung von Reflexen und starke
Hirnschmerzen. Die Prognose dieser Malaria-Enzepha-
lopathie oder zerebralen Malaria hangt vor allem mit
dem frithen Beginn der Behandlung zusammen. Wird
diese friihzeitig durchgefiihrt, sind Félle schneller Ge-
nesung ohne Folgen moglich, bei verspateter Behand-
lung kann die Letalitat 50% erreichen. Eine fehlende Be-
handlung hat unausweichlich den Tod zur Folge.
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Die Infektion des Menschen beginnt mit dem Stich
eines infizierten Anopheles-Moskitos. Sogenannte Spo-
rozoiten, die im Speichel der Miicke enthalten sind,
werden dabei in die Haut injiziert. Die Parasiten gelan-
gen zundchst in die Blutbahn und dann innerhalb von
Minuten in die Leber. Einmal in Kontakt mit Hepatozy-
ten dringt ein Sporozoit schnell in eine Zelle ein und
beginnt eine klinisch unaufféllige Leberphase. Bei
P. falciparum-Infektionen entwickelt sich ein Leberpara-
sit, der in einer parasitdren Vakuole residiert, zu einer
riesigen, vielkernigen Parasitenmasse, dem Schizonten
(Abb. 1). Dieses Parasitenstadium tiberschreitet bei Wei-
tem die urspriingliche Grosse der Hepatozyten und bil-
det dann Tausende von Tochter-Merozoiten, die die in-
fektiose Form fiir Erythrozyten darstellen (Abb. 2). Nach
dem Aufreissen der parasitophoren Vakuolenmembran
werden kleine, mit Merozoiten gefiillte Vesikel von der
infizierten Zelle in den Blutkreislauf abgegeben (Abb. 2),
wo diese Vesikel dann platzen und die Merozoiten frei-
geben. Diese wiederum befallen sofort die roten Blutzel-
len und damit beginnt der Erythrozytenzyklus.

Der Zyklus in den Erythrozyten dauert bei P. falciparum-
Infektionen etwa 48 Stunden und fiihrt zur Bildung von
16 bis 32 Merozoiten. Wahrend der Invasion setzen am
vorderen Pol des Merozoiten gelegene Sekretvesikel je-
weils ihren Inhalt frei. Dies ist ein wesentlicher Schritt
fiir die Bildung der parasitophoren Vakuolenmembran,
die durch Umbau und Veranderung der Zusammenset-
zung aus der Erythrozytenmembran gebildet wird.
AMAL ist ein Beispiel fiir ein vom Parasiten sezernier-
tes Protein, das eine wichtige Rolle bei der Invasion
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Abbildung 1: Lebendmikroskopie eines Hepatozyten (griin), der
von einem Plasmodiumparasiten (rot) befallen ist. Es ist sehr
gut zu erkennen, dass der Parasit sich in einer Vakuole befindet.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Entwicklungszyklus der Plasmodien und
der durch die Verbindung 49¢c gehemmten Schritte.

spielt. Schliesslich werden die parasitophore Vakuo-
lenmembran und die Erythrozytenmembran durch
einen aktiven Mechanismus (Abb. 2), der mehrere Pro-
teasen und wahrscheinlich Lipasen und Perforine um-
fasst, aufgebrochen, die Merozoiten werden freigesetzt
und ein neuer Invasionszyklus beginnt. Die Entwick-
lung der Malariaparasiten umfasst auch eine Phase der
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zen und die Tatsache, dass diese Medikamente die
Ubertragung nicht verhindern.

Menschen, die in Endemiegebieten leben, entwickeln
eine natiirliche Immunitat; wenn sie mit dem Parasi-
ten infiziert sind, leiden sie nur an einer milden Form
der Krankheit. Wenn infizierte Menschen jedoch wie-
der von einer Miicke gestochen werden, kdnnen sie
den Parasiten auf diese libertragen und sie zu einem
Malariavektor machen. Im Idealfall wiirde «the magic
bullet», also das ideale Malariamedikament, sowohl
die erythrozytdren Stadien als auch die Leberstadien,
aber eben auch die Ubertragung zwischen Moskito
und Mensch blockieren.

Proteasen im Allgemeinen und Aspartatproteasen im
Besonderen sind Hauptziele der Chemotherapie gegen
Pathogene. P. falciparum verflgt liber ein Repertoire
von zehn Aspartatproteasen, sogenannten Plasmepsi-
nen, sowie mehreren anderen Proteasefamilien wie Se-
rin-, Cystein- oder Metalloproteasen. Proteasen wirken
wie molekulare Scheren, die durch Schneiden bestimm-
ter Proteine deren Reifung oder Aktivierung ermogli-
chen. Es ist seit Langem bekannt, dass die proteolytische
Aktivierung von Proteinen eng mit dem Phdnomen der
Invasion der roten Blutkérperchen verbunden ist und
ebenfalls, nach der Vermehrung der Parasiten, bei der
Freisetzung aus der infizierte Zelle. Obwohl eine proteo-
lytische Aktivitat festgestellt werden kann, sind die ver-
antwortlichen Proteasen allerdings oft unbekannt.

Achillesferse des Plasmodium-Parasiten

In einer vom Schweizer Nationalfonds geférderten Stu-
die [1]' interessierten wir uns fiir zwei Aspartatprotea-
sen, die Plasmepsine IX und X (PMIX und PMX) des Plas-
modium-Parasiten. Durch genetische Manipulationen
und biochemische Ansatze haben wir ihre Funktion er-
forscht. Parallel dazu untersuchten wir die Spezifitit
des von der Firma Actelion entwickelten Aspartatprote-
asehemmers 49c. Es war schon bekannt, dass dieses
Molekiil eine starke Anti-Malaria-Aktivitdt hat und in
vitro bei einer Konzentration von 0,6 nM 50% aller Pa-
rasiten nach 72 Stunden tétet. Da es aber eine einge-
schrankte Aktivitiat nach 24 Stunden aufweist, wurde
die Forschung mit diesem Molekiil von anderen Ar-
beitsgruppen aufgegeben. Wir haben die Wirkungs-
weise von 49c¢ neu uiberpriift und PMIX und PMX als
seine Zielproteasen identifiziert und im Detail analy-
siert. Wir konnten zunichst zeigen, dass 49c sowohl
die Invasion der Plasmodium-Blutstadien als auch
deren Freisetzung aus den roten Blutkorperchen blo-
ckiert (Abb. 2). Der Inhibitor wirkt zwischen drei und
fiinf Stunden vor der Freisetzung der Parasiten und
verhindert die Prozessierung und Aktivierung der
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vom Parasiten ausgeschiedenen Schliisselmolekiile.
Insbesondere hemmt 49c die Aktivierung der Parasi-
tenproteine PFAMA1 und PfSUBI-Subtilase und blo-
ckiert damit die Invasion respektive die Freisetzung
der Parasiten aus den roten Blutkorperchen.

Nach diesem ersten Erfolg wurde PMIX durch geneti-
sche und biochemische Ansitze weiter charakterisiert.
Es wurde ein transgener Stamm von P. falciparum
generiert, in dem die PMIX-Expression ein- und ausge-
schaltet werden kann. Damit war es moglich, den Pha-
notyp der transgenen Parasiten nach dem Ausschalten
der PMIX-Expression zu untersuchen. Dieser Ansatz hat
gezeigt, dass PMIX fiir den Lebenszyklus des Parasiten
unerldsslich ist. In Abwesenheit von PMIX erscheint die
Entwicklung im Erythrozyten zwar zunichst normal,
aber die produzierten Merozoiten kdnnen trotz norma-
ler Morphologie nicht in neue Erythrozyten eindrin-
gen. Ahnliche Ergebnisse wurden gleichzeitig von
einem anderen Forschungsteam erzielt [2] und beide
Studien wurden in fithrenden Fachjournalen als Durch-
bruch in der Malariaforschung diskutiert [3, 4].

Auf biochemischer Ebene ist es uns zudem gelungen,
die beiden Proteasen PMIX und PMX in ihrer aktiven
Form in einem In-vitro-Expressionssystem herzustel-
len. Mit diesen rekombinant hergestellten Proteasen
konnten wir eindeutig zeigen, dass sie durch die 49c-
Verbindung spezifisch gghemmt werden. Diese bioche-
mischen Tests erlaubten es uns ausserdem, die Sub-
strate fiir diese beiden Proteasen zu validieren: PMIX
ist direkt an der Prozessierung und damit der Reifung
der beiden Parasitenproteine AMA1 und RAPI beteiligt,
die beide in speziellen Sekretionsorganellen gespei-
chert werden. PMX aktiviert dagegen direkt die SUBI-
Protease, die bis zum Gebrauch in anderen Organellen
gelagert wird.

So haben beide Ansatze gezeigt, dass PMIX fiir die Inva-
sion von Parasiten unerldsslich ist und dass die PMX-
Aktivitat fir die Invasion und den Austritt von roten
Blutkorperchen entscheidend ist.

Wie bereits erwihnt, ist das Blockieren der Ubertra-
gung des Parasiten ein entscheidender Schritt fir die
Ausrottung der Malaria. Fur die Untersuchungen der
Ubertragung der sexuellen Parasitenformen vom Siu-
gerwirt auf den Moskito und bei der Sporozoiteniiber-
tragung vom Moskito auf den Saugerwirt haben wir
den Mausmodellorganismus der Malaria, P. berghei,
genutzt, der leicht im Labor untersucht werden kann.
Wie bei P. falciparum-Kulturen fiihrt eine 49c-Behand-
lung von mit P. berghei infizierten Mause zur schnellen
Eliminierung der Parasiten und zu einer vollstandigen
Heilung der Mduse. Mit diesem Modell konnten wir be-
stitigen, dass 49c¢ die Ubertragung des Parasiten von
seinem Saugetierwirt auf die Miicke blockiert (Abb. 2).
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Tatsdchlich sind die in vivo produzierten Gametozyten
bei Mdusen, die mit 49c behandelt wurden, nicht akti-
vierbar und kénnen daher den Entwicklungszyklus
nicht fortsetzen.

Schliesslich konnten wir mit dem Malaria-Mausmo-
dell eine Aktivitat der 49c-Verbindung auf die Lebersta-
dien des Parasiten iuiberpriifen. Wir konnten zeigen,
dass sich die Tochterparasiten in Anwesenheit des Inhi-
bitors zwar zundchst normal entwickelten, aber am
Ende ihrer Entwicklung ihre Wirtszellen nicht verlas-
sen kénnen, ganz dhnlich, wie wir das schon fiir andere
Parasitenstadien beobachtet hatten. Die infizierten
Leberzellen werden letztendlich dann vom Immunsys-
tem eliminiert. Diese letzte Beobachtung eroffnet eine
sehr attraktive Perspektive in Bezug auf eine Impfung
gegen Malariainfektionen: zum ersten Mal kénnen wir
die letzte Phase der ansonsten normalen Leberentwick-
lung blockieren, so dass dem Immunsystem Zeit bleibt,
eine effektive Reaktion gegen die Leberstadien auf-
zubauen. Im Gegensatz zur Verwendung abgeschwéch-
ter Parasiten als Lebendimpfstoff, die frith wahrend
der Leberentwicklung absterben, hitte dieser Ansatz
den Vorteil, dass die Parasiten die ganze Entwicklung
in der Leberzelle durchlaufen, was die Aktivierung
einer optimalen Immunreaktion verspricht.

Zusammenfassung

Zusammenfassend konnten wir durch unsere funktio-
nellen und biochemischen Experimente klar zeigen,
dass PMIX und PMX absolut essentiell fiir den Parasiten
sind. Dank der spezifischen Wirkung von 49c¢ konnten
wir zeigen, dass diese beiden Proteasen fiir die Invasion
und die Freisetzung verschiedener Parasitenstadien
aus ihren Wirtszellen im Erythrozyten-, Leber- und
Mickenstadium essentiell sind (Abb. 2). Die Hemmung
von PMIX und PMX verhindert das Auftreten von
Krankheitssymptomen, heilt infizierte Tiere und ver-
hindert die Ubertragung des Erregers. Die 49¢-Verbin-
dung hemmt sowohl PMIX- als auch PMX-Enzyme in
extrem niedrigen Dosen. Es ist zudem bemerkenswert,
dass in unseren Experimenten keine Resistenzbildung
gegen 49c beobachtet wurde, was eine wichtige
Voraussetzung fiir die Entwicklung eines erfolgrei-
chen Medikamentes ist. Ahnlich wie bei einer dualen
Therapie reduziert die Tatsache, dass dieser Inhibitor
zwei Enzyme gleichzeitig blockiert, die Wahrschein-
lichkeit erheblich, dass beide Gene zur selben Zeit
Resistenzmutationen entwickeln. Wir haben also
offensichtlich eine besonders empfindliche Achilles-
ferse des Plasmodium-Parasiten entdeckt. Es scheint,
dass wir mit der Verbindung 49c «the magic bullet» ge-
gen Malaria gefunden haben. Allerdings gilt es jetzt,

EMHMedia

See: http://emh.ch/en/services/permissions.html



AUS DER FORSCHUNG
|

Korrespondenz:

Prof. Dr. rer. nat.

Volker Heussler
Institut fiir Zellbiologie
Universitat Bern
Baltzerstrasse 4
CH-3012 Bern
volker.heussler[at]
izb.unibe.ch

diese Verbindung noch zu optimieren, so dass sie auch
allen Anforderungen fiir ein wirksames Medikament
gerecht wird. Dabei geht es vor allem darum, den
schnellen Abbau der Verbindung zu verhindern, um
deren Konzentration im Blut hoch zu halten und ihre
Verfiigbarkeit in infizierten Zellen zu erhéhen, was
durch das Anhdngen von hydrophoben (wasserabwei-
senden) Seitengruppen erreicht werden konnte. Das
wird sicher noch einige Zeit in Anspruch nehmen, aber
die beiden Proteasen als Zielmolekiile fiir einen hochst
wirksamen Einsatz gegen die Malaria anzugreifen, ist
durch unseren Ansatz sehr aussichtsreich.

Die Ergebnisse dieser Studie eréffnen aber noch ganz
neue Dimensionen, weil sie auch eine grosse Bedeu-
tung im Kampf gegen andere Parasiten haben kénnen.
Plasmodien gehoéren zur Gruppe der Apikomplexa,
einer Klasse von Parasiten, die ein breites Spektrum
von Wirten infizieren konnen, einschliesslich ver-
schiedener Krankheitserreger von Mensch und Tieren.
So wurde schon beim weit verbreiteten humanen Para-
siten Toxoplasma, Verursacher der Toxoplasmose, eine
dhnliche Aspartatprotease gefunden, die ebenfalls fir
die Ubertragung des Parasiten und damit dessen
Verbreitung wichtig ist [S]. Die identifizierte Protease
kann ebenfalls hoch spezifisch durch 49c gehemmt
werden und blockiert damit die Verbreitung des Parasi-
ten. Da Toxoplasma, im Gegensatz zu Plasmodium, inte-
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ressanterweise nur eine 49c-sensitive Protease besitzt,
ist es nun viel leichter moglich, resistente Parasiten zu
erzeugen, was uns hilft, den Wirkungsmechanismus
der Proteasen noch besser zu verstehen [6].
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