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Zusammenfassung

Dimedon-Projekt

Zur nukleophilen Detektion von Sulfensduren werden iiblicherweise Dimedon oder Dime-
don Derivate eingesetzt. Allerdings haben qualitative Untersuchungen gezeigt, dass Dime-
don ebenso mit cyclischen Sulfenylamiden reagiert. Unter physiologischen Bedingungen
muss Dimedon zudem mit millimolaren Glutathionkonzentrationen konkurrieren, welches
ebenfalls ein starkes Nukleophil ist. Um diese kompetitiven Reaktionen quantitativ zu
analysieren, wurden die Reaktionskinetiken eines cyclischen Sulfenamid-Modellpeptids
(SA) und der Sulfensdure von Glutathion mit Dimedon und Glutathion bestimmt. Da
das cyclische Sulfenamid bei niedrigen pH-Werten stabil ist und keine Ringdffnung zur
Sulfensdure stattfindet, konnte eine direkte Reaktion mit Dimedon eindeutig nachgewie-
sen werden. Die kinetischen Analysen ergaben vergleichbare Geschwindigkeitskonstanten
fiir die Reaktionen von Dimedon mit SA bzw. Dimedon und der aus SA gebildeten Sul-
fensdure. Die Geschwindigkeiten der Reaktionen des Konkurrenz-Nukleophils Glutathion
mit SA oder der Sulfensdure iibertreffen die Reaktionsgeschwindigkeiten mit Dimedon je-
doch um mehrere Grofenordnungen. Auch in vitro und intrazelluldre Analysen mit einem
Modellperoxiredoxin stellen die Selektivitdt von Dimedon in Frage. Der bisher scheinbar
erfolgreiche Einsatz von Dimedon als Detektionsprobe fiir Sulfensduren in vivo muss daher
auf alternative Reaktionswege oder auf die Detektion kinetisch konkurrierender Redox-

spezies zuriickzufiihren sein. (iibernommen aus [1])
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Zusammenfassung

STRESSistance-Projekt

Der zweite Teil dieser Arbeit beschéftigt sich mit der oxidativen Stress-Hypothese im
Malaria-Parasiten Plasmodium falciparum. Die Gesamtheit aus Himoglobinabbau, Wachs-
tum und DNA-Synthese verursachen eine metabolisch generierte oxidative Belastung.
Durch effiziente Reduktionsmittel wie z. B. Thioredoxine oder Glutathion kann der Para-
sit das Redox-Gleichgewicht aufrechterhalten, er hat eine physiologische STRFESSistance.
Es wird aufserdem vermutet, dass Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid eine bedeu-
tende Rolle im Wirkmechanismus von Antimalariamitteln spielen. In dieser Arbeit sollten
kompartimentspezifische Anpassungseffekte oder cytotoxische Effekte, verursacht durch
Wasserstoffperoxid untersucht werden. Hierfiir wurden transgene Parasiten verwendet,
die das heterologe Redoxenzym RgDAAO im Cytosol, der Verdauungsvakuole oder der
mitochondrialen Matrix bzw. dem mitochondrialen Intermembranraum enthalten. Durch
exogene Zugabe von D-Aminosduren wurden die Wasserstoffperoxidkonzentrationen kom-
partimentspezifisch erhoht. Zudem konnte die Expression des RGDAAQO-Gens durch die
Konzentration der Selektionsdroge Blasticidin reguliert werden. Zu jedem Konstrukt wur-
de als Negativkontrolle ein identisches Plasmid mit der Punktmutation R285A und somit
inaktiver RgDAAQO kloniert und transfiziert. Im ersten Schritt konnte die erfolgreiche
Bildung der RgDAAOQO fiir die verschiedenen Stédmme mit 3xHA-getaggten Konstrukten
mittels Westernblotanalyse gezeigt werden. Auch die Titrierbarkeit des Systems durch
Blasticidin konnte in einem Westernblot nachgewiesen werden, fiir den die Parasiten mit
unterschiedlichen Blasticidin-Konzentrationen zwischen 4 und 50 pg/ml behandelt wur-
den. Ab 50 pg/ml Blasticidin kommt es zu cytotoxischen Effekten, da die zugehorige
Kultur retardiert wichst. Die Lokalisation des heterologen Redoxenzyms RgDAAO in
den vorgesehenen Kompartimenten wurde mittels Immunofluoreszenzmikroskopie (IFA)
iiberpriift. Die korrekte Lokalisation wurde fiir die Kompartimente Cytosol und die mit-
ochondriale Matrix beobachtet, wohingegen trotz erhhtem Selektionsdruck von 15 pg/ml
Blasticidin, keine RgDAAO in der Verdauungsvakuole und dem mitochondrialen Inter-

membranraum nachgewiesen werden konnte. Schlieftlich wurden erste 1C5o-Messungen mit
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Zusammenfassung

Paraquat als Positivkontrolle und verschiedenen D-Aminosiauren zur kompartimentspezifi-
schen Erh6hung der Wasserstoffperoxidkonzentrationen durch das Redoxenzym RgDAAO
durchgefiihrt. Es konnten kompartimentspezifische Anpassungseffekte und potenzielle cy-
totoxische Effekte beobachtet werden.

Um die Studie zu vervollstindigen und die Wirkmechanismen von Antimalariamitteln wei-
ter zu untersuchen miissen nun mit Hilfe des etablierten Systems weitere IC5o-Messungen

durchfithrt werden.
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1 Einleitung

1.1 Kritische Analyse der Theorie des oxidativen

Stresses

1.1.1 Sauerstoff als physiologischer- und pathophysiologischer

Elektronenakzeptor

Molekularer Sauerstoff ist ein kleines, unpolares Molekiil, welches sehr schnell durch bio-
logische Membranen diffundiert [2], [3]. Molekularer Sauerstoff hat zwei ungepaarte Elek-
tronen, wodurch er gezwungen ist Elektronen einzeln, nacheinander aufzunehmen. Das
Reduktionspotenzial ist beim O noch leicht negativ (-0,16 V) und die Elektronenaffinitét
niedrig. Daher kann es Elektronen nur von starken Reduktionsmitteln wie Metallzentren,
Flavinen oder Quinonen aufnehmen. Molekularer Sauerstoff als Elektronenakzeptor wird
in einer Reduktionsreihe initial zu einem Superoxidanion reduziert, dieses wird in Folge-
reaktionen zu Wasserstoffperoxid, dem Hydroxylradikal und Wasser reduziert [3]. Die zur
Reduktion von molekularem Sauerstoff in der Zelle benétigten Elektronen kommen meist
aus der mitochondrialen Atmungskette [4], [5]. Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid
werden auch von Xanthinoxidasen in den Peroxisomen gebildet [6]. Die membrangebunde-
ne NADPH Oxidase 2 (NOX2) bildet ebenfalls Superoxidanionen [7]. Als weitere endogene
Quellen fiir die Bildung oxidierender Spezies werden Lipoxygenasen und das Cytochrom P-
450-System genannt [5], [8]. Die genaue oxidative Spezies oder ein Reaktionsmechanismus
wurden nicht genannt. Anstatt die entstehenden Spezies, wie Superoxidanionen, Wasser-
stoffperoxid oder das Hydroxylradikal spezifisch zu benennen, werden sie als sogenannte
reaktive Sauerstoffspezies, kurz “ROS“ zusammengefasst. Dieser Sammelbegriff ist sehr
unpassend und irrefithrend, da er verschiedene Oxidationsmittel mit unterschiedlichsten
chemischen Eigenschaften [9], [I0] in einem Wort vereinigt und somit jegliche Aussagekraft

verliert. Ein weiteres in der Literatur inflationdr verwendetes und zugleich nichtssagendes
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Wort ist “oxidativer Stress“. Wie im nachfolgenden Abschnitt beschrieben wird geht es
beim Konzept des oxidativen Stresses um ein anhaltendes Redox-Ungleichgewicht, das
es zu einer Akkumulation oxidierter Molekiile fiihrt [I1], [I2]. Welche spezifischen Oxi-
dationsmittel dabei genau beteiligt sind, welcher Reaktionsmechanismus zugrunde liegt
oder welche oxidierten bzw. geschidigten Molekiile akkumulieren wird dabei meist nicht
beantwortet. Die Begriffe ROS und oxidativer Stress werden héufig als Platzhalter fiir
fehlendes oder unausgereiftes Wissen verwendet, was die Aussagekraft und die Zuver-
lassigkeit der zugrundeliegenden Daten erheblich schmaélert, da keine exakten Aussagen
getroffen werden miissen. Daher ist die Datenlage auf dem Gebiet der Redoxforschung
zwar vielfaltig aber zugleich sehr hypothetisch und undurchsichtig. Daher ist es wichtig
die in der Literatur prisentierten Ergebnisse und Aussagen kritisch zu hinterfragen. Au-
fserdem herrscht eine starre Einteilung in prooxidative und antioxidative Spezies, dabei
ist auch diese Terminologie mehr irrefithrend als hilfreich. Vielmehr hat ein vermeintlich
prooxidatives Molekiil nicht ausschlieflich pathophysiologische Eigenschaften und ein an-
tioxidatives Molekiil nicht nur physiologische Funktionen. So ist GSH basierend auf dieser
Terminologie zunéchst ein antioxidatives, reduzierendes Molekiil, welches in erster Linie,
mit enzymatischer Hilfe, schidliche Elektrophile beseitigt [I3]. Ubertrigt es jedoch in
Anwesenheit von Cu?" Elektronen auf molekularen Sauerstoff fiihrt es zur Bildung von
Superoxidanionen, Hydroxylradikalen oder Wasserstoffperoxid [I4]. Wasserstoffperoxid ist
ein relativ stabiles ungeladenes Molekiil, das biologische Membranen passieren kann. Es
ist zwar ein starkes Oxidationsmittel, reagiert mit Biomolekiilen jedoch sehr langsam, wes-
halb es héufig in Zellen akkumulieren kann [15]. Wasserstoffperoxid ist physiologisch als
sekundérer Botenstoff aktiv, da er enzymatisch ort- und zeitspezifisch gebildet und abge-
baut wird und auch selektiv mit Thiolen reagieren kann [9], [L0]. Im Falle einer gestorten
Redox-Metall-Homdostase, kann es zur heterolytischen Spaltung von Wasserstoffperoxid
durch freie Metallionen kommen, was zur Bildung von Hydroxylradikalen fiihrt. Diese
Reaktion ist unter dem Namen Fenton-Reaktion bekannt [16], [I7]. Hydroxylradikale sind

im Gegensatz zu Wasserstoffperoxid hochreaktive Spezies mit einer Existenzzeit von etwa
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108-10? s [8], die unspezifisch mit allen umliegenden Molekiilen, wie DNA, Proteinen und
Membranen reagieren [9], [10], [I8]. Ein konkretes Beispiel ist das Addukt zwischen einem
Hydroxylradikal und der DNA-Base Guanin, zum 8-OH-Guanin-Addukt [I8]. Beziiglich
der Schiadigung von bestimmten Proteinen und Membranen durch Hydroxylradikale wur-
den keine Aussagen getroffen. Aus molekularem Sauerstoff als Elektronenakzeptor entste-
hen Superoxidanionen oder Hydroperoxide, die neben Halogensauerstoffsduren oder Per-
oxynitrit fiir oxidative Modifikationen von Protein-Cysteinylthiolen verantwortlich sind
[19], [20], [10], [21]. Oxidative Modifikationen, die wihrend eines Substratumsatzes oder
enzymkatalysiert stattfinden sind oft hochgradig ortsspezifisch mit einer wichtigen Funkti-
on im Katalysezyklus oder der Signaliibertragung [22], [23], [24], [25]. Die initiale oxidative
Modifikation ist meistens eine Sulfensdure, die abhingig vom Protein und der Mikroum-
gebung ebenfalls Funktionen in der Signaltransduktion haben kann [26]. Sulfenséuren
kénnen mit Hydroperoxiden in einer irreversiblen Hyperoxidation zu Sulfin- und Sulfon-
sauren reagieren [27]. Die kinetische Analyse der Detektionsreaktion von Sulfensiduren mit

Dimedon und potenzieller Konkurrenzreaktionen ist Gegenstand dieser Arbeit.

1.1.2 Die urspriingliche und modifizierte Theorie des oxidativen

Stresses nach Sies

Freie Radikale wurden erstmals 1950 in Pflanzen, tierischen Organen und Geweben ent-
deckt [28] und augenscheinlich mit diversen Krankheiten [29] und dem Alterungsprozess
[30] in Verbindung gebracht [31]. Um welche Radikale es sich dabei konkret handelt wur-
de nicht erwdhnt. Auch nicht welche Rolle die undefinierten Radikale im Zusammenhang
mit welchen Krankheiten oder dem Alterungsprozess tatsichlich spielen. Das Konzept des
oxidativen Stresses wurde 1985 erstmals von Helmuth Sies und Enrique Cadenas im Ein-
leitungskapitel des Buches “Oxidative Stress®, benannt und beschrieben [11]. Oxidativer
Stress war urspriinglich definiert als “Eine Storung des Gleichgewichts zwischen Prooxi-
dantien und Antioxidantien, welches zur Verschiebung des Gleichgewichts zu Gunsten

der Ersteren und damit potenziellen Schiden fithrt“ (engl. “A disturbance in the prooxi-
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dant—antioxidant balance in favor of the former, leading to potential damage.“) [L1], [31].
Der Beginn unzéhliger unkritischer Anwendungen des Konzepts und irrefithrender Studien
mit unprézise diskutierten Ergebnissen auf dem Gebiet der Redox-Forschung. Aufgrund
der bedeutenden Rolle des Redox-Signaling erneuerte Sies 2007 die Definition des oxi-
dativen Stresses zu: “Ein Ungleichgewicht zwischen Oxidantien und Antioxidantien zu
Gunsten der Oxidantien, was zu einer Storung der Redox-Signaliibertragung und Kon-
trolle und/oder molekularen Schiden fiihrt* (engl. “An imbalance between oxidants and
antioxidants in favor of the oxidants, leading to a disruption of redox signaling and con-
trol and/or molecular damage.“) [32]. Basierend auf dieser Hypothese kommt es durch
das kontinuierliche Ungleichgewicht, zugunsten der Oxidationsmittel, zu einer Akkumu-
lation geschidigter, oxidierter Molekiile, wie Proteinen, Lipiden oder Nukleinsduren [11],
[12]. Eine prézise Definition der beteiligten Oxidationsmittel oder geschiadigten Molekiile
sowie konkrete Beschreibungen der zugrundeliegenden Reaktionsmechanismen fehlen in
den meisten Studien. Stattdessen wird das fehlende Wissen durch das Benutzen von Be-
griffen wie ROS oder oxidativer Stress iibertiincht. Im Jahr 2017 verfasste Helmuth Sies
eine weitere Definition von oxidativem Eustress bzw. physiologischem oxidativem Stress,
um deren Definitionen von der des oxidativen Distress, basierend auf Hans Selye’s Stress
Theorie aus dem Jahre 1974, abzugrenzen [33], [34]. Oxidativer Eustress beschreibt eine
milde Art von oxidativem Stress, wohingegen oxidativer Distress eine schwere Form des
oxidativen Stresses représentiert [31], [32]. Die Definition des Konzepts befindet sich zwar
in einem stindigen Wandel, trotzdem bleibt sie aufgrund fehlender Prizision undurch-
sichtig und bei unkritischer Anwendung irrefithrend. Sies beschreibt beispielsweise die
Rolle von Wasserstoffperoxid im Rahmen der Definitionen von Eustress und Distress [35].
Beim oxidativen Eustress, der auch als physiologischer Stress bezeichnet wird, iibernimmt
Wasserstoffperoxid eine Redox-Signaling Funktion. Als Beispiele dafiir nennt Sies unter
anderem die reversible Cystein und Methionin Oxidation [35]. Fraglich bleibt wieso eine
Definition von sogenanntem physiologischem bzw. mildem oxidativem Stress iiberhaupt

notwendig ist. Es gibt keinen Unterschied zwischen sogenanntem Eustress und physio-
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logischen Bedingungen unter denen Wasserstoffperoxid regulér gebildet wird. Auferdem
ist laut Sies das Aufrechterhalten physiologischer Konzentrationen von Wasserstoffperoxid
essentiell fiir die Steuerung von Lebensprozessen [35]. Zudem entsteht weder ein Ungleich-
gewicht zugunsten oxidierter Spezies, noch kommt es zur Akkumulation von Schéiden,
damit widerspricht Sies im Grunde genommen seiner eigenen Definition. Entstehen aus
Wasserstoffperoxid jedoch Hydroxylradikale (Fenton-Reaktion) verursachen diese Schiden
an DNA| Proteinen oder Lipiden, Sies bezeichnet diesen Vorgang als oxidativen Distress
oder exzessiven oxidativem Stress [35]. Auch bei dieser Aussage werden keine prézisen
Angaben zu den entstehenden Schiden oder zugrunde liegenden Mechanismen gemacht,
stattdessen werden fehlenden Informationen hinter dem Wort “oxidativer Distress” ka-
schiert. Auferdem sind Hydroxylradikale und Superoxidanionen sehr kurzlebige, instabile
Spezies, die sich nicht akkumulieren kénnen, daher sollte in diesem Zusammenhang un-
bedingt von Steady-State-Konzentrationen gesprochen werden [31]. Immerhin wird am
Beispiel von Wasserstoffperoxid deutlich, dass eine strikte Abgrenzung zwischen oxidati-
ven und antioxidativen Spezies falsch und irrefiihrend ist. Ein weiteres Beispiel dafiir ist
das Tripeptid Glutathion (GSH), welches nicht nur sehr effektiv schiadigende Elektrophile
reduziert, sondern in Anwesenheit von Eisen- oder Kupferionen auch Elektronen auf mo-
lekularem Sauerstoff tibertragen kann, wodurch Superoxidanionen, Hydroxylradikale und
Wasserstoffperoxid gebildet werden kénnen [36], [37], [14], [38], [13]. Basierend auf Sies
urspriinglicher Definition des oxidativen Stresses als andauerndes Redox-Ungleichgewicht
[11], [12] das zur Anh&ufung von bislang undefinierten oxidierten und geschédigten Mole-
kiilen fiithrt wurde die Definition erneut angepasst: “Oxidativer Stress ist eine voriiberge-
hende oder dauerhafte Erhohung stationidrer ROS-Konzentrationen, die zellulére, insbe-
sondere ROS-basierte Stoffwechsel- und Signalwege storen und zu oxidativen Verdnderun-
gen der Makromolekiile eines Organismus fiihren, die, wenn sie nicht kompensiert werden,
zum Zelltod durch Nekrose oder Apoptose fithren konnen“ (engl. “Oxidative stress is a
transient or long-term increase of steady-state ROS levels, disturbing cellular metabolic

and signaling pathways, particularly ROS-based ones, and leading to oxidative modifica-
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tions of an organism’s macromolecules that, if not counterbalanced, may culminate in cell

death via necrosis or apoptosis.“) [31].

1.2 Relevanz und Nachweis physiologischer

Sulfensdauren und cyclischer Sulfenylamide

1.2.1 Eigenschaften und Relevanz von Sulfensduren und

cyclischen Sulfenylamiden

Cysteinylthiole von Proteinen werden durch verschiedenen oxidative Spezies modifiziert,
darunter Wasserstoffperoxid und Superoxidanionen, aber auch Disulfide, Peroxynitrit
oder hypohalogene Sduren [19], [20], [10], [2I]. Dabei wird unterschieden zwischen nicht-
enzymatischen-, katalyseabhingigen- und enzymkatalysierten posttranslationalen Modifi-
kationen von Protein Cysteinthiolen. Wahrend hypochlorige Séure unspezifische Modifi-
kationen verursacht [39], sind katalytisch relevante Thiolmodifikationen in Enzymen sehr
spezifisch [22], [23], [24], [25]. Die initiale oxidative Modifikation ist die Cysteinylsulfen-
sdure. Sulfensduren sind sehr reaktive, instabile Spezies, die kurz nach der Bildung zu
stabileren Oxidationsprodukten weiterreagieren. Die Oxidationszahl des Schwefelatoms
der funktionellen Gruppe der Sulfensidure liegt bei 0, daher kann sie als Nukleophil oder
als Elektrophil weiterreagieren [40]. Die Reduktion von Hydroperoxiden oder Peroxynitrit
durch Peroxiredoxine und cysteinabhéngige Glutathionperoxidasen fiithrt zur Bildung ei-
ner Sulfensiure, die entweder mit einem weiteren Thiol zu einem Disulfid oder mit einem
oder mehreren Aquivalenten Hydroperoxid zu Sulfin- oder Sulfonséuren reagieren kann
[41], [10], [27]. In seltenen Fillen kénnen Sulfensiuren durch eine passende Mikroumge-
bung im aktiven Zentrum geringfiigig stabilisiert werden. Die metastabile Cysteinylsul-
fensdure im aktiven Zentrum der Hefe-Glutathionperoxidase Gpx3 oxidiert Yapl, der die
Transkription von gewissen Genen aktiviert [42], [43].

Aus Cysteinylsulfensduren werden in reversiblen Reaktionen cyclische Sulfenylamide ge-
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bildet, indem das elektrophile Schwefelatom der Sulfenséduregruppe mit dem nukleophilen
Amidstickstoffatom des Peptidriickgrats reagiert [44]. Wahrend die Bildung von Cystei-
nylsulfensduren als initiale oxidative Modifikation in Proteinen ein allgemein akzeptiertes
Konzept ist, ist die Bildung und vorallem die physiologische Relevanz von cyclischen Sul-
fenylamiden in Proteinen eher kontrovers [44], [45], [46]. Cyclische Sulfenylamide kommen
physiologisch selten vor. Beispiele dafiir sind das cyclische Sulfenylamid in der humanen
Proteintyrosinphosphatase 1B [47], die Protein-Tyrosin-Phosphatase a [48] und der Ba-
cillus subtilis Peroxid Sensor und Transkriptionsfaktor OhrR [49]. Ein weiteres cyclisches
Sulfenylamid wurde massenspektrometrisch fiir die rekombinante Peroxiredoxinmutante
AhpCC4 aus Salmonella typhimurium nachgewiesen [50], [45]. Beziiglich dessen wurde
diskutiert, ob es sich bei dieser Proteinspezies nur um ein Artefakt handelt [50] oder ein
passendes Beispiel darstellt, um die Selektivitdt der Detektionsproben fiir Sulfensiuren

zu untersuchen [44]. (teilweise iibernommen aus [1])

1.2.2 Detektion von Sulfensdauren und cyclischen Sulfenylamiden

Aufgrund der hohen Reaktivitdt und Kurzlebigkeit von Sulfensduren und cyclischen Sul-
fenylamiden ist es sehr schwierig, diese zu detektieren. Daher werden selektive Detektions-
proben verwendet, die mit den Sulfenséuren und cyclischen Sulfenylamiden zu Addukten
reagieren, die anschlieflend massenspektrometrisch nachgewiesen werden konnen [44]. Die
giangigste Detektionsprobe zum Nachweis von Sulfensiureresten ist das 1,3-Diketon Dime-
don (5,5-Dimethylcyclohexan-1,3-dion), welches 1974 erstmals zum Nachweis der Sulfen-
saure im Enzym Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet wurde
[51]. Dimedon und Dimedonderivate wurden fortan als nukleophile Detektionsproben zum
indirekten oder quantitativen Nachweis von Sulfensduren in Proteinen und biologischen
Proben verwendet [52], [53], [54], [55]. Es wurden sogar Vorhersagealgorithmen fiir das
Vorhandensein von Sulfensiuren basierend auf bisherigen Daten verwendet [56], [57], [58],
[59], [60]. In der Realitdt muss Dimedon in biologischen Proben mit zahlreichen anderen

physiologischen Nukleophilen konkurrieren, die ebenfalls eine Reaktion mit Sulfensiuren
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eingehen konnen. Eines dieser in der Zelle hochkonzentrierten Nukleophile ist das cystein-
haltige Tripeptid Glutathion [61], [62], [63], [64]. Auch fiir humanes Serumalbumin [65],
AhpCC1654 [54] und ein Modelldipeptid [66] konnte die langsame Reaktion von Dimedon
mit Sulfensduren, mit Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung in der Grofenord-
nung <10 M s gezeigt werden. Es wurde ebenfalls qualitativ nachgewiesen, dass auch
nicht-peptidische cyclische Modellsulfenamide mit Dimedon reagieren und dabei das glei-
che, massenspektrometrisch nicht unterscheidbare Thioetherprodukt bilden wie bei der

Reaktion mit einer Sulfensiure [46].
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Abbildung 1.1: Strukturformeln  und  Geschwindigkeitskonstanten  ausgewihlter — C-nukleophiler
Sulfensdure-Detektionsproben. TD, PYD, PRD und BTD gehoren zu den cycli-
schen Dimedon-basierten Detektionsproben fiir Sulfensduren, WYneC und WYneO
zu den Wittig-Reagenzien. Es findet ein nukleophiler Angriff des C-Nukleophils der
Detektionsprobe am Schwefelatom der Sulfensdure statt [66], [67], [68].

Zudem ist Dimedon nicht selektiv gegeniiber Sulfensduren und kinetisch nicht fahig mit
anderen Nukleophilen zu konkurrieren. Daher ist es unwahrscheinlich, dass mit Dime-
don detektierte Reste immer eindeutig Cysteinylsulfensiduren zugeordnet werden kénnen
[69]. Es wurden bereits neue Dimedon-basierte C-nukleophile Proben, wie TD, PRD,
PYD und BTD entwickelt, mit einer maximalen Geschwindigkeitskonstante von BTD
mit k=1700 M s (siehe Abb. [66], [67]. Durch die elektronenziehenden Grup-
pen am C-Nukleophil in BTD wird die Reaktivitit gegeniiber der Sulfensidure gesteigert
[67]. Ebenfalls entwickelte nukleophile Wittig-Detektionsproben, WY-neO und WY-neC
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hatten Geschwindigkeitskonstanten zwischen 140 und 196 M s [68]. Daher ist frag-
lich welche Zielmolekiile mit diesen neu entwickelten Proben detektiert werden. Neben
C-nukleophilen Proben zur Sulfensduredetektion, werden auch gespannte cyclische Al-
kene und Alkine eingesetzt, die in pericyclischen Transfer-Reaktionen mit Sulfenséuren
reagieren wie beispielsweise das gespannte Cycloocten BCN (Abb. [22]. (teilweise

ibernommen aus [1])

e

OH
BCN

Abbildung 1.2: Cyclisches Alkin BCN zur Detektion von Sulfenséuren. Bei dieser Detektionsprobe kommt
die Triebkraft der Reaktion mit Sulfenséuren aus der Ringspannung des cyclischen Alkins.
Es findet eine pericyclische Transfer Reaktion zwischen BCN und der Sulfensiure statt
[66], [44].

1.3 Die Hypothese des oxidativen Stresses in der

Malariaforschung

1.3.1 Malaria - Eine lebensbedrohliche Infektionskrankheit

Malaria ist eine der bedrohlichsten Infektionskrankheiten weltweit und wird verursacht
durch Parasiten der Gattung Plasmodium. Im Jahr 2022 lag die weltweite Infektionszahl
bei 249 Millionen Féllen in 85 endemischen Léndern und Regionen. Die Zahl der Todesfil-
le durch Malaria lag 2022 bei ca. 608000 und ist leicht gefallen im Vergleich zum 2020 mit
ca. 631000 Todesfallen [70]. Plasmodien sind einzellige Parasiten der Apicomplexa und
nutzen ein breites Spektrum an Sdugetieren, Vogeln oder Reptilien als Wirte [71], [72],
wobei stets weibliche Miicken der Gattung Anopheles als Vektor dienen 73], [74], [75], |76].
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Der Mensch kann durch fiinf Arten von Erregern infiziert werden: Plasmodium falciparum,
Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium vivar und Plasmodium knowlest,
der als einziger potenziell durch Zoonose von Makaken auf Menschen iibertragen werden
kann [77]. Plasmodium falciparum verursacht Malaria tropica, die hiufigste Form von
Malaria, die sich aufgrund des asynchronen Lebenszyklus des Parasiten, durch unregel-
mébige Fieberschiibe auszeichnet [76]. Die anfanglichen Symptome sind meist unspezifisch
und Grippe-ahnlich mit Schiittelfrost und Kopfschmerzen, im spateren Krankheitsverlauf
jedoch auch Andmien [73]. Zu den Risikogruppen zdhlen Kinder unter 5 Jahren, Schwan-
gere, sowie immungeschwiichte Personen, beispielsweise durch eine HIV-Infektion [78].
Sie haben ein erhohtes Risiko fiir einen schweren Krankheitsverlauf. Eine der schwers-
ten Verlaufsformen ist die zerebrale Malaria, die durch die Zytoadhédrenz der Parasiten
im Geféifisystems des Gehirns verursacht wird [79]. Es kommt zur Verstopfung der Ge-
fifie und zu einer Entziindungsreaktion, die h#ufig im Koma oder todlich endet [79].
Nach langen Jahren der Forschung konnte einige erfolgreiche Therapien zur Bekdmpfung
und Pravention der Malaria entwickelt werden. Aufgrund schnell auftretender Resisten-
zen werden Kombinationstherapien, sogenannte Artemisinin based combination therapies
(ACTs) angewendet, fiir die ebenfalls von ersten Resistenzen berichtet wurde [80]. Die
derzeit empfohlene ACT ist eine Kombination aus Dihydroartemisinin und Piperaquine
(DHAP) [81]. Zur Vektorkontrolle empfiehlt die WHO mit den Insektizid-Kombinationen
Pyrethroid-Chlorfenapyr bzw. Pyrethroid-Pyriproxyfen behandelte Bettnetze (Insecticide
Treated Mosquito Nets, ITNs) [82] zur Insektentétung oder zur Regulierung des Wachs-
tums und der Fortpflanzung der Anopheles Miicke [8I]. Eine Pyrethroid-Resistenz ist
bereits bekannt. Fiir Kinder in endemischen Regionen mit hoher Transmissionsgefahr
werden die neuen Impfstoffe RTS,S/AS01 (RTS,S) [83] und R21/Matrix-M (R21) [84]
empfohlen. Das stindige Aufkommen neuer Resistenzen des Parasiten gegen bereits ent-
wickelte Behandlungsmethoden macht die Préavention und Heilung von Malaria zu einer
schwierigen Aufgabe [70]. Es betont die Relevanz des Forschungsgebiets, das sich in einem

standigen Wandel befindet, und die Notwendigkeit immer neuer und aktueller Therapien.
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1.3.2 Leberstadien - Wie eine Infektion zustande kommt

Alles beginnt mit dem Biss einer weiblichen, infizierten Anopheles Miicke, die wahrend ih-
rer Blutmahlzeit Sporozoiten iiber den Speichel in die menschliche Haut injiziert [85]. Dort
suchen diese gut beweglichen Parasitenstadien aktiv nach einem Blutgefif [86], welches
sie befallen konnen, um iiber den Blutstrom zu ihrem néchsten Ziel zu gelangen - der Le-
ber [87]. In den Kapillargefifen der Leber (Sinusoiden) heften sich die Sporozoiten an die
Endothelzellen und bahnen sich ihren Weg vermutlich iiber Kupffer-Zellen hinein in das
Leberparenchym, wo die eigentliche Infektion eines Hepatozyten startet [88], [89], [90]. Es
bildet sich eine parasitophore Vakuole (PV) und eine parasitophore Vakuolen-Membran
(PVM), die den Parasiten vom umgebenden Cytoplasma der Wirtszelle abgrenzt [91],
[92]. Der Sporozoit differenziert sich anschliefend in eine exoerythrozytire Form (EEF)
[93]. Durch massive DNA-Replikation bildet sich ein multinuklearer Schizont der tausen-
de Tochternuklei beherbergt [94]. Erst nachdem die Spaltung der verzweigten Strukturen
des Apicoplast und des Mitochondriums durch die Einstiilpung der Parasiten-Plasma-
Membran abgeschlossen ist, beginnt die Cytokinese und die Tochtermerozoiten entste-
hen [94]. Der Austritt aus dem Schizonten findet in Form von sogenannten Merosomen,
Merozoit-gefiillten Vesikeln, statt, die erst im Blutkreislauf aufplatzen und die Merozoiten
schlieplich freisetzen [94], [95], [96]. Die beschriebenen Stadien sind in Abbildung 1-8
dargestellt.

1.3.3 Asexuelle Blutstadien von P. falciparum

Die néchste Zielzelle der freigesetzten Merozoiten sind Erythrozyten, in denen der intrae-
rythrozytére, asexuelle Lebenszyklus beginnt [97]. Die limonenférmigen Merozoiten haben
mehrere besondere Merkmale, die bei der Invasion von Bedeutung sind [97]. Sie besitzen
eine dichte Ummantelung aus diinnen Filamenten den Merozoite Surface Proteins (MSP),
die in der Plasmamembran verankert sind [98], [99], [100], [TOT]. Somit kann sich der

Merozoit leicht, in einer beliebigen Orientierung, an die Membran eines vorbeitreibenden
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Erythrozyten anheften. Vor der Invasion richtet sich der Merozoit aktiv mit dem apica-
len Komplex, einem speziellen Organell der Apicomplexa, nach vorne in Richtung der
Erythrozytenmembran aus. Zur Invasion benotigte Proteine werden durch die apicalen
sekretorischen Vesikel der Rhoptrien und der Micronemes abgegeben. Dadurch entsteht
eine enge Verbindung, eine sogenannte Tight junction, durch die sich der Parasit aktiv in
die Wirtszelle hineinzieht. Dabei wird der Filamentmantel des Merozoiten proteolytisch
abgespalten und es bildet sich eine parasitophore Vakuole um den Parasiten aus, um sich
vom Cytoplasma der Wirtszelle abzugrenzen [102], [I01], [97]. Der Parasit entwickelt sich
zu einem Ring-Stadium gefolgt vom Stadium des Trophozoiten, womit eine umfangrei-
che Umstrukturierung der Wirtszelle einhergeht. Es entstehen die sogenannten Maurer’s
Clefts, sekretorische Membranstrukturen, die dazu dienen parasitire Proteine ins Cyto-
sol der Wirtszelle und somit zur Oberfliche des Erythrozyten zu transportieren [103],
[104]. Im Trophozoiten-Stadium bildet der Parasit auferdem Wolbungen und Ausbuch-
tungen auf der Erythrozyten-Oberflache, die sogenannten Knobs [105], [I06]. Wichtig ist
in diesem Zusammenhang das P. falciparum Erythrocyte-Membrane-Proteinl (PfEMP1)
aus der Familie der var-Gene, welches an die Oberfliche der Knobs transportiert wird
[107], [108], [106]. Dort interagiert es mit den Rezeptoren im Endothel der Gefiifiwand,
wodurch die Cytoadhérenz an Gefafwianden moglich wird und das Aussortieren der de-
formierten, parasitiar befallenen Erythrozyten durch die Milz verhindert wird [109]. Auch
die an der Oberflaichen prasentierten Antigene werden durch einen stdndigen Wechsel der
exprimierten var-Gene permanent ausgetauscht. Auf diese Weise kann der Parasit das
Immunsystem erfolgreich umgehen [I10], [I1I]. Charakteristisch fiir den Trophozoiten ist
zudem ein exzessiver Himoglobin-Verdau des umgebenden Erythrozyten-Cytosols, in ei-
nem spezialisierten Lysosom, der Verdauungsvakuole [97]. Der Abbau von Hémoglobin,
zur Gewinnung von Nahrstoffen fiir das weitere Wachstum sowie zur Raumschaffung, fiihrt
zur Freisetzung von Hém, das fiir den Parasiten toxisch ist. Es wird in Form von kristalli-
nem, polymerem Hamozoin in der Verdauungsvakuole detoxifiziert [112],[113], [114]. Der

Trophozoit breitet sich immer weiter in der Wirtszelle aus und nimmt immer mehr Platz
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ein, was auch mit der Elongation des Apicoplasten und des Mitochondriums verbunden
ist [I15], [97]. Anschliekend geht der Parasit ins Schizonten-Stadium iiber, welches durch
massive DNA-Replikation zur Ausbildung von 8-32 Tochternuklei wéhrend der Schizo-
gonie gepragt ist [97], [96]. Der Apicoplast und das Mitochondrium wachsen weiter und
schlingen sich um die Tochternuklei herum, bis sich schlieklich zuerst der Apicoplast und
dann das Mitochondrium teilt. Apicoplast und Mitochondrium ordnen sich paarweise
den neuen Tochternuklei zu [I15], [I16]. Der intraerythrozytire asexuelle Lebenszyklus
wird nach 48 h mit der Cytokinese und einem aktiven Austritt der Merozoiten durch die
parasitophore Vakuolenmembran sowie die Erythrozytenmembran in die Blutbahn abge-
schlossen, wo die Merozoiten neue Erythrozyten infizieren kénnen [117], [96]. Ein kleiner
Anteil der Parasiten im Blustadium entwickelt sich zu mannlichen und weiblichen Sexual-
stadien, den Gametocyten. Der Transkriptionsfaktor des PFAP2-G initiiert die Bildung
von Gametocyten [118]. Es gibt fiinf morphologische Stadien von Gametocyten, die so-
wohl im peripheren Blut, als auch im Knochenmark zu finden sind [I19], [120]. Die voll
entwickelten méannlichen und weiblichen Gametocyten konnen dann bei einer weiteren
Blutmahlzeit von einer weiblichen Anopheles Miicke wiederaufgenommen werden. Die be-

schriebenen Stadien sind in Abbildung [1.3]9-15 dargestellt.
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Abbildung 1.3: Lebenszyklus des Malaria Parasiten Plasmodium falciparum. Mit dem Stich der Anophe-
les Miicke (1) werden Sporozoiten in die Dermis eingeschleust und bahnen sich ihren Weg
zu den Sinusoiden der Leber (2). Dort durchqueren sie Kupffer-Zellen (3) und gelangen
durch das Endothelgewebe zu den Hepatozyten, wo die eigentliche Infektion beginnt (4).
Im Hepatozyten entwickelt sich der Parasit in seiner PV zum Schizonten (5,6), der nach
der Reife (7) lysiert und die Merozoiten in Form von Merosomen in die Sinusoiden freisetzt
(8). Im Blutkreislauf angekommen beginnt der intraerythrozytére asexuelle Lebenszyklus
mit der Invasion des Merozoiten in den Erythrozyten (9). Es bildet sich erneut eine PV
aus in der der Merozoit sich zunéchst zum Ring (10), dann zum Trophozoit (11) und
schlieflich zum Schizonten (12) entwickelt, der nach seiner Ruptur bis zu 32 neue Me-
rozoiten in die Blutbahn freisetzt (13). Ein kleiner Teil der Parasiten entwickelt sich zu
ménnlichen und weiblichen Gametocyten (14), die wihrend einer erneuten Blutmahlzeit
der Miicken aufgenommen werden konnen (15). Im Mitteldarm der Miicke entwickeln
sich die Gametocyten zu mannlichen Mikrogameten und weiblichen Makrogameten, die
eine Zygote bildet, wodurch eine Ookinete (16) entsteht. Dieses sehr bewegliche Stadium
durchquert das Epithelgewebe des Mitteldarms (17) und es bildet sich an der Basallamina
der duferen Darmwand (18) eine Oocyste aus (19). Durch Ruptur der Oocyste werden
tausende Sporozoiten in die Hemolymphe abgegeben (20) und bahnen sich ihren Weg zu
den Speicheldriisen, die sie nach dem Durchdringen des Epithels infizieren (21). Abbil-
dung iibernommen aus Niz et al. [96].

1.3.4 Die Infektion der Anopheles Miicke

Im Mitteldarm der Miicke angekommen dndern sich die Umgebungsbedingungen fiir die
Parasitenstadien drastisch. Es kommt zu einem Temperaturabfall von 37 °C auf 20 °C und
zu einem Anstieg des pH-Werts [121]. Als weiterer Ausloser der Gametogenese, bei der
sich die Gametocyten zu Gameten weiterentwickeln, ist die Xanthurenséure [122]. Weib-
liche Gametocyten bilden Makrogameten, wihrend sich die ménnlichen Gametocyten bei
der Exflagellierung zu begeifelten Mikrogameten entwickeln [123]. Die gut beweglichen

Mikrogameten suchen nach einer weiblichen Makrogamete und bilden mit ihr eine Zygote
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[123], die sich zu einer ebenfalls hoch beweglichen, bananenférmigen Ookinete weiter-
entwickelt. Die Ookinete durchdringt das Epithelium des Mitteldarms und gelangt zur
Basallamina der dufieren Darmwand wo sich aus der Ookinete eine Oocyste bildet [124].
Innerhalb der Oocyste vermehrt sich der Parasit und bildet tausende, bereits bewegliche
Sporozoiten [125], die nach der Reifung der Oocyste und deren Ruptur in die Himolym-
phe der Miicke freigesetzt werden. Sie werden auf passive Weise zu den Speicheldriisen der
Miicke transportiert und befallen diese umgehend [126]. Nun sind die Sporozoiten bereit
durch eine weitere Blutmahlzeit erneut in den menschlichen Organismus zu gelangen und
den Lebenszyklus zu wiederholen. Die beschriebenen Stadien sind in Abbildung 16-21
dargestellt.

1.3.5 Oxidative Stress Hypothese in P. falciparum

Asexuelle Blutstadien des Malaria-Parasiten Plasmodium falciparum leben in menschli-
chen Erythrocyten, die einen hohen Sauerstoffgehalt und damit eine prooxidative Um-
gebung mit sich bringen. Angeblich entstehen Superoxidanionen im Parasiten durch die
Elektronentransportkette (ETC) in den Mitochondrien und durch den Himoglobinverdau
in der Verdauungsvakuole [127]|. Es wird angenommen, dass Superoxidanionen anschlie-
fsend durch die mitochondriale und cytosolische Superoxid-Dismutase zu Wasserstoffper-
oxid umgewandelt werden und teilweise Hydroxylradikale durch die Fenton-Reaktion bil-
den, die zu oxidativen DNA-Schiiden oder Lipid Peroxidation fithren kann [128]. Um
welche Art von DNA- oder Lipid-Schiden es sich genau handelt, wie diese genau zu-
stande kommen und welche Schiden letztendlich akkumulieren erwdhnt die Publikation
nicht. Anhand dieses Beispiels zeigt sich, dass die Problematik des oxidativen Stress Kon-
zepts auch in der Malariaforschung Einzug héalt. Es wurde zwar benannt, dass es angeblich
zu DNA-Schéiden sowie Lipid Peroxidation durch Hydroxylradikale kommen kann, experi-
mentell gezeigt wurde es jedoch nicht. Auf Basis des zuvor kritisch beschriebenen Konzepts
der oxidativen Stress Hypothese nach Helmuth Sies [I1], [I2] wurden auch auf dem Gebiet

der Redoxbiologie in der Malariaforschung zahlreiche wissenschaftlich unprézise und un-
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durchsichtige Studien veroffentlich. Eines der Hauptprobleme im Zusammenhang mit der
oxidativen Stress Hypothese ist wie bereits zuvor erwiahnt die unspezifische Terminologie,
da Begriffe wie oxidativer Stress oder reaktive Sauerstoffspezies (ROS) immer dann zum
Einsatz kommen, wenn ein Mangel an prizisem Wissen herrscht. Die Datenlage ist daher
meist hypothetisch und undurchsichtig anstatt durch experimentelle Ergebnisse nach-
gewiesen. Meist werden weder die beteiligten Spezies genannt, noch ein Einblick in den
zugrunde liegenden Reaktionsmechanismus gegeben. Die Studien geben keinen Aufschluss
iiber akkumulierte oxidierte Molekiile oder die Schiden, die entstanden sind. Durch den
Begriff ROS werden verschiedene Oxidationsmittel mit unterschiedlichsten Eigenschaften
in einem Sammelbegriff zusammengefasst. Bei Wasserstoffperoxid handelt es sich um ein
ungeladenes Teilchen, das durch Membranen und in Zellen diffundieren kann. Allerdings
ist die Diffusion in Erythrozyten begrenzt, da sie vollgepackt sind mit Enzymen wie Kata-
lase, Peroxiredoxinen und Glutathionperoxidasen, die die Wasserstoffperoxidkonzentrati-
on konstant im picomolaren Bereich halten [129]. Daraus resultiert ein duferst hoher ICjx,-
Wert von 78 mM bei exogener Zugabe von Wasserstoffperoxid zu Kulturen von P. falcipa-
rum Blutstadien [130]. Im Gegensatz dazu kann das Elektrophil tert-Butylhydroperoxid
mit seinen lipophilen Eigenschaften nicht von Katalase unschidlich gemacht werden, was
zu einem erheblich niedrigeren ICs0-Wert von 81 pM fiihrt [I30]. Auch der ICso-Wert
des Elektrophils Diamid befindet sich unter gleichen experimentellen Bedingungen im Be-
reich von 90 pM reagiert jedoch verglichen zu {ert-Butylhydroperoxiden nicht selektiv
mit Thiolen was zu einer unspezifischen Bildung von Disulfidbindungen fiihrt [131]. Diese
Beispiele verdeutlichen, wie ausschlaggebend die chemischen Eigenschaften der einzelnen
Elektronenakzeptoren und der zugehorigen Zielmolekiile sind. Daher ist es nicht hilfreich,
alle Oxidationsmittel unter dem Namen ROS zusammenzufassen und deren individuelle
Eigenschaften zu ignorieren. Fin weiterer irrefiihrender Konsens auf dem Gebiet der Re-
doxbiologie ist eine starre Gruppierung in prooxidative und antioxidative Spezies, dabei
konnen auch vermeintlich antioxidative Molekiile prooxidative Wirkungen entfalten. Di-

thiothreitol (DTT) als sogenanntes Antioxidans und Elektronendonor tétet P. falciparum

16



1.3. DIE HYPOTHESE DES OXIDATIVEN STRESSES IN DER
MALARIAFORSCHUNG

mit einem [Cs-Wert von 245 pM und fiihrt zur Gelierung von Albumin, Himolyse und Bil-
dung von Methdmoglobin [130]. Dariiber hinaus kénnen Oxidantien niedrig konzentriert
Signaltransduktionskaskaden aktivieren, wie z.B. den Keapl-Nrf2-Signalweg, und damit
die sogenannte antioxidative Kapazitit einer Zelle steigern. Fiir diesen Fall hat Helmuth
Sies wie bereits zuvor erwiahnt eine Erweiterung seines Konzept vorgesehen, um “antioxi-
dative Wirkungen “prooxidativer Spezies zu beriicksichtigen und nennt sie ,oxidativer
Eustress* [132]. Diese Erweiterung macht das Konzept jedoch nicht klarer oder weniger ir-
refithrend. Hilfreicher wire es gewesen die Eigenschaften von sogenannten Antioxidantien
und Prooxidantien als ambivalent anzusehen und spezifisch nach Molekiil und Situation
zu beurteilen, anstatt starr zu gruppieren. Ein weiterer Kritikpunkt ist, dass basierend auf
dem urspriinglichen Konzept ein kontinuierliches Redoxungleichgewicht vermutlich eine
generelle Akkumulation von Schiden herbeifiihrt. Vielmehr handelt es sich unter physio-
logischen Bedingungen oftmals um spezifische und keine generellen Effekte bzw. Schéden,
die spezifisch erlautert werden miissen, anstatt sie zu verallgemeinern. FKin Fokus auf spe-
zifische anstatt auf generelle Effekte konnten eine Erklarung dafiir sein, dass der Entzug
von Katalase oder anderen Enzymen der Thioredoxin oder Glutathion Systeme nicht in
einer generellen Akkumulation von Schéden bzw. oxidierten Molekiilen resultiert [61]. Bei-
spielsweise zeigen einige Studien, dass das Entziehen von Peroxiredoxinen in P. falciparum
keine Auswirkungen auf die Entwicklung von Blutstadien hat [133], [134], [135]. Es wird
also deutlich, dass die oxidative Stress Hypothese kritisch angewendet werden muss. Hilf-
reich dabei wire eine prizise Terminologie und klare Definitionen. Zudem sollten nichts-
sagende Sammelbegriffe wie “ROS* und “oxidativer Stress® sowie die starre Gruppierung
angeblicher Pro- und Antioxidantien vermieden werden. Anstattdessen wire eine prizise
Beschreibung der Forschungsergebnisse oder aufgestellter Hypothesen ausschlaggebend,
wobei sowohl beteiligte reaktive Spezies und Zielmolekiile, zugrunde liegende Reaktions-
mechanismen als auch daraus resultierende, akkumulierende Schiden spezifisch benannt

werden.
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1.3.6 Physiologische Quellen von Superoxidanionen und
Wasserstoffperoxid in P. falciparum und antioxidative

Systeme des Parasiten

Es wird vermutet, dass der intraerythrozytéire Lebenszyklus von P. falciparum durch den
exzessiven Hamoglobinverdau im Trophozoiten und dem damit verbundenen Wachstum,
sowie durch die DNA-Synthese, die iiberwiegend im Schizonten stattfindet, metabolisch er-
zeugten oxidativen Stress verursacht [127]. Die Entstehungsquellen von Superoxidanionen
sind vermutlich die mitochondriale Elektronentransportkette, sowie der Himoglobinabbau
in der Verdauungsvakuole, bei dem die freiwerdenden Elektronen der Oxidation von Fe?™
in Himoglobin zu Fe*" auf molekularen Sauerstoff iibertragen werden sollen [128]. In den
Mitochondrien werden Superoxidanionen vermutlich durch die mitochondriale Superoxid-
Dismutase PfSOD2 zu molekularem Sauerstoff und Wasserstoffperoxid disproportioniert
[136]. Jortzik et al. behaupten zudem, dass Superoxidanionen von der Verdauungsvakuole
ins Cytosol transportiert werden, wo sie von der cytosolischen P. falciparum Superoxid-
Dismutase 1 (PfSOD1) ebenfalls zu Sauerstoff und Wasserstoffperoxid umgewandelt wer-
den. Diese Hypothese erscheint jedoch sehr unwahrscheinlich, da Superoxidanionen bei
einem pH von 5,5 in der Verdauungsvakuole vermutlich sehr reaktiv und nukleophil sind
und kaum stabil genug, fiir einen Transport ins Cytosol. Unter physiologischen Bedingun-
gen kommt es also zur Bildung von Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid. Es wird
angenommen, dass der Parasit iiber effektive antioxidative Systeme verfiigt, um das intra-
zelluldre Redoxgleichgewicht aufrecht zu erhalten - er hat eine physiologische Resistenz.
Da der Parasit weder eine Katalase, noch eine Glutathionperoxidase bildet, sind Peroxi-
redoxine ein essentielles antioxidatives System, die das entstehende Wasserstoffperoxid zu
Wasser reduzieren. Peroxiredoxine konnen anhand ihres Katalysezyklus in 1-Cys, 2-Cys
und atypische 2-Cys Peroxiredoxine gruppiert werden [I37] und folgen einem Katalyse-
zyklus, der in Abbildung dargestellt ist. In P. falciparum wurden fiinf Peroxiredoxine
identifiziert: Prxla, Prxlm, Prx5/A0OP, Prx6 und PrxQ/nPrx, wobei es sich bei Letzte-
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rem um ein chromatin-assoziiertes, nukleares Peroxiredoxin handelt [128], [138]. In den
asexuellen Blutstadien importiert der Parasit auch das humane Peroxiredoxin Prx2 und

setzt dieses zur Beseitigung von Wasserstoffperoxid ein [139).

ROOH
Prx=S,0,H
ROOH ROH e |
Prx-Sg Prx-S,OH  /(5)
/ \ Srx, ATP
local . local
refolding ci‘;%.g,c unfolding
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R'SgH
2R'SH TS H,0
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Abbildung 1.4: Katalysezyklus von Peroxiredoxinen. In der vollstindig gefalteten Konformation (FF)
greift das Thiolat des peroxidativen Cysteins (PrxS,™) ein Hydroperoxid (ROOH) nu-
kleophil an, wobei der korrespondierende Alkohol (ROH) und die Sulfensdure des Pero-
xiredoxins (PrxS,OH) entstehen (1). Letzere kann in einer Nebenreaktion durch weitere
Oxidation zur Sulfinsdure (PrxS,OS,H) reagieren (4) und durch ein Sulfiredoxin (Srx),
welches in P. falciparum jedoch nicht vorhanden ist, zur Sulfensdure zuriickgebildet wer-
den (5). Nach lokaler Entfaltung (LU) greift ein Thiol (R’SgH) das oxidierte Peroxiredoxin
an und bildet ein Disulfid (2). Durch Reaktion mit einem weiteren Thiol (R”SH) wird das
Peroxiredoxin reduziert und geht wieder in die vollstindig gefaltete Konformation iiber
(3). Abbildung iibernommen aus [140].

Das Antioxidant Protein PfAOP ist Teil der Prx5 Subfamilie [I141] und ist sowohl im Cy-
tosol, als auch im Apicoplast des Parasiten P. falciparum lokalisiert [142]. Es gehort zu
den 1-Cys Peroxiredoxinen, da in dessen Katalysezyklus nur ein Cystein-Rest zum Einsatz
kommt, dabei ist es an ein Glutathion/Glutaredoxin System gekoppelt [143], [144], [145],
[146]. PFAOP ¢4 bildet durch Reaktion mit Hydroperoxiden oder Peroxynitrit eine kataly-
tische Sulfenséiure [143], [145], [147] (Abb. [1.4] Schritt (1)). Die PfAOP%M._Sulfensiure
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wurde in Bischoff et al. als Modell zur Untersuchung der Reaktivitéit einer katalytischen
Sulfensdure verwendet [I]. Des Weiteren liegt die Glutathionkonzentration im Cytosol bei
etwa 2 mM, wobei das Gleichgewicht einseitig bei GSH liegt, was die reduzierenden Be-
dingungen im Cytosol widerspiegelt [148]. Laut der Hypothese von Ginsburg et al. wird
freies Him (FP-IX) von GSH im Cytosol des Parasiten abgebaut [149]. Egan et al. konnten
jedoch nachweisen, dass der iiberwiegende Teil des freien Hims in der Verdauungsvakuole

verbleibt und dort zu Himozoin polymerisiert.

1.3.7 Rhodotorula gracilis b-Aminosdaure Oxidase: Wirkweise und
Expression von RGDAAQO als Transgen im pHBIRH-Vektor
Die Rhodotorula gracilis D-Aminosdure-Oxidase ist ein Redoxenzym, das die Oxidation

von D-Aminoséduren zu den korrespondierenden a-Ketosduren, unter Verwendung des Co-

faktors FAD katalysiert [150]. Der Reaktionsmechanismus ist in Abbildung abgebildet.

o ﬁ 0
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NH; NH, o
HO/Y T~ II()/Y 7~~~ HO Z
R FAD FADH, R H,0 NH; R
D-Amino acid ox red Imino acid a-Keto acid
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Abbildung 1.5: Reaktionsmechanismus der Rhodotorula gracilis D-Aminosdure Oxidase. Die D-
Aminosiaure wird zunéchst zur Iminoséure oxidiert, die Elektronen werden dabei auf den
Cofaktor FAD {ibertragen, der zu FADH, reduziert wird. Die Iminosdure reagiert mit
Wasser zur a-Ketosdure, dabei wird ein Ammoniumion freigesetzt. Der Cofaktor wird
zur oxidierten Form FAD regeneriert, indem beide Elektronen auf molekularen Sauerstoff
iibertragen werden, wodurch Wasserstoffperoxid gebildet wird.

Im ersten Reaktionsschritt wird die D-Aminosdure zur Iminosidure oxidiert, wobei die
Elektronen auf den Cofaktor FAD iibertragen werden, der darauthin zu FADH, reduziert

wird. Die Iminosdure wird im nachsten Reaktionsschritt mit einem Molekiil Wasser im ak-
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tiven Zentrum zur a-Ketosdure umgewandelt, wobei ein Ammoniumion freigesetzt wird.
FADH, wird, durch Ubertragung beider Elektronen auf molekularen Sauerstoff, zu FAD
regeneriert. Es entsteht Wasserstoffperoxid [150]. In Abbildungist die Kristallstruktur
des aktiven Zentrums mit den Resten Tyr??3, Tyr?®, Ser®*®, Arg?5 Asn®, Gln** und
dem Wassermolekiil HyO™ dargestellt [I5I]. Das Substrat ist im aktiven Zentrum wie
folgt gebunden: Arg?® wechselwirkt elektrostatisch mit der Carboxylatgruppe des Sub-
strats, beispielsweise D-Alanin und stabilisiert gleichzeitig die negative Ladung des Flavin

Semiquinons das als Cofaktor dient [152].

TRV

GIn339

Abbildung 1.6: Aktives Zentrum der RgDAAQO. Die Aminosiurereste im aktiven Zentrum der RgDAAQO
im Komplex mit D-Alanin und dem Cofaktor FAD. Die Wechselwirkungen zwischen Li-
gand und den aktiven Resten sind durch gestrichelte Wasserstoffbriickenbindungen dar-
gestellt. Abbildung iibernommen aus Pilone et al. [I51].

Eines der Sauerstoffatome der Carboxylatgruppe des Substrats bildet Wasserstoftbriicken
zu den Hydroxylgruppen der Reste Tyr??* und Tyr?*® [152]. Die a-Aminogruppe des Sub-
strats ist symmetrisch wasserstoffverbriickt mit dem Riickgrat des Ser®3°-Rests und dem

Wassermolekiil H,O™ im aktiven Zentrum. Ser®*® und H,O™ dienen dabei als Akzep-
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toren [152]. HoO™ wird im aktiven Zentrum durch die Reste Asn® und GIn®¥* fixiert.
Beide Gruppen sind nicht an der Sdure-Base Katalyse beteiligt. Die Seitenkette des Sub-
strats ragt in Richtung der hydrophoben Bindetasche des aktiven Zentrums [152]. Die
beiden Tyrosin-Reste Tyr?* und Tyr?*® dienen ausschlieklich der Substratbindung und
haben keine katalytische Funktion. Harris et al. haben gezeigt, dass durch Mutation
der Tyrosin-Reste nur die Substratbindung aber nicht die Enzymaktivitdt beeintréich-
tigt wird [153]. Die Rolle von Arg?®® einem der wenigen konservierten Reste im aktiven
Zentrum der RgDAAOQ, scheint die richtige Orientierung und Ausrichtung des Substrats

und des Cofaktors wihrend der Katalyse zu sein. Arg?®®

stabilisiert die negative Ladung
des N'-C?=0 Locus des Tsoalloxazin-Rings des Flavins [152]. Zur Bindung von Substrat-
Carboxylaten im komplexierten Enzym geht Arg?® vermutlich Konformationsinderungen
ein [I51], [152]. Es ist davon auszugehen, dass eine Mutation des Arg?®® zu einer Desta-
bilisierung der Orientierung von Substrat und Cofaktor fiihrt. Die Fahigkeit der Stabili-
sierung des Flavin Semiquinons, sowie die Bindungsaffinitit zum Substrat nimmt ab und
die Mutationen des Arg?®>-Rests sind zwar katalytisch kompetent, fiihren aber zu einem
~300-fachen Anstieg des K,,-Werts sowie zu einer ~500-fach niedrigeren Turnover-Zahl
[152]. Ein dhnlicher Abfall wurde in der Geschwindigkeit der Flavin Reduktion als ge-
schwindigkeitsbestimmender Schritt beobachtet [152], [I51], [I50]. Durch die Mutation
des Arg?®-Restes beispielsweise zu Alanin (R285A) werden Redox-Eigenschaften veriin-
dert, die offenbar ausschlaggebend fiir die effektive enzymatische Funktion sind. Stamme,
die Plasmide mit einer solchen Mutation durch Transfektion aufgenommen haben, wurden
in dieser Arbeit als Negativkontrolle zum Vergleich mit transgenen Stdmmen mit einer
uneingeschrinkt funktionsfihigen RgDAAQO verwendet. In Abbildung ist der Aufbau
des pHBIRH-Vektors dargestellt [I54]. Ubliche genetische Werkzeuge bringen in P. fal-
ciparum einige Einschrinkungen mit sich. Die DNA von P. falciparum ist gepragt von
AT-reichen [I55], repetitiven Sequenzen, was fehlerfreie Klonierungen in E. coli schwer
gestaltet. Fiir eine transgene Expression werden eigentlich zwei Expressionskassetten auf

einem Plasmid gebraucht, eine fiir das Transgen und eine fiir die Expression des Se-
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lektionsmarkers. Hierfiir ist jeweils ein separater Promoter und eine Terminatorsequenz
notwendig. Das macht das Plasmid groff und instabil. Auferdem ist die Transkription
oft nicht regulierbar, was es schwer macht, Phianotypen, die abhéngig von der Menge an
heterologem Protein sind, korrekt zu interpretieren und einzuordnen. Epp et al. entwickel-
ten ein Plasmid-basiertes System zur Transgenexpression mit nur einem bidirektionalen
Promotor, dem var-Intron, der sowohl die Expression des Transgens, hier des RENILLA
LUCIFERASE-Gens, als auch die des Selektionsmarkers, des Blasticidin-S-Deaminase-
Gens, steuert. Die Grofke des Plasmids wird erheblich reduziert, wodurch die Stabilitit des
Konstrukts steigt. Zudem ist in diesem System die Anzahl der episomalen Plasmidkopien
iiber die Konzentration des Selektionsantibiotikums Blasticidin regulierbar. Somit kann
die Expression des Transgens um das 10-fache gesteigert werden [154]. Durch die Blastici-
dinkonzentration ist es moglich die Anzahl an episomalen Kopien des Plasmids streng zu
kontrollieren und zu manipulieren. In Epp et al. konnte sowohl die episomale Coexpression
des RENILLA LUCIFERASE- und des Blasticidin-S-Deaminase-Gens in stabil transfor-
mierten Parasiten gezeigt werden, als auch die Blasticidin-abhédngige Regulierbarkeit der

Expression des RENILLA LUCIFERASE-Gens [154].

e

IRENILLA LUCIFERASE]

Spel Sacl

Abbildung 1.7: Aufbau und Funktion des pHBIRH-Vektors. Der pHBIRH Vektor besitzt einen bidirek-
tionalen Promotor, das var-Intron, das gleichzeitig das Transgen, hier das RENILLA
LUCIFERASE-Gen und den Selektionsmarker, das Blasticidin-S-Deaminase-Gen (bsd),
exprimiert. Durch nur eine Expressionskassette wird das Plasmid kleiner und stabiler.
Die Expression des RENILLA LUCIFERASE-Gens, das durch einen Verdau mit den Re-
striktionsenzymen Spel und Sacl einfach durch ein anderes Transgen ausgetauscht werden
kann (z.B. RGDAAO), ist iiber die Blasticidinkonzentration regulierbar. Eine Erh6hung
der Blasticidinkonzentration fithrt zu einer Selektion von Zellen, die mehrere Kopien des
Plasmids tragen und kann die Expression des Transgens bis zu 10 fach erhShen [154].
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Anstatt des RENILLA LUCIFERASE-Gens, kann auch RGDAAO in diesem Plasmid
als Transgen exprimiert und die Expression durch die Blasticidinkonzentration reguliert
werden. So kénnen insbesondere Phanotypen, die von der Konzentration des gebildeten
Redox-Enzyms abhéngen, zuverldssig untersucht werden. Durch exogene Zugabe von D-
Aminosiuren steigt auch gleichzeitig die Konzentration an gebildetem Wasserstoffperoxid
in Abhingigkeit von der gebildeten Enzymmenge von RgDAAO an (siche Abb. [L5).
Die Kombination aus den Eigenschaften des pHBIRH-Vektors und des Redoxenzyms
RgDAAO wurden in dieser Studie verwendet, um die Wasserstoffperoxidkonzentration,
durch die Verwendung von Zielsequenzen kompartimentspezifisch im Rahmen eines ti-

trierbaren Systems anzuheben .

1.4 Ziel der Arbeit

Dimedon und Dimedonderivate werden in der Literatur zur selektiven, nukleophilen De-
tektion von Cysteinyl-Sulfensduren oder allgemein von Sulfensidureresten verwendet [22],
[156], [157], [158], [54], [52]. Qualitative, massenspektrometrische Daten deuten darauf
hin, dass Dimedon auch mit cyclischen Sulfenylamiden reagiert [46]. Somit stellen cycli-
sche Sulfenylamide ein Konkurrenzelektrophil zu Sulfensduren dar. Unter physiologischen
Bedingungen muss Dimedon auferdem mit dem Nukleophil Glutathion (GSH) konkurrie-
ren, das in der Zelle hochkonzentriert vorliegt ([I59]). Die Detektion von Peptiden oder
kleinen Modell-Molekiilen mit Dimedon muss also nicht zwangslaufig auf eine Sulfensiure
zuriickzufiithren sein. Da bisher nur qualitative und keine kinetischen Daten verfiighar wa-
ren, war es das Ziel dieser Arbeit eine quantitative, kinetische Analyse der in Abbildung
gezeigten moglichen Konkurrenzreaktionen hinsichtlich der Sulfenséuredetektion mit
Dimedon durchzufithren und die fehlenden Geschwindigkeitskonstanten zu bestimmen.
Cyclische Sulfenylamide (orange) stehen unter wissrigen Bedingungen im Gleichgewicht
mit der korrespondierenden Sulfensédure (griin) [160]. Beide Spezies reagieren mit Dimedon

unter unterschiedlichen Bedingungen zu einem Thioether (rot).
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Abbildung 1.8: Potenzielle Konkurrenzreaktionen zur Detektionsreaktion zwischen Dimedon und Sulfen-
sdureresten. Cyclische Sulfenylamide (orange) stehen unter wéissrigen Bedingungen im
Gleichgewicht mit der korrespondierenden Sulfenséure (griin) [I60]. Die in der Literatur
als selektiv beschriebene Reaktion von Dimedon und der Sulfensdure fiihrt zur Bildung
eines stabilen Thioethers (rot) [22], [156], [160]. Aus der Reaktion von Dimedon und dem
cyclischen Sulfenylamid geht die gleiche Verbindung hervor, beide sind massenspektrome-
trisch nicht unterscheidbar [46]. GSH als hochkonzentriertes, intrazelluléres Nukleophil
reagiert mit cyclischen Sulfenylamiden und Sulfensiuren zu Disulfiden (blau) [I59]. Die
Relevanz der einzelnen Reaktionen und eine mogliche Konkurrenz zwischen den Reaktio-
nen, hiangt von den jeweiligen Geschwindigkeitskonstanten ab. Die Geschwindigkeitskon-
stante k,=12 M! s'! war bereits literaturbekannt [160].

Die Produktsignale sind massenspektrometrisch nicht unterscheidbar [46]. Retrospektiv
ist es daher nicht moglich zu sagen, ob Dimedon die Sulfensidure oder das cyclische Sul-
fenylamid als Konkurrenz-Elektrophil detektiert hat. Auch die Reaktion des cyclischen
Sulfenylamids oder der korrespondierenden Sulfensdure mit dem hochkonzentrierten Nu-

kleophil GSH zu einer Disulfid-Spezies (blau), ist eine potenzielle Konkurrenzreaktion, die
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die Dateninterpretation der Dimedondetektion von Sulfenséuren verfdlschen kann. Die Re-
levanz und der tatséchliche Einfluss der potenziellen Konkurrenzreaktionen (AbbJL.8) auf
die Sulfensduredetektion durch Dimedon hingt allein von den zugrunde liegenden Ge-

schwindigkeitskonstanten und Konzentrationen der Reaktionspartner ab.

Auferdem sollte in dieser Arbeit die oxidative Stress-Hypothese in asexuellen Blutstadien
des Malariaparasiten P. falciparum niher untersucht werden [127], [161]. Kompartiment-
spezifische Stressreaktionen sollen fiir das Cytosol, die Verdauungsvakuole, sowie fiir die
mitochondriale Matrix und den mitochondrialen Intermembranraum identifiziert werden.
Dabei sollten die Wasserstoffperoxidkonzentrationen in den verschiedenen Kompartimen-
ten durch das episomal genetisch kodierte, heterologe Redoxenzym D-Aminosdureoxidase
aus Rhodotorula gracilis durch Zugabe von D-Aminoséuren lokal erh6ht werden. Als opti-
male Negativkontrolle wurden transgene Parasiten eingesetzt bei denen das aufgenomme-
ne Plasmid die Punktmutation R285A in der RgDAAOQO enthielt, wodurch das gebildete
Enzym inaktiv blieb. Auf diese Weise sollten potentielle Effekte von Blasticidin und an-
dere potentiell toxische Effekte, beispielsweise durch das gebildete Protein, identifiziert
werden. Zundchst sollte die erfolgreiche Bildung der D-Aminosdureoxidase im Parasi-
ten mittels Westernblot-Analyse nachgewiesen werden. Durch Verwendung des pHBIRH-
Plasmids, welches das Blasticidin-S-Deaminase-Gen (bsd) als Resistenzmarker und ein
var-Intron als bidirektionalen Promotor besitzt, sind die Menge an gebildetem Protein
und somit auch die daraus resultierenden Wasserstoffperoxidmengen potentiell titrierbar
in Abhéngigkeit von der Blasticidinkonzentration im Kulturmedium [I54]. Daher soll-
te auch die Titrierbarkeit des Systems durch einen Blasticidin-abhingigen Westernblot
fiir die Kompartimente Cytosol und die mitochondriale Matrix analysiert werden. Die
Lokalisation des gebildeten Enzyms im gewiinschten Kompartiment sollte mit Hilfe der
Immunofluoreszenzmikroskopie durch einen N-terminalen oder zwischen Zielsequenz und
Enzym lokalisierten 3xHA-Tag untersucht werden. Dariiber hinaus sollte die Relevanz von

Wasserstoffperoxid fiir die Wirkmechanismen der Antimalariamitteln Atovaquon, Arte-
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misinin und Chloroquin bedingungs- und kompartimentspezifisch bestimmt und mdogliche
Anpassungseffekte des Parasiten an die erhohten Wasserstoffperoxidkonzentration ermit-
telt werden. Dafiir sollten zunéchst ICs-Messungen mit Paraquat als Positivkontrolle
mit verschiedenen D-Aminosduren durchgefiihrt werden. Langfristig sollte ein Assay zur

Untersuchung der Wirkmechanismen von Antimalariamitteln etabliert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerate
Tabelle 2.1: Gerdite

Gerat Hersteller
Bindrpumpe 1100/1200 Agilent
Digitaler Inkubator INCU Line VWR
ESI-MS Amazon LTD Bruker
Feinwaage ABT 120-5DNM Kern
Gel- und Blot-Dokumentiersystem ECL CHEMOSTAR Intas
Gas-Kartusche CV-360 CampingGaz
Filter Sartorius
Heizblock Thermomixer R/C Eppendorf
Hellfeld-Mikroskop AXIO Lab. Al Zeiss
Horizontales Agarose-Minigel-System Biostep

Inkubationsschiittler Innova 44/44R

New Brunswick

Inkubationsschiittler Max() 4450

Thermo scientific

Kalte-Umwilzthermostat Julabo F12-ED

Julabo

Konfokalmikroskop Axio Observer, LSM 880

Z.eiss

Laminar flow Sterilwerkbank MSC-Advantage (E. coli)

Thermo scientific

Laminar flow Sterilwerkbank Safe 200 (P. falciparum)

Thermo scientific
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Tabelle 2.1 — Fortsetzung von vorheriger Seite

GGeriat

Hersteller

Lichrospher 100 RP18, 125 x 4 mm,

5 pm reversed phase Saule

Macherey-Nagel

Magnetriihrer

Heidolph

Metallheizblock MBT 250

Kleinfeld Labortechnik

Mikropipetten PIPETMAN
(p2, p10, p20, p50, p200, p1000)

Gilson

Mikroplattenleser CLARIOstar

BMG Labtech

Mikrowelle Severin
Mikrozentrifuge SU1550 Sunlab
Mini Trans-Blot Elektrophorese Zelle fiir Westernblot Bio-Rad
Mini-PROTEAN Tetra Cell Casting Stand and Clamps Bio-Rad
Mini-PROTEAN Tetra vertikale Elektrophoresezelle Bio-Rad

NanoDrop One®

Thermo Scientific

Netzgerat Mini 300 V

Major Science

Netzgerat PowerPac Basic

Bio-Rad

NMR Avance 400

Bruker

pH Elektrode Blueline 56 Electrode

SI Analytics

pH-Meter Basic Meter PB-11 Sartorius
Pipettierhelfer accu-jet pro und accu-jet S Brand
Rocking Platform Duomax 1030 Heidolph

Rotlichtlampe

Petra Electric

Schmelzpunktgeriat SPM-z-300

Miiller
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Tabelle 2.1 — Fortsetzung von vorheriger Seite

GGeriat

Hersteller

Spektrum 100 FT-IR Spektrometer

Perkin-Elmer

Stopped-flow Spectrofluorometer SX-20

Applied Photophysics

ThermoMixer Schiittelinkubator Eppendorf
Transfektionsgerit Nucleofactor I1/2b Lonza
Umwdélzthermostat Polyscience
UV /Vis Photometer V-650 Spectrophotometer Jasco
UV-Tisch zur Agarose-Geldokumentation Frobel
Vertikaler Standautoklav VX-95 Systec

Vortex-Mixer

Heidolph Instruments

Wasserbad Aqualine 5 1

VWR

Zahlkammer Neubauer improved

Marienfeld

Zelldichtemessgerat Ultrospec 10

Amersham Biosciences

Zentrifuge J-6B, Rotor JA10, JA-20 Beckmann
Zentrifuge Mikro 220/220R Hettich
Zentrifuge Rotina 380R Hettich
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.2: Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

p-Slide 8 Well Glass Bottom

ibidi

96-Well Platte mit Deckel, schwarz/transparenter Boden,

TC-Oberflache

Thermo Fisher

96-Well Platte mit Deckel, schwarz/transparenter Boden,

TC-Oberflache

Corning Falcon

Bottle-Top-Filter Steritop Durapore mit PVDF-Membran

Merck Millipore

0,22 pym

Cryovials 2 ml Greiner
Cryovials 2 ml Sarstedt
Einmalhandschuhe ROTIPROTECT Nitril light Gréfke S | Carl Roth

Einmal-Spritze 50 ml

BD Plastipak

Elektroporationskiivette, Spaltbreite 2 mm, 400 pl VWR
Hochdruck CO,-Gasflasche (99,99 %) Alphagaz
Hochdruck Ny-Gasflasche (99,99 %) Alphagaz
Immersionsol Carl Roth
Injekt Einmal-Spritze 2 ml mit Luer-Lock-Ansatz Braun
Injekt Einmal-Spritze 2, 5, 10, 20 ml Braun
Injekt-F 1 ml Spritze Braun
Klebeband 30mm x 20m Wiirth
Objekttrager Superfrost Kanten geschliffen, 45°, weifs Menzel

Parafilm

Sigma-Aldrich
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Tabelle 2.2 — Fortsetzung von vorheriger Seite

Material Hersteller
Petrischale mit Nocken, 145/20 mm Greiner
Petrischalen FE. coli Waldeck
Petrischalen mit Nocken, schwere Ausfithrung Greiner
Pipettenspitzen gelb und blau Starlab
Polystyrol-Kiivetten Sarstedt
Prazisionskiivette aus Quarzglas SUPRASIL, Typnr. 104B- | Hellma

QS, Schichtdicke 10 mm

Reaktionsgefif mit Stehrand 50 ml

Greiner Bio-One

Reaktionsgefife 0,5, 1,5 und 2,0 ml

Sarstedt

Reaktionsgefife 15 und 50 ml

Greiner Bio-One

SafeSeal Reagiergefifs Biosphere plus, 1,5 und 2,0 ml

Sarstedt

Sapphire Pipettenspitze 10 pl XL

Greiner Bio-One

Serologische Pipetten 1, 5, 10, 25 und 50 ml Sarstedt
Skalpell Braun
Sonderkaniilen STERICAN gelb 0,90 x 70 mm Braun

Spritzenfilter Millex mit PVDF-Membran 0,22 pm

Merck Millipore

Transfermembran ROTI PVDF 0.45, 375 x 26.5 ¢cm Carl Roth
Vernichtungsbeutel 2 1 Sarstedt
Vernichtungsbeutel 40 1 Sarstedt

Whatman Papier 3 mm CHR

GE Healthcare

Zellstoff-Tiicher, einlagig, fusselfrei

Kimtech
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2.1.3 Plasmide und Oligonukleotide (DNA)

Zielsequenzen

Tabelle 2.3: Zielsequenzen

Zielsequenz

Abkiirzung

PFPLASMEPSIN IV!-70
(N-terminale Sequenz von

PF3D7 1407800 bzw. PF14_0075)
[162]

DV, DV

PFHSP60'%
(N-terminale Sequenz von
PF3D7_1015600)

MitoM™88 MitoM

PENADH-Cytochrom b5 Reduktase!™#® +
GSGSGSGS Aminosduresequenz

(N-terminale Sequenz von

PF3D7 1367500 bzw. PF13_ 0353)

TMSE#, TMS

Die in Tabelle [2.3] eingefiihrten Abkiirzungen wurden in den Tabellen 2.4 und [2.5] sowie

im Text und in Abbildungen verwendet.
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Plasmide
Tabelle 2.4: Plasmide
Plasmid Funktion Referenz
pUCH7 Simple Vektor Klonierung in FE. coli GenScript

pUCS57-TMS™ 3xITA-
RGDAA 368, K3676, WT

Klonierung in F. cols

Diese Arbeit

pUCH7-TMS 3xTTA-
RGDAA 02—368, K367G, R285A

Klonierung in F. cols

Diese Arbeit

pUC57-IMS™* roGFP2-
RGDAA Q2368 K361G, WT

Klonierung in FE. cols

Diese Arbeit

pUCH7-IMS™* roGFP2-
RGDAA 02-368, K367G, R285A

Klonierung in F. col

Diese Arbeit

pHBIRH

Episomale Expression in P. falciparum,
Amp Resistenz (AmpR.),
bidirektionaler Promotor zur Expressi-
on des Selektionsmarkers bsd und des
Transgens in P. falciparum

[154]

pHBIRH-IMS™ 3xHA-
RGDAAQ358 K367G, WT

Enthilt RgDAAO*36% WY1 im mitochon-
drialen Intermembranraum, 3xHA-Tag
zwischen Zielsequenz IMS!'® und RG-
DAA 02—3657 WT

Diese Arbeit

pHBIRH-IMS™ 3xHA-
RGDAA 02-368, K367G, R285A

Enthilt RgDAAQ36% R285A i mitochon-
drialen Intermembranraum, 3xHA-Tag
zwischen Zielsequenz IMS!'* und RG-
DA A (2365, R285A

Diese Arbeit

pHBIRH-IMS**? roGFP2-
RGDAA Q%368 K367G, WT

Enthilt RgDAAO?3%5 WT im mitochon-
drialen Intermembranraum, roGFP2-Tag
zwischen Zielsequenz IMS!® und RG-
DAA 02—3657 WT

Diese Arbeit

pHBIRH-IMS™ r0GFP2-
RGDAA 02-368, K367G, R285A

Enthilt RgDAAQ36% R254 im mitochon-
drialen Intermembranraum, roGFP2-Tag
zwischen Zielsequenz IMS!'*® und RG-
DAA 02—365, R285A

Diese Arbeit

Die Aminosduresequenzen der Zielsequenzen wurden auf PlasmoDB unter der angegebe-

nen Gen-ID recherchiert. Die Aminosiuresequenz der mnRNA des RGDAAO-Gens (Z71657)
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wurde aus [163] entnommen. Im Folgenden wurde RGDAA Q%368 K367G, WT 41s RGDAAOWT
und RGDAA(Q?368 K367G, 2854 31g RGDAAOR?%5A abgekiirzt.

Oligonukleotide

Ausgehend von bestehenden pUCH7-Simple Plasmiden wurde in dieser Arbeit ausschliefi-
lich die alte IMS-Zielsequenz, die Dihydroorotatdehydrogenase, gegen die NADH-Cytochrom
b5 Reduktase ausgetauscht. Das Modul bestehend aus Zielsequenz, Tag und RGDAAO
wurde mittels Restriktionsverdau mit Spel und Sacl isoliert und durch Ligation in den
pHBIRH Vektor eingefiigt (siehe Abb. . Die Sequenz der fertigen pHBIRH Konstrukte
wurde vor der Transfektion in den Pf3D7™W7'T Stamm mit den in Tab. angegebenen
Sequenzierprimern {iberpriift. Die korrekten Sequenzierergebnisse sind im Anhang darge-

stellt. Klonierungsprimer wurden nicht bené6tigt.

Tabelle 2.5: Oligonukleotide

Sequenzier-Primer Sequenz

RgDAAQR?84A /g (411) GACATAATGTAGGATTAGCACCAG-
CTAGAAGAGGTGG

RgDAAQR?A /ag (#12) CCACCTCTTCTAGCTGGTGCTAAT-
CCTACATTATGTC

RgDAAO /seq/s (#19) CATTACCAAGTTCAGAATGTCC

RgDAAO /seq/as (#20) GTTCTAAACTTGTTACTGTTCTTC

roGFP2/seq/as (#30) GTATACATTGTGACAGTTGTAG

roGFP2/seq2/as (#31) CTAACAATACCATATGGTC

2.1.4 Bakterien- und Plasmodium falciparum Stamme

Tabelle 2.6: Bakterien Stamme

Bakterien- | Funktion Hersteller

stamm

XL1-Blue Amplifizierung von Plasmiden Stratagene
(Klonierung, Transformation)
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Tabelle 2.7: Wildtyp Stamm

P. falciparum Wildtyp Stamm Charakteristik Referenz
3D7 abgeleitet [164]
von NIF54

Tabelle 2.8: Transgene Stdmme

Transgene Stimme Charakteristik

3D7 [pHBIRH] episomale Expression in P. falci-
parum, als Negativkontrolle bei

der Westernblotanalyse verwendet

3D7 [pHBIRH| Cyto 3xHA- bidirektionaler Promotor zur
RGDAAQ?3%8 K616, WT| cytosolischen Expression des
3D7 Cyto RgDAAOWT Selektionsmarkers bsd und des

Transgens RGDAAOY?T in P.
falciparum,

N-terminaler 3xHA-Tag
(YPYDVPDYA mit Glycin-

Linker)
3D7 [pHBIRH| Cyto 3xHA- bidirektionaler Promotor zur
RGDAAQ?*3%8 K367G, R2854) cytosolischen Expression des
3D7 Cyto RgDAAQR?#4 Selektionsmarkers bsd und des

Transgens RGDAAQOR?$A in
P. falciparum, N-terminaler
3xHA-Tag (YPYDVPDYA mit
Glycin-Linker)

Fortsetzung auf néchster Seite
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Tabelle 2.8 — Fortsetzung von vorheriger Seite

Transgene Stimme

Charakteristik

3D7 [pHBIRH| DV 3xHA-
RGDAAQO?368 K367G, WT]
3D7 DV RgDAAOWT

bidirektionaler Promotor zur
cytosolischen Expression des
Selektionsmarkers bsd und des
Transgens RGDAAOW?Y, Trans-
port des Proteins in die Verdau-
ungsvakuole von P. falciparum,
3xHA-Tag (YPYDVPDYA mit
Glycin-Linker) zwischen Zielse-

quenz DV¥™ und RGDAAOWT

3D7 [pHBIRH| MitoM®® 3xHA-
RGDAAQ?368, K367G, WT|
3D7 MitoM RgDAAOW?T

bidirektionaler Promotor zur cy-
tosolischen Expression des Selek-
tionsmarkers bsd und des Trans-
gens RGDAAOW™, Transport des
Proteins in die mitochondriale
Matrix von P. falciparum, 3xHA-
Tag (YPYDVPDYA mit Glycin-
Linker) zwischen Zielsequenz

MitoM! %8 und RGDAAOWT
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2.1. MATERIAL

Tabelle 2.8 — Fortsetzung von vorheriger Seite

Transgene Stimme

Charakteristik

3D7 [pHBIRH| MitoM® 3xHA-
RGDAA 02-368, K367G, R285A]
3D7 MitoM RgDAAQR285A

bidirektionaler Promotor zur cy-
tosolischen Expression des Selek-
tionsmarkers bsd und des Trans-
gens RGDAAOR®A  Transport
des Proteins in die mitochondriale
Matrix von P. falciparum, 3xHA-
Tag (YPYDVPDYA mit Glycin-
Linker) zwischen Zielsequenz

MitoM*%8 und RGDAA(Q!2854

3D7 [pHBIRH| IMS® 3xHA-
RGDAA02-368, K367G, WT]
3D7 IMS RgDAAOWT

bidirektionaler Promotor zur cy-
tosolischen Expression des Selek-
tionsmarkers bsd und des Trans-
gens RGDAAOW™, Transport des
Proteins in den mitochondrialen
Intermembranraum von P. falci-
parum, 3xHA-Tag (YPYDVPDYA
mit Glycin-Linker) zwischen Ziel-

sequenz IMS'* und RGDAAOYT
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2.1. MATERIAL

Tabelle 2.8 — Fortsetzung von vorheriger Seite

Transgene Stimme

Charakteristik

3D7 [pHBIRH| IMS'*? 3xHA-
RGDAA 02-368, K367G, R285A]
3D7 IMS RgDAAQR?85A

bidirektionaler Promotor zur
cytosolischen Expression des
Selektionsmarkers bsd und des
Transgens RGDAAOR?$A | Trans-
port des Proteins in den mit-
ochondrialen Intermembranraum
von P. falciparum, 3xHA-Tag
(YPYDVPDYA mit Glycin-
Linker) zwischen Zielsequenz

IMSY* und RGDAA(Q!2854

Der Stamm 3D7 [pHBIRH| DV 3xHA-RGDAA Q%565 £2854] 1z 3D7 DV RgDAAQR25A

konnte nicht rechtzeitig durch Transfektion des zugehérigen Plasmids erhalten werden.

2.1.5 Reagenzien

Chemikalien

Tabelle 2.9: Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

1.4-Dioxan

Sigma-Aldrich

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
(EDC Hydrochlorid)

Fluorochem
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2.1. MATERIAL

Tabelle 2.9 — Fortsetzung von vorheriger Seite

Chemikalie Hersteller
1-Hydroxy-7-azabenzotriazol Fluorochem
Aceton Honeywell
Acetonitril Fisher Scientific
Acrylamid/ Bisacrylamid Losung 37,5:1 (30 % w/v) Serva

Agar Sigma-Aldrich
Agarose Serva
AlbuMAXII Gibco
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma-Aldrich
Ammoniumsulfat Merck
[-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich
Bovines Serumalbumin (BSA) Serva
Calciumchlorid Dihydrat Merck
Chloroform Fischer scientific
Chloroform-d Deutero
cOmplete EDTA-free Protease Inhibitor Roche
D-(-+)-Glukose Merck

DAPI Carl Roth
Di-Kaliumhydrogenphosphat Merck
Di-Natriumhydrogenphosphat Merck

EGTA (Ethylenglykol-bis(aminoethylether)- AppliChem

N,N,N’ N’-tetraessigsdure)

Gel Loading Dye Purple 6x, B7024A New England Biolabs

Fortsetzung auf néchster Seite
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2.1. MATERIAL

Tabelle 2.9 — Fortsetzung von vorheriger Seite

Chemikalie

Hersteller

Gel Loading Dye Orange 6x, B7022S

New England Biolabs

Glycin

Merck

D-Alanin

Sigma-Aldrich

D-Methionin

Sigma-Aldrich

D-Valin

Sigma-Aldrich

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

ethansulfonsaure)

Merck

DCM (Dichlormethan)

Acros Organics

Dimedon TCI
DMF (Dimethylformamid) Kraft
DMSO (Dimethylsulfoxid) VWR

Luminol

Sigma-Aldrich

p-Cumarinsaure

Sigma-Aldrich

Di-Natriumdihydrogenphosphat

Honeywell Fluka

Di-Natriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat

VWR

Di-tert-butyldicarbonat

Sigma-Aldrich

DTT (Dithiothreitol)

Sigma-Aldrich

DMSO fiir Molekularbiologie (Dimethysulfoxid)

Sigma-Aldrich

DMSO-d6 VWR
D-Sorbitol Sigma-Aldrich
Essigsaure Merck
Ethanol (absolut) VWR
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2.1. MATERIAL

Tabelle 2.9 — Fortsetzung von vorheriger Seite

Chemikalie

Hersteller

Ethylacetat

Fischer scientific

EDTA (Ethylendiamintetraessigsiure)

Sigma-Aldrich

Gel Lade-Puffer Lila 6x

New England Biolabs

Gel Lade-Puffer Orange 6x

New England Biolabs

Giemsa-Stammlosung

Carl Roth

Glutathion Sigma-Aldrich
Glutathiondisulfid Sigma-Aldrich
Glycerol AppliChem
Hypoxanthin c.C. pro
Imidazol Merck
Isopropanol Sigma-Aldrich
Kaliumacetat Sigma-Aldrich
Kaliumchlorid Applichem

Kaliumdihydrogenphosphat

Sigma-Aldrich

Kaliumhydroxid Carl Roth
LB-Agar Carl Roth
LB-Medium Carl Roth
L-Cystin Carbolution
L-Valinmethylester Carbolution
Magnesiumchlorid-Hexahydrat Merck
Magnesiumsulfat Merck

Methanol Fischer scientific
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2.1. MATERIAL

Tabelle 2.9 — Fortsetzung von vorheriger Seite

Chemikalie Hersteller
Milchpulver (Blotting Grad) Carl Roth
MitoTracker™ Orange CMTM Ros Invitrogen

Natriumchlorid Honeywell Fluka
Natriumacetat Sigma-Aldrich
Natriumchlorid Fisher Chemical

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat

Merck

Natriumhydrogencarbonat

Sigma-Aldrich

Natriumhydroxid Sigma-Aldrich
n-Hexan Chemsolute
PAGE GelRed, Biotium
Nukleinsdure Gel-Farbung 10000x in Wasser

Ponceau S Serva

Pyridin extra trocken Acros
rCutSmart 10x NEB

Reinstwasser StakPure Anlage
RPMI 1640 (25 mM HEPES, L-Glutamin) Gibco

Salzsdure VWR

Saponin Sigma-Aldrich
SDS (Natriumdodecylsulfat) Serva

SYBR™ Green I Nukleinsiure Gel-Firbung 10000x Kon- | Biozym

zentrat in DMSO

T4 DNA Ligase Puffer 10x mit 10 mM ATP, B0202S NEB

Fortsetzung auf nichster Seite
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2.1. MATERIAL

Tabelle 2.9 — Fortsetzung von vorheriger Seite

Chemikalie Hersteller
TEMED (Tetramethylethylendiamin) Serva
TrisBase (Trihydroxymethylaminomethan Base) Carl Roth
Triton X-100 Merck

Tween-20

Sigma-Aldrich

Wasserstoffperoxid

VWR

[-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich

Zellkultur Reagenzien

Tabelle 2.10: Verwendete Selektionsantibiotika

Selektionsanti Stamm Konzentrati- | Finale Konzentration | Hersteller
biotikum on
Ampicillin 100 mg/ml 100 pg/ml AppliChem
in 50 % Ethanol
Blasticidin 10 mg/ml 4, 10, 15, 20, 30, 40, 50 | Invivogen
in HEPES Puffer pg/ml
Gentamicin 50 mg/ml in Wasser 2,7 ng/ml Carl Roth
Antikérper
Tabelle 2.11: Verwendete Antikorper
Antikorper Quelle Hersteller Verdiinnung
HA-Tag (C29F4) Rabbit mAB Rabbit Cell Signaling | 1:1000
Technology
a-Rabbit IgG (H+L)-HRP Goat Bio-Rad 1:5000
conjugate
Anti-HA-Biotin Rat Roche 1:2000
High Affinity (3F10)
Alexa Fluor™ 488 goat a-Rat IgG | Goat Invitogen 1:500
(H+L)
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Standardmarker
Tabelle 2.12: Verwendete Standardmarker

Marker Hersteller | Verwendung

Color Protein Standard, NEB Polyacrylamid-Gele und SDS Gel-

broad range (#P7719S) elektrophorese, Westernblot

Quick Load 1 kb DNA Ladder | NEB Agarose-Gelelektrophorese

(#N0468S)

100 bp DNA Ladder (#N3231S) NEB Agarose-Gelelektrophorese
Enzyme

Tabelle 2.13: Verwendete Enzyme
Enzym Hersteller
Restriktionsenzyme New England Biolabs

(Spel-Hf, NotI-Hf, BamHI-Hf, Sacl-Hf,
Xmal)

T4 DNA Ligase

New England Biolabs

Kits
Tabelle 2.14: Verwendete Kits
Kit Hersteller
QIAprep Spin MiniPrep Kit QIAGEN
QIAprep MidiPrep Kit QIAGEN
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Sys- | Promega

tem
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2.1.6 Software

Tabelle 2.15: Verwendete Software

Programm Quelle
ChemDraw CambridgeSoft, PerkinElmer
ChemoStarTS Imager Software

von Intas ECL CHEMOSTAR
Citavi Swiss Academic Software

Corel Draw Graphics Suite

Corel Corporation

EMBOSS Needle

EMBL

National Library of Medicine, GenBank

National Center for Biotechnology Infor-
mation

Image] Wayne Rasband (NIH)

JustBio https://www.justbio.com

MARS BMG LabTech

Mestrenova MestreLab

MS Office Microsoft

Nc¢BI Datenbank https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Plasmo DB https://plasmodb.org/plasmo/app
Pro-Data SX Applied Photophysics

Pro-Data Viewer

Applied Photophysics

ProtParam Tool

https://web.expasy.org/protparam

Reverse-Complement- and Clean-up-Tool

https:/ /www.reverse-complement.com

Serial Cloner

Anibal Costa

SigmaPlot 13.0

Systat Software, Inc.

Spectra Manager

JASCO

Spectrum 6.3.5.

PerkinElmer
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2.2 Methoden

2.2.1 Synthesevorschriften

Die im Folgenden beschriebene dreistufige Synthesevorschrift (Abb. zur Gewin-
nung von N-Boc-Sulfenylamid wurde urspriinglich von Shiau et al. beschrieben [165].
Ruddraraju et al. synthetisierten N-Boc-Sulfenylamid als Dipeptid-basierte Modellsub-
stanz, um die oxidierte Form der PTP1B nachzustellen und somit die nukleophile Bindung
des Sulfenylamid-Restes durch strukturell unterschiedliche 1,3-Diketone zu untersuchen
[166]. Gupta et al. verwendeten fiir die Synthese des Dipeptids eine Chz- anstatt einer
Boc-Schutzgruppe [66].

Synthese von N-Boc-L-Cystin

N-Boc-L-Cystin ((5)-2-[(tert-butoxycarbonyl)amino|-3-({ (R)-2-|(tert-butoxycarbonyl)
aminol|-2-carboxyethyl }disulfanyl)-propansiure)

L-Cystin (1) (2,45 g, 10 mmol, 1 eq) und NaOH (3,2 g, 80 mmol, 8 eq) wurden in einem
Gemisch aus HoO (80 ml) und 1,4-Dioxan (20 ml) vorgelegt und in einem Wasser-Eis-Bad
auf 0 °C gekiihlt. Di-tert-butyldicarbonat (6,82 g, 30 mmol, 3 eq) wurde innerhalb von
10 min zur gekiihlten Reaktionslosung zugegeben. Das Eisbad wurde anschliefend entfernt
und das Reaktionsgemisch bei Raumtemperatur (25 °C) fiir 24 h geriihrt. Anschliefend
wurde das Reaktionsgemisch mit HoO (100 ml) versetzt und zweimal mit Diethylether
(Et20, je 75 ml) gewaschen. Die wissrige Phase wurde mit 1 M HCI (ca. 75 ml) auf sau-
ren pH eingestellt, dabei fiel ein weikes Prizipitat aus, welches mit Ethylacetat (EtOAc,
je 50 ml) aus der wissrigen Phase extrahiert wurde. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit HoO (50 ml) und NaCl-Losung (50 ml) gewaschen und iiber Nao,SO,4 ge-
trocknet. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und das erhaltene
Rohprodukt N-Boc-L-Cystin (2) unter Vakuum weiter getrocknet. Es wurde eine Ausbeu-
te von bis zu 92 % (4,04 g) erreicht. Der Schmelzpunkt lag bei 145,5-147,5 °C, wihrend ein
Re-Wert von 0,24 (2:8, MeOH:DCM) bestimmt wurde. Das reine Produkt wurde weiter
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2.2. METHODEN

durch 'H-NMR Spektroskopie, IR-ATR Spektroskopie und Massenspektrometrie charak-

terisiert. Die Analyseergebnisse sind unten angegeben. (iibernommen aus [I], [167])

'H-NMR (DMSO, 400 MHz): § 12,83 (s; 2H), 7,21 (d; J=8,3 Hz; 2H), 4,17 (td;
J=9.,6; 4,3 Hz; 2H), 3,10 (dd; J=13,5; 4,2 Hz; 2H), 2,88 (dd; J=13,5; 10,1 Hz; 2H), 1,38
(s; 18H).

TR-ATR: 3363, 2985, 1755, 1724, 1682, 1684, 1512, 1444, 1415, 1392, 1365, 1340, 1280,
1248, 1165, 1053, 1024, 928, 868, 835, 785, 754 cm™.

Masse: (ESI-TOF, [M™ Na]") m/z simuliert (C14H27N20gS;)Nag ™t 485,10, gefunden 485,17.

Synthese von N-Boc-L-Cystin-L-Valinmethylester

N-Boc-L-Cystin-L-Valinmethylester

((25,257)-Dimethyl- 2,2-[((2R,2R’)-3,3-Disulfanediylbis{2-|(tert-butoxycarbonyl)amino|
-propanoyl})-bis(azanediyl)|bis(3-methylbutanoat))

N-Boc-L-Cystin (2) (441,4 mg, 1 mmol, 1 eq) und L-Valinmethylester (376,1 mg, 2,2 mmol,
2,2 eq) wurden in einem Gemisch aus getrocknetem Dichlormethan (DCM, 10 ml) und ge-
trocknetem Dimethylformamid (DMF, 5 ml) unter No-Atmosphire, vorgelegt und in einem
Wasser-Eis-Bad auf 0 °C gekiihlt. Zum gekiihlten Reaktionsgemisch wurden nacheinan-
der 1-Ethyl-3-(3-dimethyl-aminopropyl)carbodiimid (EDCI, 422,6 mg, 2,2 mmol, 2,2 eq),
1-Hydroxy-7-azabenzotriazol (HOAt, 299,4 mg, 2,2 mmol, 2,2 eq) und NaHCO; (185 mg,
2,2 mmol, 2,2 eq) zugegeben. Das Eisbad wurde entfernt und das Reaktionsgemisch fiir
24 h bei 25 °C geriihrt. Die Reaktionslosung wurde anschliefend mit 1 M HCI (60 ml)
versetzt und mit EtOAc (je 50 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
mit NaCl gewaschen und iiber Nay,SO, getrocknet. Das Losungsmittel wurde am Rotati-
onsverdampfer entfernt. Das gewonnene Rohprodukt N-Boc-L-Cystin-L-Valinmethylester

(3) wurde des Weiteren iiber eine Silica Gel 60 Sdule gereinigt. Als Solventgemisch wurde
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EtOAc:n-Hexan (1:1) verwendet. Es wurde eine Ausbeute von bis zu 49 % erreicht (1,2 g).
Der Schmelzpunkt lag zwischen 131,5-134,3 °C. Der R¢-Wert lag bei 0,7 fiir das Solvent-
gemisch EtOAc:n-Hexan (1:1). Das reine Produkt wurde mittels "H-NMR, Spektroskopie,
IR-ATR Spektroskopie und Massenspektrometrie charakterisiert. Die Analyseergebnisse
sind unten angegeben. (iibernommen aus [I], [167])

'H-NMR: (DMSO, 400 MHz) § 8,04 (d; J=8,3 Hz; 2H), 7,14 (d;J=8,5 Hz; 2H), 4,21 (m;
4T1), 3,62 (d; J=9,8 Hz; 6H), 3,07 (dd; J=13,1; 4,2 Hz; 1H), 2,85 (dd; J=13,1; 10,2 Hz;
2H), 2,04 (dd; J=13,2; 6,6 Hz; 2H), 1,37 (s; 18H), 0,86 (t; J=6,2 Hz; 12H).

IR-ATR: 3338, 2972, 1741, 1685, 1666, 1545, 1516, 1437, 1392.31, 1367, 1311, 1271, 1248,
1209, 1159, 1138, 1043, 1018, 976, 912, 860, 779, 758 cm™".

Masse: (ESI-TOF, [M™ Na| ") m/z simuliert (CogH50N4O10S2)Na™ 689,28, gefunden 689,38.

Synthese N-Boc-Sulfenylamid

N-Boc-Sulfenylamid

(8)-Methyl 2-( R)-4-|(tert-Butoxycarbonyl)-aminol-3-oxoisothiazolidin-2-yl-3-methylbuta-
noat (SA)

N-Boc-Cystin-L-Valinmethylester (3) (100 mg, 0,15 mmol, 1 eq) wurde in getrocknetem
DCM (5 ml) vorgelegt und mit trockenem Pyridin (0,242 ml, 3 mmol, 20 eq) versetzt. Die
Reaktionslosung wurde, unter No-Atmosphére, in einem Kiltebad aus 2-Propanol und
Trockeneis auf -78 °C gekiihlt und fiir 15 min geriihrt. Danach wurde eine ebenfalls auf
-78 °C vorgekiihlte Losung von Brom (13,5 ul, 0,27 mmol, 1,8 eq) in getrocknetem DCM
langsam iiber einen Zeitraum von 30 min hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde an-
schliefend innerhalb einer Stunde langsam auf 0 °C erwarmt. Danach wurde das restliche
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde weiter iiber eine
Silica Gel 60 Sdule gereinigt mit dem Laufmittelgemisch EtOAc:n-Hexan im Mischungs-

verhéltnis 1:1. So konnte reines N-Boc-Sulfenylamid (4) mit einer Ausbeute von bis zu
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89 % gewonnen werden. Der Schmelzpunkt lag zwischen 95 und 97 °C und der Ry-Wert
lag bei 0,7 fiir das Solventgemisch EtOAc:n-Hexan im Mischungsverhéltnis 1:1. Das reine
Produkt wurde mittels 'H-NMR Spektroskopie, IR-ATR Spektroskopie und Massenspek-
trometrie charakterisiert. Die Analyseergebnisse sind unten angegeben. (iibernommen aus
1], [167])

'H-NMR: (CDCl3, 400 MHz) 6 5,30 (s; 1H), 4,68 (d; J=8,8 Hz; 1H), 4,58 (s; 1H), 3,90
(m; 1H), 3,76 (m; 3H), 3,38 (t; J=11,5 Hz; 1H), 2,22 (ddd; J=22,1; 12,1; 7,7 Hz; 1H),
1,46 (s; 9H), 0,96 (m; 6H).

IR-ATR: 3282 (O-H, N-H Valenz), 3010 (C-H Valenz), 2968, 2929, 2869, 1749 (C=0
Valenz), 1710 (C=0 Valenz), 1671, 1521, 1475, 1452, 1432, 1390, 1365, 1338, 1268, 1249,
1205, 1155, 1116, 1085, 1045, 1018, 950, 927, 877, 844, 821, 802, 790, 761, 692 cm’.

Masse: (ESI-TOF, [M* Na]") m/z simuliert C1,Hy5N205SNa™ 355,1298, gefunden 355,1545
und m/z simuliert (Cy14Ha5N2O5S)oNa™ 687,2704, gefunden 687,1358.

0 w O 0 y O
HZN\E)J\OH XOYN\HLOH HZNEQLO/ XOYN%Q O~
g Boc,0 0 N o

[

2 (0]
PN ~g o Bry o H
: : —— >
NaOH (0] EDCI (o] L/ H (0] Pyridine (0] S O\
H,0 : Dioxane (4:1) j\ HOAt j\ DCM
H,N OH  gc/rr OJ\N OH NaHCO; OJ\N N\_)J\O/ -78°C 0
H H
o

L-Cystine N-Boc-L-Cystine N-Boc-L-Cystine-L-Valinemethylester N-Boc-Sulfenylamide
(1) 2 (3) “4)

Abbildung 2.1: Synthesemechanismus von N-Boc-Sulfenylamid. N-Boc-L-Cystin (2) wurde ausgehend
von L-Cystin (1) durch schiitzen der Aminogruppen mit der Boc-Schutzgruppe (BocyO)
erhalten. Durch Kopplung von (2) mit L-Valinmethylester wurde die Vorstufe der ge-
wiinschten Modellsubstanz N-Boc-L-Cystin-L-Valinmethylester (3) erhalten. In einer Cy-
clisierungsreaktion wurde (3) unter Verwendung von Brs zu 2 eq N-Boc-Sulfenylamid (4)
umgewandelt. Abbildung adaptiert aus [167], [1].

Referenzwerte zu Ausbeute, Schmelztemperatur, Ri-Wert, 'H-NMR, C-NMR, IR und
ESI-TOF Charakterisierung fiir die Substanzen 2, 3 und 4 (Abb. 2.2.1)) sind in [166] zu
finden.
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2.2.2 Analytische Messmethoden

Die folgenden Analytischen Messmethoden wurden bereits in Bischoff et al. publiziert und

inhaltlich aus [I] iibernommen.

Infrarotspektroskopie

Die IR-Spektren zur Charakterisierung der Syntheseprodukte wurden von Patrick de Mar-
tino Fumo (AK Gerhards, Physikalische Chemie, RPTU) gemessen, Dazu wurde das Spek-
trum 100 FT-IR Spektrometer mit eingebauter ATR-Messzelle (Attenuated Total Reflec-
tion, abgeschwéchte Totalreflexion) der Firma Perkin Elmer verwendet. Die Feststoffpro-
be (ca. 1 mg) wurde zur Messung auf ein diamantbeschichtetes Zinkselenid Fenster in
der ATR-Messzelle aufgebracht. Die Auswertung erfolgte mit der Perkin Elmer Software
Spectrum 6.3.5.

Schmelzpunktbestimmung

Der Schmelzpunkt wurde an dem Geréit SPM-z-300 der Firma Miiller bestimmt. Dafiir
wurde die Substanz (ca. 2 mg) in eine Glaskapillare gegeben und langsam geschmolzen. Die
Temperatur bei der die Substanz vollstdndig geschmolzen vorlag wurde als Schmelzpunkt

angenomimen.

NMR-Spektroskopie

Die 'H-NMR-Spektren und 'H-13C-HSQC-Spektren wurden mit dem NMR-Spektrometer
NMR Avance 400 von Bruker gemessen. Alle NMR-Messungen wurden, falls nicht anders
erwihnt, bei RT und 400 MHz in deuterierten Losungsmitteln (siche Tab. durch-
gefiihrt. Die 'H-NMR-Spektren wurden fiir je 1,5 min gemessen, wihrend die Messzeit
fiir 'H-13C-HSQC-Spektren 28,5 min betrug. Chemische Verschiebungen und Kopplungs-

konstanten sind in den Synthesevorschriften 2.2.1, sowie im Anhang bei den jeweiligen

Spektren zu finden (Abb. [S1] [S2] [S3).
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UV /Vis-Spektroskopie

Die UV /Vis-Spektren unter aeroben Bedingungen wurden mit einem Jasco V-650 Spektro-
photometer gemessen. Die Temperatur wurde dabei mit einem Julabo F12-ED Kiihlther-
mostat konstant bei 25 °C gehalten. Die anaeroben Messungen wurden an einem SHI-
MADZU UV-1900 Spektrophotometer ohne Thermostat in einem anaeroben Zelt unter
N5 Atmosphére mit 5 % Hy durchgefiihrt. Vor der Messung wurde das Photometer durch
Autozero auf Null gestellt, danach wurde die Kiivette mit der Probe in den vorderen
Strahlengang und die Referenz in den hinteren Strahlengang gestellt. Die Absorption
der Referenzkiivette wurde automatisch von der Probenabsorption subtrahiert. Fiir die
Messung wurden die Quarz-Prézisionskiivetten SUPRASIL der Firma Hellma (Typ B.
104B-QS, Schichtdicke 10 mm) mit einem Absorptionsbereich zwischen 200-2200 nm und
einem Gesamtvolumen von 0,5 ml gemessen. Fiir die Messungen wurde der Jasco Spectra

Manager und fiir die Auswertung das Programm Jasco Spectra Analysis verwendet.

Fiir die Stabilitatsuntersuchungen wurde eine 1 mM Stammlésung von Sulfenylamid (SA)
in Acetonitril (ACN) hergestellt (3,32 mg in 10 ml ACN). Die Substanz ist in ACN sta-
bil, wie zuvor mittels LC-MS nachgewiesen wurde [66]. Die Spektren wurden im Bereich
von 200-350 nm gemessen. Um die Loslichkeit von SA in Phosphatgepufferter Salzlésung
(PBS 1) (Tab. zu gewdhrleisten, musste 33 % ACN als organisches Losungsmittel zu-
gegeben werden (siehe Pipettierschema Tab. . Um die gewiinschte Endkonzentration
von SA zu erhalten, wurde die 1 mM SA-Stammlosung entsprechend mit ACN verdiinnt,

sodass der finale Anteil an ACN im Reaktionsgemisch 33 % betrug.

Der PBS-Puffer wurde als letzte Komponente hinzugefiigt, da durch den wassrigen Puffer
bei pH 7,4 die Hydrolyse gestartet wurde. Unmittelbar nach dem griindlichen Vermischen
aller Komponenten in der Kiivette, durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren, wurde
das erste UV /Vis-Spektrum gemessen. Danach wurden Spektren im Abstand von 30 s,

iiber einen Zeitraum von 30-60 min gemessen.
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Tabelle 2.16: Zusammensetzung 1x PBS-Puffer (PBS 1) [I].

Komponente Molare Masse Konzentration Einwaage / 11
NaCl 58,44 g/mol 140 mM 8,18 g
Na;HPO, - 2 H20 | 177,95 g/mol 10 mM 1,78 g
KCl 74,56 g/mol 2,7 mM 0,20 g
KH,PO, 136,09 g/mol 1,8 mM 0,24 g

Tabelle 2.17: Pipettierschema der pH-abhéngigen Stabilitdtsanalyse von SA [1].

Komponente 0,05 mM 0,1 mM 0,2 mM
SA in ACN (1 mM) 25 nl 50 pl 100 pl
ACN 140 nl 115 ul 65 ul

1x PBS Puffer 335 nl 335 nl 335 nl

Die Gesamtmessdauer wurde an die Hydrolysegeschwindigkeit in Abhéngigkeit vom pH-
Wert angepasst. Die Messungen wurden bei pH 6,4, 6.9, 7,4 und 7,9 des PBS-Puffers durch-
gefiihrt. Fiir jeden pH-Wert wurde die SA-Konzentration zwischen 0,05 und 0,2 mM vari-
iert, um eine mogliche Konzentrationsabhéngigkeit der Reaktion zu analysieren. Insgesamt

wurden technische Triplikate von zwei unabhéngigen Experimenten gemessen (n=2x3).

GSH-Dimedon Kompetitionsexperiment mittels HPLC-Analyse

Bei diesem Kompetitionsexperiment wurde die Glutathionsulfensiure GSOH durch trop-
fenweise Zugabe von HyO9 zu einer Losung von Glutathion (GSH) und Dimedon (Dim)
in PBS-Puffer bei pH 7,4 in situ gebildet. Anschliefsend wurde mittels HPLC-Analyse der
bevorzugte Reaktionspartner von GSOH ermittelt. Eine Moglichkeit war die Reaktion
zum GS-Dimedon Addukt (GSDim), durch Reaktion von GSOH mit Dimedon. Eine wei-
tere mogliche Reaktion war die Bildung des Glutathiondisulfids (GSSG), durch Reaktion
der Sulfensdure mit einem weiteren GSH-Molekiil. Um die Kompetition zwischen GSH
und Dimedon zu gewéhrleisten wurde immer 1 eq GSH mit 0,5 eq H,Oy umgesetzt, um
nur 0,5 eq GSOH zu bilden. Daher standen 0.5 eq GSH neben Dimedon zur Reaktion
mit GSOH zur Verfiigung. HPLC-Messungen wurden mit einer Agilent 1100/1200 Bina-
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ry Pumpe mittels Umkehrphasenchromatographie unter Verwendung einer Lichrospher
100 RP18, 125 x 4 mm, 5 pm Siule von Macherey-Nagel durchgefithrt. Als Losungsmittel
A wurde Wasser mit 0,1 % Trifluoressigsaure eingesetzt, Methanol wurde als Losungs-
mittel B mit einem Gradienten von 5-55 % verwendet. Die Messzeit betrug 20 min bei
einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min, gefolgt von einem 6G-miniitigen Nachlauf zum
Spiilen der Saule vor der Folgemessung. Das Injektionsvolumen der Probe betrug 20 ul.
Alle Messungen wurden bei einer Temperatur von 27 °C durchgefiihrt. Die Signalde-
tektion der Retentionszeiten erfolgte bei 210, 220 und 280 nm. Zur Probenvorbereitung
wurden 1 eq Glutathion (GSH) und eine variable Menge Dimedon (Dim) in PBS-Puffer
mit einem pH-Wert von 7,4 gelost. 0,5 eq HyO5 wurde tropfenweise unter Riihren zuge-
geben, um in situ die Glutathionsulfensaure GSOH zu erzeugen. Das Reaktionsgemisch
wurde iiber Nacht bei 25 °C geriihrt. Anschlieffend wurden die Proben ohne weitere Ver-
diinnung mittels HPLC gemessen. Die Dim-Konzentration wurde bei einer konstanten
GSH-Konzentration von 2 mM zwischen 1 und 25 mM variiert. Ebenso wurden Endpunk-
tanalysen der Reaktionen fiir verschiedene GSH-Konzentration zwischen 0,1 und 12,5 mM
bei konstantem Dim-Uberschuss von 25 mM gemessen. Der HyOo-Anteil entsprach immer
0,5 eq der GSH-Konzentration. Als Referenzmessungen wurden GSH, GSSG und Dime-
don als Einzelsubstanzen gemessen, sowie Reaktionsgemische von GSH und Dimedon,
GSH und H,05 und Dimedon und HyO,, um mdogliche Nebenreaktionen zu erkennen. Die
Experimente wurden in unabhingigen Duplikaten gemessen. Zur Bestatigung, dass im
Kompetitionsexperiment kein GS-Dim-Addukt gebildet wurde, wurden zusatzliche Aus-
wertungen der Primirdaten vorgenommen. Zur Erstellung einer Kalibriergeraden wurde
die Flache unter der Kurve des Dimedonsignals aus den Referenzmessungen fiir 1 mM,
10 mM und 25 mM Dimedon in PBS-Puffer (pH 7,4) bei 220 und 280 nm gegen die Dim-
Konzentration aufgetragen. Die Flichen des Dimedonsignals aus den Endpunktmessungen
der Dimedontitration wurden zur Kalibriergeraden hinzugefiigt. Um die Menge an Dime-
don zu quantifizieren, die nach der Endpunktmessung der GSH-Titration in den Proben

vorhanden war, wurden basierend auf der Kalibriergeraden aus den Fliachen der Dimedon-
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Signale die Dimedon-Konzentrationen bei 220 und 280 nm berechnet. Die berechneten
Dimedon-Konzentrationen wurden gegen die GSH-Konzentration aufgetragen und lagen
entlang einer Parallelen zur x-Achse bei 25 mM Dim. Ein Verbrauch von Dimedon wurde
demnach nicht beobachtet. Da eine GS-Dim-Adduktbildung ausgeschlossen werden konnte
und somit nur GSSG als Produkt vorlag, wurde in Abbildung die Flidche unter der Kurve
des GSSG-Signals bei 210 und 220 nm gegen die HyO,-Konzentration aufgetragen und
ein linearer Anstieg festgestellt. Die Probenvorbereitung des Derivatisierungsexperiments
wurde ebenfalls wie oben beschrieben durchgefiihrt. Nach der Ubernachtinkubation wurde

das Reaktionsgemisch am Folgetag 30 min mit 5 mM Dithiothreitol (DTT) behandelt.

2.2.3 Kinetischen Analysen

Die folgenden Kinetischen Analysen wurden bereits in Bischoff et al. publiziert und in-

haltlich aus [I] iibernommen.

Kinetische Analyse mittels UV /Vis Spektroskopie

Unter Verwendung des Lambert-Beer’schen Gesetzes [168] konnte die SA-Konzentration,
die zur kinetischen Analyse benétigt wurde, berechnet werden. Dazu wurde der aus den
Triplikaten zweier unabhingiger Experimente ermittelte Extinktionskoeffizient €z49,m—
3,24 mM™ em™ [1], [I67] und die zum Zeitpunkt 0 min gemessene Extinktion bei 249 nm
verwendet. Zur Bestimmung der Reaktionsordnung wurden der natiirliche Logarithmus
In [A] und der Quotient 1/[A] aus der SA-Konzentration bei 249 nm fiir jeden Messzeit-
punkt berechnet. Ist die Reaktion 0. Ordnung, d. h. unabhéngig von der Konzentration
der beteiligten Reaktanten, so ergibt die Auftragung der Konzentration von SA gegen die
Zeit eine Konstante. Triagt man In [A] gegen die Zeit auf, so erhdlt man eine Gerade, deren
Steigung der Geschwindigkeitskonstante k.. entspricht, wenn es sich um eine Reaktion
erster oder pseudoerster Ordnung handelt. Bei einer Reaktion zweiter Ordnung ergibt die
Auftragung der reziproken Konzentration 1/|A] gegen die Zeit ebenfalls eine Gerade, deren

Steigung der Geschwindigkeitskonstante der Reaktion entspricht. Die kinetische Analy-

95



2.2. METHODEN

se wurde mit dem Jasco Spectra Manager und SigmaPlot 13.0 gemacht. Die kinetische
Analyse ergab eine Reaktion pseudoerster Ordnung fiir deren erste Reaktionsphase ein
linearer Zusammenhang beobachtet wurde. Die Steigung des Fits der ersten Reaktions-
phase mittels linearer Regression ergab einen pH-abhangigen k.,s-Wert. Die kons-Werte
sind unabhéngig von der SA-Konzentration [167], daher konnten k,p,s-Werte des gleichen
pH-Werts gemittelt werden.

Kinetische Analyse mittels Massenspektrometrie

Fiir die massenspektrometrischen Untersuchungen wurde ein Bruker amaZon LTD Spek-
trometer des Arbeitskreises Niedner-Schatteburg verwendet. Die Messungen wurden von

Michael Lembach und Maximilian Luczak durchgefiihrt.

Reaktion von SA und Dim in ACN. Die Reaktion von SA mit Dim, wurde in ACN
von Fisher Scientific mit < 30 ppm Wasser (0.57 mM Hy0) bei pH ~5 durchgefiihrt, um
die Bildung der Sulfenséure zu vermeiden. Eine 1 mM SA-Stammlésung von SA, sowie
eine 1 mM Dim-Stammldsung wurden verwendet, um deren Reaktion zu untersuchen. Die
SA-Konzentration wurde konstant bei 0,1 mM gehalten, wihrend die Dim-Konzentration
zwischen 0,06 mM und 0,25 mM variiert wurde (Abb. . Nach griindlichem Mischen
wurde die Probe iiber eine Spritze in das ESI-MS Amazon LTD geleitet und 1 h bei 25 °C
kontinuierlich im Kationenmodus gemessen. In einer weiteren Messreihe wurde die Dim-
Konzentration konstant bei 0,1 mM gehalten und die SA-Konzentration in drei Messungen
zwischen 0,05 und 0,2 mM variiert (Abb[SH] Tab. [2.18).

Bei der Wassertitration (Abb. [S5B) wurde die Bildung des Addukts aus 0,1 mM SA und
0,1 mM Dim in wasserfreiem ACN (iiber Molsieb getrocknet, Spuren von Wasser durch
Riickstédnde im ESI-MS Messgerét) und nach Zugabe verschiedener Mengen HyO zwischen
570-950 pM, wie oben beschrieben, gemessen.

Die 60-miniitige Messung wurde in 6 Abschnitte von je 10 Minuten unterteilt. Fiir je-

den Zeitabschnitt wurde ein gemitteltes Spektrum erstellt, also 6 Spektren pro Messung.
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Tabelle 2.18: Pipettierschema der massenspektrometrischen Untersuchung der Reaktion von SA und Dim
in wasserfreiem ACN [I]

[SA] (mM) [Dim] (mM) | SA- Dim- ACN (nl)
Stammlosung | Stammlbsung
(n), (1 mM) | (ul), (1 mM)

0,1 0,05 100 50 850

0,1 0,1 100 100 800

0,1 0,15 100 150 750

0,1 0,2 100 200 700

0,1 0,25 100 250 650

0,05 0,1 50 100 850

0,2 0,1 200 100 700

Fiir jedes gemittelte Spektrum wurden die Intensitdten der beiden Eduktsignale bei 355
und 687 m/z und der Produktsignale bei 495 und 967 m/z bestimmt. Das Signal bei
827 m/z, das eine Mischform aus einem kovalenten SA-Dim-Addukt und einem weite-
ren SA-Molekiil, beides an Na*-koordiniert darstellt, wurde zu gleichen Teilen (je 50 %)
dem Edukt- und dem Produktsignal zugeordnet. Die Summe der Intensitdten aller vier
Signale wurde als 100 % angenommen. Die prozentualen Anteile der Eduktsignale wur-
den fiir jeden Zeitabschnitt addiert, das Gleiche wurde mit den Produktsignalen gemacht.
Die prozentuale Produktbildung wurde dann gegen die Zeit in Minuten aufgetragen. Die
Daten wurden exponentiell gefittet (exponential rise to maximum, 1 Parameter). Die
Kurvensteigung entspricht den kops-Werten der Reaktionen (Abb. [3.5B). Es wurden drei
unabhéngige Replikate gemessen. Die Datenpunkte jedes Zeitabschnitts wurden iiber alle
Replikate gemittelt und die Standardabweichung (SD) berechnet. In einem Sekundérplot
wurden die k,ps-Werte gegen die Dim-Konzentration aufgetragen und durch lineare Re-
gression gefittet. Die Steigung der Geraden entspricht der Geschwindigkeitskonstanten
zweiter Ordnung (Abb. 3.5(C).
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Reaktion der Sulfensdure von SA mit Dim in 33 % ACN und 67 % PBS. Die
Geschwindigkeit der Reaktion von SA bzw. der in situ geformten Sulfensdure und Dim in
wissriger Losung aus 33 % ACN und 67 % PBS pH 7,4 ist bereits literaturbekannt [66].
Die Kinetik der Reaktion wurde zusatzlich massenspektrometrisch analysiert. Dabei wur-
den aus der ablaufenden Reaktion, zu den angegebenen Zeitpunkten (Abb. [S7TA), Proben
entnommen, 1:10 mit ACN verdiinnt und direkt fiir 60 s gemessen. Die Intensitit des ent-
stehenden Adduktsignals wurde aus den gemittelten Massenspektren bestimmt und gegen
die Zeit der Probenentnahme aufgetragen (Abb. [S7A). Die Steigungen der exponentiellen
Fits (exponential rise to maximum) ergab die kq,s-Werte der Messungen. Die Reaktion
wurde fiir eine konstante SA-Konzentration von 0,1 mM und Dim-Konzentrationen zwi-
schen 0,5 und 2,0 mM in 33 % ACN (enthdlt570 nM H,O) und 67 % PBS1 pH 7,4 durch-
gefithrt. Die kops-Werte aus Panel A wurden gegen die entsprechende Dim-Konzentration
aufgetragen und mittels linearer Regression gefittet. Die Steigung der Geraden ergab die
Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung, die mit einem Wert von k=15 M s, ver-

gleichbar zum literaturbekannten Wert von k=12 M st [160] ist (Abb. [S7B).

Fragmentierungsexperiment. Um die Bildung kovalenter Addukte zwischen Dimedon
und SA bzw. der Sulfensdure nachzuweisen, wurden Fragmentierungen der Ausgangssi-
gnale bei 495 m/z (Monomer aus SA-Dim koordiniert an Na™) und 967 m/z (Dimer aus
SA-Dim koordiniert an Na™) in ACN (enthélt 0.57 mM H,0O) durchgefiihrt. Die Ausgangs-
signale wurden im Kationenmodus isoliert und durch Anlegen einer Spannung von 1 V
fragmentiert. Die resultierenden Signale und Fragmentationsmuster sind in Abbildung [S6]

dargestellt.

Ringéffnungsreaktion von SA in PBS2 ohne K*-Ionen und ACN. Zur massen-
spektrometrischen Untersuchung des Reaktionsverlaufs von 0,1 mM SA in 33 % ACN und
67 % PBS-Puffer pH 7,4 wurden dem Reaktionsgemisch 0, 4, 8, 11, 16, 24 und 30 min

nach Beginn der Hydrolyse je 100 pl entnommen. Diese wurden schnellstmoglich 1:10 mit
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Acetonitril auf 10 pM verdiinnt bei 25 °C fiir 1 min im Kationenmodus gemessen. Fiir die
Messungen wurde PBS-Puffer ohne K*-Ionen (PBS2, Tab. verwendet. Als Referenz
wurde ein Spektrum von PBS2 ohne SA gemessen, um Puffersignale von Reaktionssigna-
len zu unterscheiden.

Tabelle 2.19: 1x PBS-Puffer ohne K*-Ionen (PBS2). Fiir eine identische Ionenstéirke zu PBS1 wurden
KCl und KH,PO, durch eine angepasste Mengen an NaCl und NaH,PO4-H,O ersetzt [I].

Chemikalie Molare Masse c Einwaage/ 1 1
NaCl 58,44 g/mol 141,8 mM 834 ¢
Na,HPO, - 2 H,O 177,95 g/mol 10,0 mM 1,78 g
NaH,PO, - H,O 138,00 g/mol 1,8 mM 0,25 g

Kinetische Analysen mittels Stopped-flow Spektroskopie

Sehr schnell ablaufende Reaktionen zwischen SA, GSH und Dimedon wurden mittels
Stopped-Flow Absorptionsmessungen an einem Applied Photophysics SX-20 Spektrome-
ter bei 25 °C untersucht.

Die Absorptionsinderung wurde bei 249 nm in einer Zeitspanne von 50 s gemessen. Fiir
die ersten 2 s wurde die Messfrequenz auf 10000 Datenpunkte erhoht, da die ersten Milli-
sekunden fiir die Bestimmung der kinetischen Rate entscheidend sind. Fiir die restlichen
48 Sekunden wurde die Anzahl der Datenpunkte auf 2000 reduziert. Jede Messung wurde
in technischen Triplikaten gemessen und gemittelt. Als Messsoftware wurde das Programm

Pro Data SX und fiir die Auswertung der Pro Data Viewer verwendet.

Reaktion zwischen SA und GSH in 50 % ACN und PBS1 50 %. Zunichst wurde
die Absorption bei 249 nm fiir die Reaktion zwischen 100 pM SA und 50-500 ptM GSH in
50 % ACN und 50 % PBS bei pH 7,4 untersucht. SA in Spritze 1 wurde in ACN gelost,
wihrend GSH, geldst in PBS pH 7,4, sich in Spritze 2 befand. Da die Reagenzien in der
Reaktionskammer immer im Verhéltnis 1:1 gemischt wurden, war die Konzentration der

Reaktionspartner in der Spritze immer doppelt so hoch, wie die gewiinschte, angegebe-
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ne Endkonzentration. Damit Absorptionsdnderung bei 249 nm ausschlieflich auf SA und
nicht auf GSH zuriickzufiihren ist, wurden die Messwerte um die Absorption von GSH
in 50 % ACN und 50 % PBS, in Abwesenheit von SA, korrigiert. Die SA-Absorption
wurde anschliefsend zur Konzentration umgerechnet und halblogarithmisch gegen die Zeit
in s aufgetragen. Zur kinetischen Analyse wurde die erste Reaktionsphase durch lineare
Regression gefittet, um die zugehorigen kps-Werte zu bestimmen. Eine Geschwindigkeits-
konstante zweiter Ordnung wurde, fiir zwei unabhingige Replikate, durch Auftragung der
kops-Werte gegen die GSH-Konzentration aus der resultierenden Geradensteigung ermit-
telt (Abb. [3.6B).

Eine weiter Referenzmessung wurde mit den verwendeten Losungsmitteln ACN und dem
PBS-Puffer durchgefiihrt, um mogliche Losungsmitteleffekte, wie Fallung oder Unléslich-
keit auszuschlieffen. Zusétzlich wurde die Ring6ffnung von SA in ACN und PBS-Puffer
bei pH 7,4 in Abwesenheit von GSH gemessen, die um die Referenzwerte von Acetonitril

und PBS-Puffer korrigiert wurde.

Kompetitionsreaktion zwischen SA, GSH und Dim. Fiir das Kompetitionsexperi-
ment mittels Stopped-flow Analyse zwischen SA, GSH und Dim wurden wie oben be-
schrieben folgende Negativkontrollen gemessen: 1,0 mM GSH in PBS und ACN, 0,1 mM
Dim in ACN und PBS, 0,1 mM Dim in ACN und 1,0 mM GSH in PBS. Zudem wurde die
Reaktion von 0,1 mM SA in ACN und PBS, sowie die Reaktion von 0,1 mM SA in ACN
und 0,1 mM Dim in PBS gemessen. Auch die Reaktion zwischen 0,1 mM SA in ACN und
1,0 mM GSH in PBS in Abwesenheit von Dim wurde analysiert. Zwischen Dim und GSH
wurde keine Reaktion beobachtet. Daher wurden fiir das Kompetitionsexperiment diese
beiden Komponenten in PBS gelost und zusammen in Spritze 2 gegeben und mit SA in
ACN in Spritze 1 gemessen (Abb.[3.6C). Fiir alle genannten Proben wurde jeweils ein Ab-
sorptionsspektrum zwischen 200 und 350 nm gemessen, sowie ein Absorptionsspektrum

bei 249 nm unter oben genannten Parametern (Abb. [3.6C).
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Spectrometer
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Abbildung 2.2: Prinzipieller Aufbau der Stopped-flow Apparatur. Die Stopped-flow-Methode dient zur
kinetischen und mechanistischen Analyse sehr schneller Reaktionen. Die Reaktanden be-
finden sich zu Beginn in zwei voneinander getrennten Spritzen (Driving syringes, gelb und
blau). Diese werden in der Mischkammer (Mixing chamber, griin) zusammengefiihrt und
durch eine Stoppspritze (Stopping syringe) abrupt abgebremst, wodurch die Reaktion ge-
startet wird. Die Messung der Absorption oder Fluoreszenz (Spectrometer) wird direkt
mit dem Mischvorgang gestartet, wobei nur eine geringe Totzeit von 2 ms entsteht.

2.2.4 Molekularbiologische Methoden

Restriktionsverdau

Ein Restriktionsverdau (Tab. } wurde durchgefiihrt, um benétigte Uberhiinge an
DNA-Fragmenten fiir die nachfolgende Ligation zu erzeugen oder, um in einem analy-
tischen Restriktionsverdau (Tab. die Korrektheit eines Plasmids nach Klonierung
zu priifen. Der Restriktionsverdau wurde 1 h bei 37 °C inkubiert. Anschliefflend wurden
die DNA-Fragmente, wie zuvor beschrieben, durch Agarose-Gelelektrophorese der Grofe
nach aufgetrennt (siehe Abschnitt . Zur Tsolierung eines DN A-Fragments, wurde die
entsprechende Bande ausgeschnitten und aufgereinigt (siehe Abschnitt . Bei einem

analytischen Restriktionsverdau wurden manchmal auch 3 Restriktionsenzyme verwen-
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det, um ein eindeutigeres Ergebnis beziiglich der Korrektheit des Plasmids zu erhalten.
Alle Restriktionsenzyme und Puffer wurden von New England Biolabs (NEB) bezogen.
Der Puffer wurden so gewihlt, dass alle verwendeten Restriktionsenzyme die maximale

Aktivitat von 100 % aufwiesen.

Tabelle 2.20: Zusammensetzung des Reaktionsgemischs fiir einen Restriktionsverdau
50 pl Ansatz

Plasmid 1 png

1 pl (20 units/ml)
Restriktionsenzym 2 1 pl (20 units/ml)

rCutSmart Puffer (10x) 5 ul (1x)

ddH,0 (nukleasefrei)

Komponente

Restriktionsenzym 1

auf 50 pl auffiillen

Tabelle 2.21: Zusammensetzung des Reaktionsgemischs fiir einen analytischen Restriktionsverdau
Komponente 50 pl Ansatz
Plasmid 0,5 ng

Restriktionsenzym 1

0,5 nl (10 units/ml)

Restriktionsenzym 2

0,5 ul (10 units/ml)

Restriktionsenzym 3 (optional)

0,5 pl (10 units/ml)

rCutSmart Puffer (10x) 5 ul (1x)
ddH,0 (nukleasefrei)

auf 50 pl auffiillen

Agarose-Gelelektrophorese

Durch die Agarose-Gelelektrophorese lassen sich DNA-Fragmente ihrer Grofe nach auf-
trennen. Die Agarose (1 % oder 2 % (w/v)) wurde in TAE-Puffer vorgelegt und durch
Kochen in der Mikrowelle geldst. Danach wurde GelRed in der Verdiinnung 1:10000 hinzu-
gegeben und die Fliissigkeit in eine horizontale Gelkammer etwa 3-5 mm dick ausgegossen.
Das ausgehartete Gel wurde in ein horizontales Gelelektrophorese-Gerit gesetzt und mit
TAE-Puffer aufgefiillt. Dann wurde das Gel mit den zu analysierenden Proben beladen
(5-10 pl pro Geltasche), die zuvor durch 6x Gel Loading Dye Purple/-Orange beschwert

wurden. Je nach Grofke der erwarteten DNA-Fragmente wurde entweder die Quick Load
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1 kb DNA Ladder oder die 100 bp DNA Ladder von NEB als Marker verwendet. Die Auf-
trennung erfolgte bei 90-120 V fiir 30-60 min. Die Banden der DNA-Fragmente konnten

unter UV-Licht sichtbar gemacht und analysiert werden.

TAE-Puffer: 40 mM Tris, 20 mM Essigsdure, 1 mM EDTA, pH=8,0

Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Nach einem Restriktionsverdau wurde das Reaktionsgemisch auf einem Agarose-Gel der
Grofe nach aufgetrennt und die gewiinschten DNA-Fragmente anschliefsend aus dem Gel
ausgeschnitten. Die DNA wurde dann mit dem Wizard SV Gel und PCR Clean-Up System

aufgereinigt und konnte bei -20 °C gelagert werden.

Ligation

Durch Restriktionsverdau an gleichen Schnittstellen konnten an einem DNA-Fragment
und einem Plasmid identische Uberhinge erzeugt werden. Das einzufiigende DNA-Fragment
(Insert) konnte durch Ligation mit der T4 DNA Ligase mit dem Plasmid zusammenge-
fiigt werden. Ligationen wurden fiir 2 h bei RT durchgefiihrt. Die Zusammensetzung einer

Ligation kann Tabelle 15 entnommen werden.

Tabelle 2.22: Zusammensetzung des Reaktionsgemischs zur Ligation von DNA-Fragmenten

Komponente 20 pl Ansatz
T4 DNA Ligase 1 pl

T4 Ligase Puffer (10x) 2 ul (1x)

Vektor 1-10 ng

Insert 1-10 ng

ddH5O (nukleasefrei) auf 20 pl auffiillen
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Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen

Chemisch kompetente Zellen wurden zur Vervielfaltigung von Plasmid-DNA verwendet.
Sie wurden aus Fscherischia coli-Zellen (E. coli-Zellen) durch die hier beschriebene Vor-
behandlung gewonnen. In einer Vorkultur wurden 10 ml LB-Medium mit einem Aliquot
chemisch kompetenter Zellen angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C und 170 rpm kultiviert.
Am Folgetag wurden 500 ml LB-Medium mit 4 ml der Vorkultur angeimpft und bis zu ei-
ner ODgoonm von 0,5 bei 20 °C inkubiert. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (2600 x g,
15 min, 4 °C), der Uberstand entfernt und das Pellet in 150 ml eisgekiihltem TF1-Puffer
resuspendiert und 15 min in einem Eis-Wasserbad inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation
(2600 x g, 15 min, 4 °C) wurden die Zellen in 10 ml eisgekiihltem TF2-Puffer resuspendiert
und in 100 pl Aliquots aufgeteilt. Die Aliquots der chemisch kompetenten Zellen wurden
sofort in fliissigem Stickstoff gefroren und bei -80 °C gelagert.

Transformationspuffer 1 (TF1-Puffer):

30 mM KAc, 10 mM CaCl,, 50 mM MnCly, 100 mM RbCl, 15 % (v/v) Glycerol, mit
Essigsdure auf pH 5,8 bei RT einstellen, steril filtrieren (0,22 pm Filter)
Transformationspuffer 2 (TF2-Puffer):

10 mM MOPS, 75 mM CaCly, 10 mM RbCl, 15 % (v/v) Glycerol, mit KOH (1 M) auf
pH 6,5 bei RT einstellen, steril filtrieren (0,2 pm Filter)

Transformation, Kultivierung und Selektion von E. coli

Plasmide wurden in XL1-Blue chemisch kompetenten Zellen vervielfiltigt. Dazu wurden
3-5 pl Plasmid aus aufgereinigter Plasmid-DNA oder Ligation mit 30-50 nl chemisch
kompetenten XL1-Blue Zellen gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurde ein
Hitzeschock fiir exakt 90 s bei 42 °C durchgefiihrt und die Zellen sofort fiir 5 min auf Fis
inkubiert. Die kompetenten Zellen wurden in der 10-fachen Menge vorgewdrmtem LB-
Medium resuspendiert und 1 h bei 37 °C im Schiittler inkubiert. Nach der Zentrifugation

wurde der Uberstand bis auf 50 pl entfernt. Die Zellen wurden im Restvolumen resuspen-
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diert und vollstédndig auf der LB-Agarplatte ausgestrichen. Zur Selektion der Zellen mit
pHBIRH Plasmiden wurden Agarplatten mit Ampicillin (Amp, 100 pg/ml) als Antibio-
tikum verwendet. Die Agarplatten wurden iiber Nacht bei 37 °C inkubiert und je nach

Wachstum der Kolonien nach 16-18 h herausgenommen und bei 4 °C gelagert.

Plasmid-DNA-Isolierung

Zur Isolierung der Plasmide wurde eine Mini-Ubernacht-Kultur vorbereitet. Dazu wurde
eine einzelne Kolonie der transformierten FE-coli-Zellen, die die entsprechende Plasmid-
DNA enthalten gepickt und damit 5 ml LB-Medium mit Ampicillin als Antibiotikum
(Verdiinnung 1:1000, 100 pg/ml) angeimpft. Die Kultur wurde iiber Nacht bei 37 °C und
220 rpm in einem MaxQ4450 Schiittelinkubator kultiviert. Zur Aufreinigung wurden 2 ml
der Kultur in ein 2 ml Reaktionsgefif tiberfiihrt und zentrifugiert (13000 x g, 30 s, 4 °C).
Der Uberstand wurde vollstindig verworfen und das Zellpellet in 100 jl eisgekiihltem Puf-
fer P1 resuspendiert. Anschliefend wurden 200 pl Puffer P2 zugegeben und zur Zelllyse
fiinfmal vorsichtig invertiert und 5 min bei RT inkubiert. Durch Zugabe von 150 pl eis-
kaltem Puffer P3 und erneutem 5-maligem Invertieren wurde der pH-Wert neutralisiert.
Unerwiinschte genomische DNA und andere Zellfragmente wurden prazipitiert und durch
Zentrifugation (13000 x g, 10 min, 4 °C) vom Uberstand getrennt. Die Plasmid DNA
wurde in einem neuen Reaktionsgefifs mit 600 pl 2-Propanol durch 5-maliges Invertieren
prizipitiert und zentrifugiert (13000 x g, 5 min, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet mit eiskaltem 70 %-igem Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Die
Plasmid-DNA wurde unter Rotlicht fiir ca. 1 h getrocknet und in 30 pl ddH,O resuspen-
diert und bei -20 °C gelagert.

Puffer P1 50 mM Tris, 10 mM EDTA, 0,1 mg/ml RNase A, pH=8

Puffer P2 0,2 M NaOH, 1 % (w/v) SDS
Puffer P3 1,8 M KAc, pH=5,2 (Essigséure)
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Vereinzelt wurde zur Plasmid DNA-Isolierung auch das QIAprep Spin MiniPrep Kit von
QIAGEN fiir Mini-Ubernacht Kulturen benutzt. Fiir Midi Ubernachtkulturen wurde aus-
schlieflich das QIAprep MidiPrep Kit von QIAGEN verwendet. Beide Kits wurden nach

Hersteller-Protokoll eingesetzt.

Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe des Thermo Scientific NanoDrop One® bestimmt.
Das Gerit ermittelt die Konzentration durch die Absorption bei 280 nm. Die Qualitit wird
durch den Quotienten der Absorption bei 260 nm und bei 280 nm (A260,/A280) berechnet

und sollte zwischen 1,7 und 2,0 liegen.

Sequenzierung

Sequenzierungen wurden durch Sanger Sequenzierung von Microsynth Seqlab GmbH durch-

gefiihrt. Das zugehorige Pipettierschema ist in Tabelle dargestellt.

Tabelle 2.23: Pipettierschema fiir Sequenzierungen

Volumen
Primer (1:20) 6 nl
DNA 2 pul (ca. 80 ng/pl)
ddH20 4 nl
total 12 nl

Klonierungsstrategie

Ausgehend von den bereits vorhandenen pUC5H7-Simple Plasmiden (Tab. wurden
ausschlieflich die in dieser Arbeit selbst ausgefiihrten Klonierungsschritte beschrieben.
Der pUC57-Simple-Vektor besitzt einen Ampicillin-Resistenzmarker, womit eine Selektion
auf das gewiinschte Plasmid bei einer Ubernacht-Kultur oder einer Transformation in
XL1-Blue kompetenten E. coli-Zellen moglich ist. Zur Transfektion in P. falciparum ist
der pUCSH7-Simple-Vektor ungeeignet.
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Abbildung 2.3: Klonierungsstrategie zum Ausstausch der IMS-Zielsequenz. A) Die Klonierung beginnt
im pUCH7-Simple-Vektor durch Verdau des Plasmids mit Sacl und BamH]I, wodurch
IMS,q entfernt wurde. IMS,,¢, wurde in den pUC57-Simple-Vektor ligiert und das Modul
bestehend aus IMS, ey, 3xHA- oder roGFP2-Tag und RGDAAOWT bzw. RGDAAQOR?854A
mittels Restriktionsverdau mit Spel und Sacl aus dem Vektor herausgeschnitten. B) Aus
dem pHBIRH-Vektor wurde das Gen codierend fiir die Renilla-Luciferase durch Verdau
mit Spel und Sacl entfernt und mit dem Modul aus A zum gewiinschten Plasmid ligiert.

Daher wurde das benotigte Modul bestehend aus der neuen Zielsequenz, dem Tag und dem
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RGDAAOYT- bzw. RGDAAOR?A_Gen durch die Restriktionsschnittstellen Spel und
Sacl ausgeschnitten und aufgereinigt (Abb. [2.3A). Zur Transfektion in den P. falciparum
3D7 WT Stamm wurde fiir alle Konstrukte der pHBIRH-Vektor verwendet (Abb. der
im zweiten Schritt (Abb. 2.3B) mit den Restriktionsenzymen Spel und Sacl verdaut wur-
de, um das RENILLA LUCIFERASE-Gen zu entfernen. Abschliefend wurde das Modul
aus dem pUCH7-Simple-Vektor mittels Ligation in den pHBIRH-Vektor eingefiigt. Auf
diese Weise wurden vier neue Konstrukte generiert: IMS 3xHA RgDAAOWT, IMS 3xHA
RgDAAOR?A TMS roGFP2 RgDAAOWYT und IMS roGFP2 RgDAAOR?#4 In dieser Ar-
beit werden nur Experimente mit 3xHA-Konstrukten gezeigt. Die roGFP2-Konstrukte mit
neuer IMS-Zielsequenz wurden kloniert (Tab. und korrekt sequenziert (siche Anhang:
[£.2.4), aber im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter verwendet. Der allgemeine Aufbau der
Konstrukte ist in Abbildung gezeigt.

e

7S |

Spel BamHI Notl Sacl

Abbildung 2.4: Aufbau der pHBIRH-Konstrukte. Der pHBIRH-Vektor verfiigt iiber das var-Intron (rot),
einen bidirektionalen Promotor, der es erlaubt beides mit nur einer Expressionskassette zu
exprimieren, das Transgen (dunkelblau), hier RGDAAO und den Selektionsmarker, hier
Blasticidin-S-Deaminase (bsd, lila). Die Transkription des Gens RGDAAQ ist iiber bsd
konzentrationsabhingig titrierbar ([I54]). In Form eines modularen Aufbaus besitzen die
pHBIRH-Konstrukte in der Regel eine Zielsequenz (TS, gelb), einen 3xHA- /oder roGFP2-
Tag (griin) und das Gen RGDAAOYT bzw. RGDAAOR?354 codierend fiir das heterologe
Redoxenzym RgDAAOWT bzw. fiir die inaktive Form des Enzyms RgDAAQR?85A Be-
grenzt wird das Modul durch die Restriktionsschnittstellen Spel und Sacl.

Der pHBIRH-Vektor enthilt das Blasticidin-S-Desaminase-Gen (bsd) als Selektionsmar-
ker und einen bidirektionalen Promotor, das var Intron aus P. falciparum. Eingeschlossen
von den Restriktionsschnittstellen Spel und Sacl befindet sich ein modularer Plasmidab-
schnitt bestehend aus der Zielsequenz (TS), dem Tag (3xHA oder roGFP2) und dem
Gen codierend fiir das heterologen Enzym (GOI). Die Zielsequenz wird abgegrenzt durch
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die Restriktionsschnittstellen Spel und BamH]1, der Tag von BamH]1 und Notl, das GOI
wiederum durch Notl und Sacl. Fiir das Cytosol wurde keine Zielsequenz angehéngt.
Um das gebildete Redoxenzym RgDAAO in die Verdauungsvakuole einzuschleusen, wur-
de die Zielsequenz von Plasmepsin IV verwendet. Plasmepsin IV ist eine Protease in der
Verdauungsvakuole, die Hamoglobin spaltet [162], [169], [I70]. Fiir die mitochondriale
Matrix wurde die N-terminale Prasequenz des Hitzeschockproteins 60 verwendet, welches
in der mitochondrialen Matrix lokalisiert ist [I7I] [63]. Die Dihydroorotatdehydrogen-
ase ist ein mitochondriales Enzym, welches in P. falciparum an der dufseren Oberfliche
der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert ist. Es wurde zuerst als Zielsequenz fiir den
mitochondrialen Intermembranraum verwendet. Als neue IMS-Zielsequenz wurde die mit-
ochondriale NADH-Cytochrom b5-Reduktase eingesetzt. Als Tag wurde ein 3xHA- oder
roGFP2-Tag verwendet. Fiir die Konstrukte ohne Zielsequenz Cyto RgDAAQWT/RZ5A gt
der Tag N-terminal, wohingegen er fiir die anderen Konstrukte zwischen Zielsequenz und
RGDAAOWT bzw. RGDAAOR? Jokalisiert war. RGDAAOWT/R285A war das zu expri-
mierende Transgen. Die Konstrukte mit inaktiver RgDAAO (durch Einfiihren einer Punkt-
mutation des Arginin Restes 285 zu Alanin) wurden als optimale Negativkontrollen mit
Zielsequenzen fiir alle Kompartimente kloniert. Durch Verwendung des pHBIRH-Vektors
wurde ein titrierbares System erhalten, in dem die gebildete Enzymmenge der RgDAAO
in Abhéngigkeit von der Blasticidin-Konzentration [I54] gesteuert werden konnte. In die-
ser Arbeit werden nur Experimente mit Staimmen gezeigt, die Konstrukte mit 3xHA-Tag
enthalten. Die verwendeten Restriktionsenzyme, die Ligase (Tab. und entsprechen-
de Puffer (Tab. 2.9), sowie die Zusammensetzung von Restriktionsverdau (Tabellen: [2.20]
und Ligation (Tab. sind im Material und Methodenteil (Abschnitte: [2.2.4]
2.22) zu finden.
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2.2.5 Biochemische Methoden
Polyacrylamid-Gele und SDS-Gelelektrophorese

Mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteingemische ihrer Gréfe nach
aufgetrennt. In dieser Arbeit wurden 10 %ige Polyacrylamid-Gele zur Auftrennung von
P. falciparum-Lysaten verwendet. Wie bereits beschrieben wurden die P. falciparum Pro-
ben nach der Magnetsiulenisolierung 1:5 mit 5x Lammli-Puffer mit 500 mM DTT ver-
diinnt, 5 min bei 95 °C gekocht und bei -80 °C gelagert. Die P. falciparum-Lysate wurden
vorm Beladen erneut 5 min bei 95 °C aufgekocht und danach fiir 2-3 min bei 15000 rpm
(21380 x g) zentrifugiert. Pro Geltasche wurden abhéingig von der Parasitendichte 5-12,5 pl
des Lysatiiberstands geladen, angepasst an die Parasitenzahl/pl der Probe. Dadurch, dass
nur der Uberstand geladen wurde, konnten unspezifische Banden von Proteinen aus dem
Zellpellet im spateren Westernblot vermindert werden. Als Marker wurde der Color Pro-
tein Standard verwendet. Nach dem Beladen des Gels wurden die Proben bei 200 V und
25 A pro Gel fiir 1 h bei RT aufgetrennt und danach einmal in ddH,O gewaschen.

5x Limmli-Puffer: 250 mM Tris/HCI pH 6,8, 10 % (w/v) SDS, 25 % (v/v) Glycerol,
0,1 % (w/v) Bromphenolblau

SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris/HCI, 250 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS, pH 8,3
Trenngel 10 %: 4 ml ddH,0, 3,0 ml 30 % Acrylamid Mix, 2,5 ml Trenngelpuffer (1,5 M
Tris, pH 8,8), 0,1 ml 10 % Ammoniumpersulfat (APS), 0,004 ml TEMED

Sammelgel 5 %: 1,4 ml ddH,0, 0,33 ml 30 % Acrylamid Mix, 0,25 ml Sammelgelpuffer
(1 M Tris, pH 6,8) 0,02 ml 10 % SDS, 0,02 ml 10 % APS, 0,002 ml TEMED

Magnetsiulen-lsolierung von P. falciparum

Die zu isolierende Kultur mit hoher Parasitimie > 5 % wurde mit 5 % D-Sorbitol syn-
chronisiert [I72] und zeitnah auf eine 40 ml Kultur vergrofert. An Tag 1 oder 3 nach der

Synchronisation konnte die Magnetsidulenisolierung durchgefiihrt werden, ndmlich dann,
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wenn sich die Parasiten bei hoher Parasitdmie im Trophozoiten bzw. Schizontenstadium
befanden. Nur diese Stadien des Parasiten enthalten eisenhaltiges Himozoin, wodurch es
moglich war die Parasiten mittels einer Magnetsdule zu isolieren und anzureichern. Zu-
nachst wurde die Magnetséule iiber den Dreiwegehahn mit incomplete RPMI-Medium ge-
spiilt, bis das autoklavierte, entgaste ddH,O, in dem die Sdule gelagert wurde, vollstindig
ausgespiilt war. Dabei wurde darauf geachtet, dass sich zu keinem Zeitpunkt Luftblasen
in der Spritze oder der Magnetsdule bildeten. Die Saule wurde anschliefend in den Vario
MACS Magneten eingespannt und mindestens 5 min mit vollstindigem RPMI-Medium
dquilibriert. Die 40 ml Kultur wurde resuspendiert und sukzessive auf die Magnetsiule
aufgetragen, dabei durfte die Sdule niemals trocken laufen. Der Dreiwegehahn war nur
so weit geoffnet, dass die Fliefgeschwindigkeit 1 Tropfen/s betrug. Nachdem die Kul-
tur die Sdule durchlaufen hatte, wurde nochmals mit 20 ml incomplete RPMI-Medium
gespiilt und der Dreiwegehahn geschlossen. Der Durchlauf wurde in einem Abfallgefafs
unter der Sdule gesammelt und verworfen. Die Magnetsdule wurde aus dem Magnetfeld
genommen und die Parasiten wurden mit 14 ml incomplete RPMI-Medium bei maximaler
Durchlaufgeschwindigkeit eluiert. Die Magnetsidule wurde danach zunéchst mit 20 ml in-
complete RPMI-Medium gespiilt und war damit fiir eine weitere Extraktion dquilibriert.
Abschliefsend wurde die Sdule mit 50 ml autoklaviertem, entgastem ddH,O gespiilt und
in Gleichem gelagert. Das Eluat wurde fiir 10 min bei RT und 755 x g zentrifugiert und
der Uberstand wurde verworfen. Direkt aus dem Pellet wurden 2 pl entnommen und in
5 pl PBS-Puffer auf einem Objekttriger ausgestrichen und mit Giemsa angefarbt. Dies
diente zur Kontrolle der Parasitdmie. Das restliche Pellet wurde in 80 pl PBS-Puffer mit
Protease Inhibitor resuspendiert und 1 ul der Zellsuspension wurde 1:500 mit PBS-Puffer
gemischt, um die Parasitenzahl in einer Neubauer Kammer zu bestimmen. Der Rest der
Zellsuspension (80 nl) wurde mit 5x Lammli-Puffer (20 pl) versetzt und bei 95 °C fiir
5 min gekocht. Der Lidmmli-Puffer enthielt zusitzlich 500 mM DTT (7,36 mg/100 nl).
Das Lysat wurde bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.
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PBS-Puffer: PBS-Puffer mit einer cOmplete EDTA-free Protease Inhibitor-Tablette pro
50 ml PBS-Puffer, pH=74

Westernblot

Die durch Magnetsdulenisolierung gewonnenen Lysatproben mussten zunédchst mittels
SDS-PAGE aufgetrennt werden. Dabei wurden, basierend auf Z&hlungen in der Neubau-
er Kammer pro Lysatprobe jeweils 3 x 107 Parasiten geladen. Das Acrylamidgel wurde
kurz in ddH;O gewaschen und anschliefsend in einem Wet-Blot auf eine PVDF-Membran
iibertragen. Die PVDF-Membran wurde zunéchst in Methanol aktiviert um die Hydro-
phobizitit zu reduzieren und anschlieffend zusammen mit Fibre Pads, Filterpapier und
Acrylamidgel in Blotting Puffer dquilibriert. Dann wurde die Blotting Kammer in der Hal-
terung aus einem Fibre Pad, zwei Filterpapieren (Whatman Papier), dem Acrylamidgel,
der PVDF-Membran und erneut zwei Filterpapieren zusammengesetzt und die Luftbla-
sen entfernt. Es wurde darauf geachtet, dass die Membran in Richtung Kathode und das
Acrylamidgel Richtung Anode ausgerichtet war. Es wurde 1,5 h bei RT, 200 V und 200 mA
je Gel geblottet. Die Blotting Kammer wurde vorsichtig auseinander gebaut und die Mem-
bran einmal mit ddH,O gewaschen, wobei die proteinbehaftete Seite der Membran nach
oben gerichtet war. Das Acrylamidgel wurde entsorgt. Anschliefsend wurde die Membran
1 min mit Ponceauldsung angefirbt, kurz mit ddH;O gewaschen bis der Hintergrund ent-
farbt war und danach eingescannt. Dann wurde die Membran auf einer Schiittelplattform
1 h in TBS gewaschen und anschliefend eineinhalb Stunden in 5 % Blocking Losung (30-
50 ml) geschiittelt.

Darauf folgte die Inkubation mit dem Primérantikdrper iiber Nacht bei 4 °C im Schiittler.
Am Folgetag wurde die Membran zweimal je 10 min in TBST-TT gewaschen, sowie 1 mal
10 min in TBS. Die Inkubation mit dem Sekundarantikorper erfolgte ebenfalls 1 h bei
4 °C im Schiittler. Die Membran wurde danach noch 1 mal 10 min in TBS und zweimal je
10 min in TBS-TT gewaschen und anschliefend wieder in TBS iiberfiihrt. Danach wurde

ein Bild des Westernblots mit dem ECL Chemostar aufgenommen. Die Chemilumineszenz
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wurde durch die Entwicklerlosungen 1 und 2 erzeugt, die zuvor im Verhéltnis 1:1 gemischt
und gleichméfig auf der Membran verteilt wurden. Die Belichtungszeiten lagen zwischen

30 s und 1 min.

10x Blotting Puffer (1 1): 247,6 mM Tris-Base, 1,93 M Glycerin in ddH,O

1x Blotting Puffer (1 1): 10 % (v/v) 10x Blotting Puffer,

20 % (v/v) Methanol in ddH,O

Ponceau-Lésung: 0,1 % (w/v) Ponceau S, 1 % (v/v) acetic acid in ddH,O
TBS-Puffer: 20 mM Tris Base, 150,58 mM NaCl, pH 7,4 (HC1) in ddH,O

TBS-TT: 20 mM Tris Base, 150,58 mM NaCl, 0,2 % Triton X-100, 0,05 % Tween20, pH
7,4 (HCI) in ddH,O

Blocking Puffer: 5 % Milchpulver in TBS-Puffer

Chemilumineszenz Entwicklerlésung 1 (ECL Tom I): 40 ml ddH,0O, 5 ml 1 M Tris
pH 8,5, 0,5 ml Luminol, 0,22 ml p-Cumarinsiure, ddH,O auf 50 ml auffiillen
Chemilumineszenz Entwicklerlésung 2 (ECL Tom II): 40 ml ddH,O, 5 ml 1 M
Tris pH 8,5, 30 ul 30 % Hy04, ddH50 auf 50 ml auffiillen

Luminol-Stammlésung: 0,44 g Luminol in 10 ml DMSO

p-Cumarinsiure: 0,15 g in 10 ml DMSO

2.2.6 Plasmodium falciparum Zellkultur und Charakterisierung
Auftauen von P. falciparum Kulturen

Das Cryo-Vial mit bis zu 1 ml Plasmodienkultur, wurde dem Lagertank mit fliissigem
Stickstoff entnommen und in einem Wasserbad bei 37 °C vollstandig aufgetaut. Die Kultur
wurde in ein 15 ml Falcon {iberfiihrt und anschliefsend tropfenweise mit 0,2 Volumenan-
teilen von Auftaulésung 1 behandelt und fiir 2 min bei RT inkubiert. Nach jedem Tropfen

wurde das Falcon vorsichtig geschiittelt. Als ndchstes wurden 10 Volumenanteile von Auf-
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taulosung 2 ebenfalls tropfenweise zur Kultur zugegeben. Das Gemisch wurde 5 min bei
300 x g zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde tropfenweise mit 10 Volumenanteilen
Auftaulésung 3 behandelt und erneut zentrifugiert (300 x g, 5 min, RT). Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet mit vollsténdigem RPMI-Medium gewaschen. In einer
frischen Petrischale wurden 7 ml vollstindiges RPMI-Medium vorgelegt und das Zellpel-
let in weiteren 6,5 ml vollstindigem RPMI-Medium resuspendiert und in die Petrischale

iiberfiihrt. Die Blutmenge wurde auf 500 nl angepasst.

Auftaulésung 1: 12 % (w/v) NaCl
Auftauldsung 2: 1,6 % (w/v) NaCl
Auftauldsung 3: 0,9 % (w/v) NaCl, 0,2 (w/v) Glucose

Kultivierung asexueller Blutstadien von P. falciparum

Die Wirtszellen asexueller Blutstadien des Parasiten P. falciparum sind menschliche Ery-
throzyten. Die Parasiten wurden, falls nicht anders angegeben, in 14 ml RPMI-Medium,
welches mit 200 pM Hypoxanthin, 2,7 ng/ml Gentamicin und 0,45 % (w/v) AlbuMAXII
supplementiert wurde und menschlichen Erythrozyten der Blutgruppe A+ kultiviert. Der
Hamatokrit lag bei 3,6 %. Die Parasiten wurden in sterilen Petrischalen mit Luftventilen
in einem Inkubator bei 37 °C, einer Luftfeuchtigkeit von 95 % und unter einer kontinu-
ierlichen Begasung mit 5 % CO,, 5 % O, und 90 % N, kultiviert. Alle Arbeitsschritte
wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Sterilarbeitsbank durchgefiihrt. Téaglich
aber mindestens jeden 2. Tag wurden 10 ml altes Medium von der Kultur entfernt und
mit 10,5 ml frischem, vollstindigem RPMI-Medium resuspendiert. So konnten Verduns-
tungseffekte kompensiert werden. Um die Plasmodienkulturen immer zwischen einer Pa-
rasitamie von 0,1-10 % zu halten wurden Blutausstriche angefertigt und die Parasitédmie
iiberpriift. Daraufhin wurden die Kulturen entsprechend verdiinnt. Dabei wurde je nach
gewliinschter Parasitdmie ein bestimmter Anteil der Resuspension zuriick in die Petrischa-

le {iberfiihrt und frisches vollstindiges RPMI-Medium bis zu einem Gesamtvolumen von
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14 ml sowie Blut bis zu einem Endvolumen von 500 pl hinzugefiigt. Alle verwendeten
Stdmme, aufer der 3D7 WT Stamm hatten eine Blasticidin Resistenz und wurden des-

halb unter stdndiger Zugabe von Blasticidin (4 oder 15 pg/ml) kultiviert.

RPMI-Medium only: 25 mM HEPES, 5,6 mM Na,HPO,, 23,8 mM NaHCO3, 2,05 mM
Gln, 11,1 mM Glucose (2 g/1)

Complete RPMI-Medium: Hypoxanthin 200 pM, Gentamicin 2,7 pg/ml, 0,45 % (w/v)
AlbuMAXII in RPMI-Medium only

Ausstriche, Giemsa-Farbung und Abschitzung der Parasitimie

Zur Bestimmung der Parasitdmie wurde der Kultur zunéchst 4 pnl Blut vom Plattenboden
der Petrischale entnommen und auf einem Objekttréger aufgebracht. Nach mehrfachem
auf und ab pipettieren war der Blutstropfen homogen durchmischt und konnte mit einem
zweiten Objekttriger ausgestrichen werden. Nachdem die Objekttriger vollstindig ge-
trocknet waren, wurden sie in einem Methanol Bad fiir 30 s fixiert und erneut getrocknet.
In einem Giemsa-Féarbebad (10 % (v/v) in ddH,O) wurden die Ausstriche 30 min bei RT
gefarbt und anschliekend unter fliekendem Wasser griindlich abgespiilt und getrocknet.
Durch die Giemsa-Farbung war die DNA des Parasiten blau-violett angefarbt, wodurch
unter dem Mikroskop durch Zihlen der infizierten Erythrozyten (iIRBCs) und der nicht
infizierten Erythrozyten (RBCs) das Verhéltnis von iRBCs/RBS gebildet und damit die
Parasitdmie der Kultur rechnerisch bestimmt werden konnte. Je mehr Zellen insgesamt

gezdhlt wurden, umso genauer war die ermittelte Parasitamie.

Einfrieren von P. falciparum Kulturen (Cryo-Preservation)

Bei einer Parasitamie von etwa 3 % Ringstadien, konnte bis zu 1 ml der Kultur in einem

Cryo-Vial in einem Tank mit fliissigem Stickstoff konserviert werden. Dafiir wurde die Kul-
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tur in ein 15 ml Falcon iiberfiihrt und bei 300 x g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Blutpellet wurde in einem Volumenéquivalent Einfrierlosung
tropfenweise unter schiitteln resuspendiert. Das Gemisch wurde moglichst schnell in ein

Cryo-Vial iiberfiihrt und direkt in fliissigem Stickstoff konserviert.

Einfrierlosung: 28 % (v/v) Glycerol, 0,65 % (w/v) NaCl, 3 % (w/v) D-Sorbitol

Synchronisierung

Die Synchronisierung der Parasiten erfolgte nach einer Methode, die 1979 von Lambros
und Vanderberg entwickelt wurde [172]. Die zu synchronisierende Kultur wurde resus-
pendiert und vollstdndig in ein 15 ml Falcon iberfithrt. Nach Zentrifugation (5 min,
300 x g, RT) wurde der Uberstand entfernt und das Pellet mit der 10-fachen Menge 5 %
D-Sorbitol resuspendiert. Nach 5 min Inkubationszeit bei RT wurde erneut zentrifugiert
(5 min, 300 x g, RT). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet 2-mal mit voll-
stindigem RPMI-Medium gewaschen. Nach Entfernung des Uberstands wurde das Pellet
erneut in 7 ml vollstdndigem RPMI-Medium aufgenommen und in eine frische Petrischale,
in der bereits 7 ml vollstdndiges RPMI-Medium vorgelegt wurden, resuspendiert. Nur die

Ringstadien iiberleben diese D-Sorbitol Behandlung.

Sterilisierung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA, die durch eine Midi-Praparation gewonnen wurde, musste vor der Transfek-
tion sterilisiert werden. Dafiir wurde die Plasmid-DNA zunéchst mit 0,1 Volumenanteilen
Natriumacetat-Puffer (NaAc-Puffer) angesduert und anschliefend mit 2,5 Volumenantei-
len eisgekiihltem, 100 %igem Ethanol ausgefillt und iiber Nacht bei -20 °C weiter prazipi-
tiert. Am Folgetag wurde die Plasmid-DNA bei 20000 x g fiir 30 min bei 4 °C zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. AnschlieRend wurde das Pellet mit 500 pl 70 %igem Etha-
nol gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die DNA

unter sterilen Bedingungen unter der Sterilbank getrocknet. Die DNA konnte direkt fiir
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eine Transfektion in Plasmodium falciparum verwendet werden.

NaAc-Puffer: 3 M Natriumacetat mit Essigsdure auf pH=4,7 einstellen

Transfektion

Die Transfektion in P. falciparum wurde nach dem Protokoll von Deitsch et al. [I73] durch-
gefiihrt. Dafiir wurde zunéchst eine P. falciparum 3D7 WT-Kultur wie zuvor beschrieben
mit D-Sorbitol synchronisiert. Am Folgetag wurde die synchrone Schizonten-Kultur auf
eine Parasitamie von 1 % eingestellt und fiir 5 min bei 300 x g zentrifugiert. In einer
frischen Petrischale wurden 100 pl der infizierten Erythrozyten zu 7 ml vollstindigem
RPMI-Medium gegeben. Auferdem wurden 2 ml uninfizierte Erythrozyten zweimal in je
6 ml eiskaltem, incomplete Cytomix gewaschen (300 x g, 5 min). Dann wurden 400 pl
der uninfizierten Erythrozyten mit 400 pl unvollstinigem Cytomix gemischt, in dem zu-
vor 100 pg der sterilen Plasmid-DNA geldst wurde. Das Gemisch wurde anschliefsend in
zwei Elektroporationskiivetten eingefiillt und 5 min auf Eis inkubiert. Danach wurde die
Plasmid-DNA durch Elektroporation mit dem Programm U-033 des Nucleofactor II/2 b in
die Erythrozyten transfiziert. Die Kiivetten wurden danach erneut 5 min auf Eis inkubiert.
Danach wurden die Erythrocyten mit je 4 ml vollstdndigem RPMI-Medium, durch Aus-
spiilen beider Kiivetten, in ein 15 ml Falcon iiberfiihrt. Nach einem Zentrifugationsschritt
(300 x g, 5 min) wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 6 ml vollstiindigem
RPMI-Medium resuspendiert und mit den 100 pl infizierten Erythrozyten in 7 ml vollstan-
digem RPMI-Medium vermischt. Am Folgetag wurde durch einen Giemsa-Blutausstrich
gepriift, ob Ringstadien in der Kultur vorliegen und somit die Invasion der Merozoiten in
die DNA-beladenen Erythrozyten erfolgreich war. Die Kultur wurde mit 10 ml vollstindi-
gem RPMI-Medium gewaschen, um lysierte Erythrozyten und Zellfragmente zu entfernen
und anschliefiend in eine neue Kulturschale {iberfiihrt. Am zweiten Tag nach der Transfek-
tion wurde der Hamatokrit auf 3,6 % eingestellt und das Selektionsantibiotikum fiir das

Plasmid, Blasticidin, wurde sukzessive verabreicht, zunéchst 2 pg/ml, dann 4 ng/ml. Alle
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zwei Tage wurden 10 ml frisches Medium mit entsprechender Menge Blasticidin verab-
reicht und einmal pro Woche 100 nl frische Erythrocyten. Es iiberlebten nur Parasiten, die
das Plasmid aufgenommen haben. Nach 2-6 Wochen war die Kultur sichtbar mit Parasiten
infiziert und konnte zur Absicherung, wie zuvor beschrieben, eingefroren werden.
incomplete Cytomix: 120 mM KCI, 0,15 mM CaCl,, 2 mM EGTA, 5 mM MgCl,,
10 mM KsHPOy,, 10 mM KH,POy, 25 mM HEPES, pH=7,6 (KOH)

Complete RPMI-Medium: Hypoxanthin 200 pM, Gentamicin 2,7 pg/ml, 0,45 % (w/v)
AlbuMAXII in RPMI-Medium only

ICs0-Bestimmung mit SYBR green |

Zunidchst wurden Blutausstriche fiir die entsprechenden Kulturen angefertigt und an-
schliefend die Parasitdmie bestimmt. Die Kulturen wurden auf eine Parasitdmie von
0,5 % eingestellt und bei 300 g fiir 5 min bei RT zentrifugiert. In einem 15 ml Falcon
wurden fiir jede zu untersuchende Kultur 9 ml AlbuMAXII-freies RPMI-Medium und
1 ml 2x AlbuMAXII (10 g AlbuMAXII auf 100 ml RPMI only) gemischt. AlbuMAXII
muss dabei doppelt konzentriert sein, da es spéter in der 96-Well Platte zu einer weite-
ren 1:1 Verdiinnung kommt. In allen 96-Wells wurde eine identische, finale AlbuMAXII
Konzentration von 0,45 % (w/v) erreicht. Um einen Himatokrit von 3 % zu erreichen
wurden von jeder Kultur nun 300 nl des zentrifugierten Pellets hinzugegeben. Je nach ge-
wiinschter Blasticidin-Konzentration wurden zusitzlich entweder 8 oder 30 pg/ml Blasti-
cidin zugegeben. Die D-Aminosdure wurde ebenso in doppelter Konzentration hinzugefiigt
und lag bei 10 mM. Fiir die dufkeren Wells wurden uninfizierte Erythrozyten verwendet,
dafiir wurden 300 pl Erythrozyten ebenfalls in 9 ml AlbuMAXII-freiem RPMI-Medium
und 1 ml 2x AlbuMAXII zu einem Hamatokrit von 3 % verdiinnt, jedoch ohne Zugabe
von Blasticidin oder D-Aminosauren. Zur RgDAAOWT- und RgDAAOR?A_Kultur, die
fiir die Negativkontrolle ohne D-Aminosiure verwendet wurde, wurde natiirlich keine D-

Aminosiure zugegeben. Auf einer 96-Well Platte wurden die IC5y Werte der Kulturen
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immer paarweise bestimmt, jeweils fiir den RgDAAOWVT-Stamm und den Stamm mit der

Punktmutante als optimale Negativkontrolle RgDAAOR?A wie Abbildung [2.5] zeigt.

7 8 9 10 11 12
$©000 @ Rrscs

»660 @ 307 RgDAAOWT Strain + D-Amino Acid
s660 @ 307 RgDAAO"  strain

2004 @ 307 RgDAAOC™?** Strain + D-Amino Acid
2004 © 3D7 RgDAAO"?*™ Strain

‘ . . . O 3D7 RgDAAOWT Strain, no drug

@ 307 RgDAAOC™?*™ Strain, no drug

A
B
c
D
3
F
G
H

Abbildung 2.5: Pipettierschema 96-Well Platten fiir IC5o-Messungen. Nachdem 50 pl AlbuMAXTI-freies
RPMI-Medium in allen Wells vorgelegt wurde, wurden in die dufteren Wells 50 pl uninfi-
zierte Erythrocyten, die wie zuvor beschrieben in 9 ml RPMI only und 1 ml AlbumaxII
zu einem Hématokrit von 3 % vorverdiinnt wurden, hinzugegeben (rote Wells). In Spal-
te B2-G2 wurden je 25 pl der Paraquat-Stammldsung in (40 mM) gegeben und durch
Auf- und Abpipettieren gemischt. Je 25 ul wurden nach dem Mischen aufgenommen und
in Spalte B3-G3 gegeben und erneut gemischt. Diese Verdiinnungsreihe von 1:3 Verdiin-
nungsschritten wurde bis Spalte B10-G10 fortgesetzt, wo die 25 nl verworfen wurden. Die
finale Paraquatkonzentration lag zwischen 6667 nM Paraquat in Spalte B2-G2 und 1 pM
in Spalte B10-G10. In die Reihen B und C wurde jeweils der, mit der D-Aminosiure be-
handelte Stamm mit RgDAAOWT (dunkelblaue Wells) und in Reihe D der Stamm mit
RgDAAOWT ohne D-Aminosiure als Negativkontrolle (lilane Wells) gegeben. In die Rei-
hen E und F wurde, der mit D-Aminosiure behandelte Stamm mit RgDAAOR?85A (griine
Wells), sowie die Negativkontrolle ohne D-Aminosiure in Reihe G (gelbe Wells) gegeben.
In Spalte 11 befand sich die Negativkontrolle infizierter Erythrozyten des Stamms mit
RgDAAOWT (hellgraue Wells) bzw. des Stamms mit RgDAAOR?®5A (dunkelgraue Wells)
ohne Paraquat aber mit D-Aminosidure in den Wells B11, C11, E11 und F11, auf die alle
Messwerte normalisiert wurden. Der finale Hamatokrit bei einem Gesamtvolumen von
100 pl lag bei 1,5 %, die AlbumaxIT-Konzentration lag in allen Wells bei 0,45 % (w/v),
die Parasitimie bei 0,5 %.

In den sterilen 96-Well Platten wurden im ersten Schritt 50 pul AlbuMAXII-freies RPMI-
Medium mit einer 8 Kanal Pipette in allen Wells vorgelegt. In die dufteren Wells wur-
den zusétzlich je 50 nl RBCs, die wie zuvor beschrieben in 9 ml RPMI only und 1 ml
AlbumaxII zu einem Hadmatokrit von 3 % vorverdiinnt wurden, pipettiert (siehe Abb.
2.5). Diese dienen als Kontrolle fiir die Hintergrundfluoreszenz oder Autofluoreszenz, die

bei einem finalen Hamatokrit von 1,5 % von den Erythrozyten ausgeht. Die Stammlo-
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sung von Paraquat wurde mit AlbuMAXII-freiem RPMI-Medium hergestellt und steril
filtriert. Die Konzentration der Stammlosung betrug 40 mM. Je 25 pl der 40 mM Paraquat-
Stammlésung wurden in die Wells B2-G2 pipettiert und durch Auf- und Abpipettieren
mit dem Medium gemischt. Je 25 pul der Mischung wurden in Spalte 3 iiberfiihrt und
dort ebenfalls durch Auf- und Abpipettieren mit dem Medium gemischt. Dieser Vorgang
wurde bis Spalte 10 wiederholt, die {iberschiissigen 25 pl entsorgt und somit eine Verdiin-
nungsreihe erzeugt. Die finale Paraquatkonzentration liegt zwischen 6667 M Paraquat
in Spalte B2-G2 und 1 pM in Spalte B10-G10. In Spalte 11 wurde eine Negativkontrolle
mit infizierten Erythrozyten ohne Paraquat eingebaut. Diese dient zudem zur Normali-
sierung des parasitaren Wachstums in den Wells mit Paraquat (Spalte 2-10) in Relation
zum Wachstum ohne Paraquat in Spalte 11.

Abschliefsend wurden die Spalten 2-11 noch geméfs Abbildung mit jeweils 50 pl Kul-
tur, die wie zuvor beschrieben in 9 ml RPMI only Medium und 1 ml 2x AlbumaxII auf
einen Hamatokrit von 3 % vorverdiinnt wurde, aufs finale Volumen von 100 nl aufgefiillt.
Dabei befindet sich in den Reihen B und C jeweils der mit der D-Aminoséure behandelte
Stamm mit RgDAAOWT, in Reihe D der unbehandelte Stamm mit RgDAAOWT als Nega-
tivkontrolle. In den Reihen E und F wurde, der mit D-Aminosédure behandelte Stamm mit
inaktivem Enzym RgDAAOR?4  sowie die Negativkontrolle ohne D-Aminosiiure in Reihe
G. Der finale Haimatokrit war in allen Wells identisch und lag bei 1,5 %, die Parasitimie
lag bei 0,5 %. Die Platten wurden fiir 72 h bei 37 °C und in einer Atmosphére aus 5 % O,
5 % COs, 90 % Ny und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Abschliefend wurden die Platten
einzeln mit Parafilm versiegelt und mindestens fiir 1 h bei -80 °C eingefroren. Mindes-
tens eine halbe Stunde vor der Zelllyse wurden die Platten bei RT aufgetaut. Mit dem
Programm “Lysebufferinjection SYBRgreenlassay” des CLARIOstar Mikroplattenlesers
wurden je 100 pl Lyse Puffer pro Well injiziert, gefolgt von 2 min horizontalem Schiitteln.
Anschliefsend wurde die 96-Well Platte 1 h im Dunkeln bei RT inkubiert.

Mit dem Protokoll “SYBRgreenlassay” wurde die Fluoreszenz-Intensitét fiir jedes einzelne

Well gemessen. Die Anregungswellenléinge betrug dabei 485 nm, die Emissionswellenléinge
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lag bei 535 nm. Der Gain wurde fiir jede Platte neu adjustiert beziiglich des Wells mit der
hochsten Fluoreszenz und lag zwischen 1200-1400, ebenso der Focus, der immer zwischen
7,9 und 8,1 mm lag. Die Messungen wurden bei RT durchgefiihrt. Zur Analyse der Daten
wurde das Template IC50 Template Control verwendet. Durch das Template wurden die
Rohdaten um die Hintergrund-Fluoreszenz der uninfizierten Erythrozyten (dufere Wells)
korrigiert und die Daten beziiglich des Wachstums der infizierten Erythrozyten ohne Pa-
raquat in Spalte 11 normalisiert. Die finalen Datenpunkte wurden in Sigma Plot mit einer

4 Parameter Hill-Funktion in eine sigmoidale Dosis-Wirkungs-Kurve gefittet.

Tris-Puffer, 20 mM: 242,28 nm Tris, 100 ml ddH,O, pH 7,5 (HCI)
Saponin-Stammldsung 0,4 % (2 ml): Saponin 0,4 % (w/v) (40 mg) in Tris HCI 20 mM
(pH 7,5, 10 ml)

ICs¢-Lyse-Puffer (100 ml): Tris HC1 20 mM (pH: 7.5, 98 ml), EDTA 5 mM (186,12 mg),
Triton X-100 0.08 % (v/v) (80 pl), Saponin 0.008 % (w/v) (2 ml)

AlbuMAXII-freies RPMI-Medium: Hypoxanthin 200 pM, Gentamicin 2,7 pg/ml in
RPMI-Medium only

2x AlbuMAXII: 10 g Albumax auf 100 ml RPMI only

Paraquat-Stammlésung: 40 mM Paraquat in AlbuMAXII-freiem Medium.

Probenvorbereitung fiir die Immunofluoreszenzmikroskopie

Immunofluoreszenz- Assays wurden nach einem Protokoll der Arbeitsgruppe von Dr. Ju-
lien Guizetti des Universititsklinikums Heidelberg durchgefiihrt. Die Proben wurden in
ibidi p-Slide 8 Well Imaging Dishes mit Glasboden fixiert. Alle verwendeten Reagenzien
und Waschsubstanzen wurden vor Verwendung auf 37 °C vorgewédrmt. Das Auf- und Ab-
pipettieren wurde immer in derselben Kammerecke vorgenommen, um unnétige Kratzer
auf der Probenoberfliche zu verhindern. Der Fixierungsprozess dauerte 2 Tage. An Tag

1 wurde der Glasboden der einzelnen Kammern mit 80 pl Concanavalin A komplett be-
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deckt und fiir 20 min bei 37 °C inkubiert. Das Concanavalin A wurde entfernt und die
Kammern zweimal mit 300 pl PBS pH 7,4 gewaschen. Die zu fixierenden Kulturen sollten
eine Parasitdmie > 5 % aufweisen. Dies wurde zuvor durch einen Giemsa-Blutausstrich
iiberpriift. Anschliefsend wurden 200 pl der Kultur entnommen und fiir 30 s bei 800 x g
zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal mit 200 pl RPMI-Medium Only gewaschen und
schlieflich in 200 pl RPMI-Medium Only resuspendiert. Nach Entfernung des PBS-Puffers
wurden die resuspendierten Kulturen in die Kammern pipettiert und fiir 10 min bei 37 °C
inkubiert, sodass sich die Zellen am Boden absetzen und an die Concanavalin-Schicht
binden konnten. Anschliefend wurden die Kammern vorsichtig bis zu 7-mal mit je 300 pl
RPMI-Medium Only gewaschen bis nur noch eine diinne Einzelschicht von Zellen (Mono-
layer) sichtbar war. Im néchsten Schritt wurden die Kammern mit 100 nM MitoTracker™
Orange CMTM Ros, in je 300 pl vollstdndigem, RPMI-Medium behandelt und exakt fiir
20 min bei 37 °C inkubiert. Die Kammern wurden danach zunichst dreimal mit 300 pl
vollstindigem RPMI-Medium und anschlieffend zweimal mit 300 ul PBS-Puffer gewaschen
bevor die Zellen mit jeweils 200 ul 4%-igem Paraformaldehyd (PFA in PBS-Puffer) fiir
20 min bei 37 °C fixiert wurden. Anschliefend wurden die Kammern erneut zweimal mit je
300 ul PBS gewaschen, in Aluminiumfolie gewickelt und iiber Nacht bei 4 °C gelagert. Der
PBS-Puffer, sowie das vollstindige RPMI-Medium und das RPMI-Medium Only wurden
zuvor auf 37 °C vorgewérmt.

Am Folgetag wurden die fixierten Zellen zunéchst mit 0,1 % Triton X-100 in PBS-Puffer
fiir 15 min bei RT permeabilisiert und anschlieffend 3-mal mit je 300 ul PBS-Puffer gewa-
schen. Danach wurden alle unspezifischen Bindungsstellen des Primérantikoérpers fiir 1 h
bei RT mit einer 3 %-igen Bovine-Serumalbumin-Losung (BSA) in PBS-Puffer geblockt.
Anschliefend wurden die Zellen mit dem Primérantikorper a-HA-Biotin High Affinity
(3F10) (Verdiinnung: 1:2000), in 3 %-iger BSA-Losung in PBS-Puffer fiir 2 h bei RT
auf einer Schiittel-Plattform inkubiert. Gefolgt von drei 10-miniitigen Waschschritten mit
0,5 % Tween-20 in PBS-Puffer, ebenfalls auf einer Schiittel-Plattform. Danach wurden
die Zellen gleichzeitig mit dem Sekundarantikorper Alexa 488 Goat a Rat IgG (H-+L)
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(Verdiinnung: 1:500) und mit 300 nM DAPT in 3 %-iger BSA-Losung in PBS-Puffer fiir
1 h bei RT behandelt. Die Zellen wurden zweimal je 10 min mit 0,5 % Tween-20 in PBS-
Puffer sowie einmal fiir 10 min mit PBS-Puffer gewaschen. Zur abschliefenden Fixierung
wurden erneut je 200 pl 4 %-ige PFA-Losung in PBS-Puffer fiir 20 min bei RT aufgetragen
und erneut zweimal mit 300 pl PBS-Puffer gewaschen und bis zur Mikroskopie bei 4 °C

gelagert.

RPMI-Medium only: 25 mM HEPES, 5,6 mM NayHPO,, 23,8 mM NaHCO3, 2,05 mM
Gln, 11,1 mM Glucose (2 g/1)

Complete RPMI-Medium: Hypoxanthin 200 pM, Gentamicin 2,7 pg/ml, 0,45 % (w/v)
AlbuMAXII in RPMI only

Concanavalin A: 5 mg/ml, in ddH,O

PBS-Puffer: 1,84 mM KHyPO,4, 10 mM

Na,HPOy, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, pH=7,4 (HCI)

BSA-L6sung: 3 % BSA in PBS-Puffer pH 7,4

Triton X-100-Lésung: 0,1 % Triton X-100 in PBS-Puffer pH 7,4

Tween-20 Losung: 0,5 % Tween-20 in PBS-Puffer pH 7,4

PFA-Losung: 4 % PFA in PBS-Puffer pH 7,4

DAPI: 300 nM in 3 % BSA-Losung

MitoTracker™ Orange CMTM Ros: 100 nM in complete RPMI-Medium

Mikroskopie und Bildauswertung

Die Lokalisationsstudien wurden am Folgetag an einem Axio Observer LSM 880 Konfokal-
mikroskop von Zeiss der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Frankenberg-Dinkel aufgenommen.
Die Mikroskopiemethode wurde von Prof. Dr. Stefanie Miiller-Schiissele etabliert. Die
Mikroskopiebilder wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Stefanie Miiller-Schiissele und

M. sc. Sadia Sayed Tamanna aufgenommen. Die zu untersuchenden Kulturen wurden wie
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oben beschrieben in 8 Well Glass Bottom Objekttriagern von ibidi fixiert. Die Mikrosko-
piebilder wurden mit einem 40x Objektiv (C-Apochromat 40x) mit Wasserimmersion in
vier Kanélen aufgenommen: Kanal 1 (transmitted light) zeigt die Parasiten im Durch-
licht (Argon-Laser 488 1,5 %, ex. 488 nm, em. 500-553 nm, Expositionszeit pro Pixel:
1,54 ps), Kanal 2 (DAPI) zeigt die DNA des Parasiten im Nukleus mittels DAPI-Férbung
(Diodenlaser 405 1,0 %, ex: 405 nm, em. 415-477 nm, Expositionszeit pro Pixel: 1,54 us),
Kanal 3 (a-HA) zeigt das gebildete Redoxenzym RgDAAOYT oder RgDAAORZA mit-
tels Sekundarantikorper Alexad88 (Argon-Laser 488 1,5 %, ex. 488 nm, em. 500-553 nm,
Expositionszeit pro Pixel: 1,54 ps) und Kanal 4 (MTO) zeigt die Mitochondrien durch
Farbung mit Mito Tracker Orange CMTM Ros (Helium-Neon-Laser 543, ex: 543 nm
3,0 %, em: 561-685 nm, Expositionszeit pro Pixel: 1,54 ps). Zur Vergleichbarkeit der
Bilder wurden die Mikroskopieparameter nach Start der Mikroskopie nicht verdndert. Zu-
nachst wurde durch das Okkular im Durchlicht bei 40x Vergréferung im gewiinschten
Well ein zur Mikroskopie geeignetes Feld ausgewihlt. Am Computerbildschirm konnte
das ausgewihlte Feld im Live-Modus in allen vier Kanélen angeschaut und ein einzelner
infizierter Erythrozyt ausgewéhlt werden. Der Live-Modus sollte immer mdglichst kurz
zur Suche von Zellen eingesetzt werden, um die Probe vor unnétigen Anregungen durch
die Laser zu schonen. Es wurden nur Parasiten ausgewihlt, bei denen alle Kompartimen-
te gut sichtbar in einer Ebene lagen. Zudem waren die ausgewdhlten Erythrozyten nur
einfach infiziert. Die ausgewéhlte Zelle wurde bei gleichem Objektiv auf eine Bildgroke
von 21,25 ym x 21,25 um durch zoomen vergrofert (Bildgrofe: 512x512 Pixel, Pixel-
mafstab: 0,04 pm x 0,04 pm x 0,54 pm, Bit Depth: 12 Bit), zentriert und einen Z-Stack
des Erythrozyten fiir die vier Kanéle aufgenommen. Der Abstand zwischen den Ebenen
des Z-Stacks betrug 0,5 pm Fiir jeden Stamm wurden Bilder von Ring-, Trophozoit- und
Schizontenstadien aufgenommen. Die Mikroskopiebilder wurden im Dateiformat .Ism ge-
speichert.

Zur Auswertung wurde das Programm Fiji ImageJ verwendet. Der infizierte Erythro-

zyt wurde zunéchst erneut zentriert und quadratisch auf 10 pm x 10 pm zugeschnitten
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(Rectangle Button, Image — Crop), Zur besseren Erkennbarkeit iiberlagernder Signale
in Merge Bildern wurde die Farbe des MTO-Kanals von orange auf rot geindert. Dafiir
wurde im Channels Tool der gewiinschte Kanal ausgewahlt (Image — Color — Channels
Tool) und anschlieftend in den Lookup Tables die Farbe Red ausgewihlt (Image — Look-
up Tables — Red). Nachdem eine geeignete Ebene des Z-Stacks, ausgewéhlt war, die alle
Kompartimente in den vier Kanélen gut sichtbar abbildete, wurden die Kanéle gesplittet
(Image — Color — Split Channels). Die Intensitéten der Einzelbilder der entsprechenden
Kanéle wurden individuell angepasst (Image — Adjust — Brightness/Contrast) und als
png-Datei exportiert. Zur besseren Ubersichtlichkeit und Interpretation der Daten wurde
in Mergel die Kanidle a-HA und MTO, in Mergell zusétzlich der DAPI-Kanal iiberlagert.
Merge all ist eine Uberlagerung aller vier Kanile. Der Mafstabsbalken wurde nur repri-
sentativ in einem Merge all Bild abgebildet (Analyze — Tools — Scale Bar (Width: 2 pm,
Height: 3 pm, Thickness in pixels: 6, Font size: 22, Color White, Location Lower right,
Horizontal, Bold Text, Overlay)).
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3 Ergebnisse

3.1 Kompetitive kinetische Analyse der
Detektionsreaktion von Sulfensiuren und
Sulfenylamiden

Die im folgenden Kapitel vorgestellten Daten wurden in Bischoff et al. publiziert [I].

3.1.1 Stabilitdt und Loslichkeit von cyclischem

N-Boc-Sulfenylamid

Als Modellsubstanz fiir ein cyclisches Sulfenylamid wurde N-Boc-Sulfenylamid, im Folgen-
den als SA abgekiirzt, verwendet. Die Substanz wurde nach bekannter Synthesevorschrift
[165], [166], [160] in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Georg Manolikakes synthetisiert und
aufgereinigt [167]. Es wird vermutet, dass cyclische Sulfenylamide sich unter wéssrigen Be-
dingungen in einem Aquilibrium mit der korrespondierenden Sulfensiure befinden [160],
die als initiale posttranslationale Modifikation zu vielen Folgeprodukten reagieren kann,
unter anderem zu Disulfiden, Sulfin- oder Sulfonsduren. Um die pH-abhéngige Stabilitét
von SA weiter zu untersuchen, musste zunichst ein Losungsmittel gefunden werden, in
dem die Modellsubstanz iiber lingere Zeit stabil aufbewahrt werden konnte. Zudem war
SA in Wasser nur schwer 16slich, daher musste es zunichst in einem amphiphilen orga-
nischen Losungsmittel aufgenommen und anschliefend in Wasser gelost werden. Fiir ein
cyclisches Sulfenylamid, das strukturell identisch zu SA ist, aber eine Cbz- statt einer Boc-
Schutzgruppe trigt, konnte die Stabilitit in wasserfreiem Acetonitril (ACN) iiber 90 min
mittels LC-MS nachgewiesen werden [160]. Die Stabilitéit in ACN konnte in eigenen Ex-
perimenten bestétigt werden, daher wurde ACN als Losungsmittel fiir SA verwendet. Das
"H-NMR, Spektrum von SA wurde in CD3CN gemessen (Abb. [S3). Zur Strukturbe-
stitigung wurde zusitzlich ein 'H-3C-HSQC-Spektrum gemessen (S2)). Alle Spektren von
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SA inklusive der chemischen Verschiebungen und Kopplungskonstanten sind im Anhang

gezeigt. (iibernommen aus [I], [167])

3.1.2 NMR-Analysen zur pH-abhdngigen Ring6ffnung von SA

Die pH-abhingige Ringoffnung von SA zur Sulfensdure wurde zunédchst mittels NMR-
Spektroskopie untersucht. In Abbildung zeigt das rote 'H-NMR-Spektrum eine Probe
von 60 mM SA in CD3CN als Ausgangsspektrum. Durch Zugabe von 60 Aquivalenten
(eq) Deuteriumoxid (D,0O) wurde die Stabilitdt von SA nicht beeintréichtigt (griines Spek-
trum). Der pH-Wert wurde mit pH-Papier gemessen und lag in dieser Probe bei 5. Im
Vergleich zum Ausgangsspektrum wurde nur ein zusétzlicher Signalpeak fiir Wasser beob-
achtet. Die Zugabe von 1 eq NaOH fiihrte zur Ring6ffnung des cyclischen Sulfenylamids
(blaues Spektrum). Darauf deutet die Aufspaltung des Signals d in zwei Dublett von
Dublett-Signale der Cystein-Methylen-Protonen (d) im Vergleich zum griinen Spektrum
hin. Die Hydrolyse von SA war aufgrund des zu niedrigen pH-Werts zuvor nicht mog-
lich, die Ringdffnung ist demnach nicht D,O-; sondern pH-abhingig. Da die Sulfensidure
sehr instabil und reaktiv ist, ist anzunehmen, dass sie wiahrend der Messung des Spek-
trums bereits weiterreagiert hat und sich Folgeprodukte gebildet haben. Die Dublett von
Dublett-Signale der Cystein-Methylen-Protonen (d) deuten auf die Bildung zweier neuer
Produkte hin. Welche das waren konnte nicht festgestellt werden. Allerdings ist anzu-
nehmen, dass es sich dabei um Produkte aus Folgereaktionen der Sulfensidure handeln
muss, die im moglichen Reaktionsmechanismus der Umwandlung von SA zum Disulfid in
Abbildung dargestellt sind. Einerseits wire die Bildung des Thiosulfinatesters (Abb.
B.4] Substanz (3)) wahrscheinlich, der als asymmetrisches Molekiil zwei unterschiedliche
Signale der beiden Cysteinyl-Methylen-Protonen aufweisen miisste. Dafiir spricht auch,
dass das Signal der Cysteinyl-Methylen-Protonen (d) von SA vollstandig verschwunden
ist, also im blauen Spektrum kein SA mehr vorliegt. Da die Sulfensidure sehr schnell wei-
terreagiert und der Thiosulfinatester das direkte Folgeprodukt der Sulfensdure ist, liegt
dessen Bildung nahe. Folgt man dem Reaktionsmechanismus in Abbildung weiter,
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konnte es sich auch um ein Gemisch aus dem cyclischen Sulfinamid (Abb[3.4] Substanz
(4)) und der Thiolatspezies (Abb[3.4] Substanz (5)) handeln.

SAin CD,CN + 60 eq D,0 + 1 eq NaOH £ b
Water

a ¢ -2
h
g
~N
"ReGe e
b d ? ;
R M|
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h a a
H 9 \c_a
b O N
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h M d 4 ¢ }
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Abbildung 3.1: pH-abhiingige Ringdffnung von SA. 'H-NMR Spektren von 60 mM SA in CD3CN (rotes
Spektrum). Nach Zugabe von 60 eq D2 O ist keine Ring6ffnung von SA erkennbar (griines
Spektrum). Erst nach Zugabe von 1 eq NaOH wurde eine pH-abhéngige Ringoffnung von
SA zur Sulfenséure beobachtet. Auch eine Folgereaktion der Sulfensiure innerhalb der
Messzeit, des Spektrums von 1,5 min ist moglich und wird durch den Rest R repréisen-
tiert (blaues Spektrum, R=OH/O" und andere). Die zugehorigen Originalspektren und
die exakten chemischen Verschiebungen sind im Anhang gezeigt (Abb. . Die korrekte
Zuordnung der 'H-NMR Signale wurde durch 'H-'3C-HSQC-NMR. Spektren untermau-
ert, die in Abb. [S2| gezeigt sind [I].

Die Ring6ffnung von SA ist pH-abhingig und wurde erst nach Zugabe von NaOH beob-
achtet. Alle Signale sind nach Ringtffnung geringfiigig hochfeldverschoben. Signal d wurde
im Mittel um etwa eine Einheit von ¢ 3,67 nach 0 2,72 hochfeldverschoben. Der Grund
hierfiir ist vermutlich die Ring6ffnung. Eine potenzielle Reaktion zwischen SA und Dim

wurde auch durch NMR-Spektroskopie untersucht (Abb. [S3C). Das Spektrum in Abb.
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zeigt keine zusétzlichen Signale und ist eine Uberlagerung der Spektren von SA in
CD3CN (Abb. [S3]A) und Dim in CD3CN (Abb. [S3[C). Es findet also keine Reaktion von

SA und Dim in CD3CN unter diesen Bedingungen statt. (iibernommen aus [I])

3.1.3 Konzentrations- und pH-Abhangigkeit der Ring6ffnung von
SA in PBS-Puffer

Als néchstes wurde die Ring6ffnung von SA weiter mittels UV-Vis Spektroskopie unter-
sucht. Fiir drei verschiedene Konzentrationen von SA (0,05, 0,1 und 0,2 mM) wurde die
Ring6ffnung, wie zuvor beschrieben, in einem Losungsmittelgemisch aus 33 % ACN und
67 % Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) bei vier verschiedenen pH-Werten (pH=6,4,
6,9, 7,4 und 7,9) durchgefiihrt. Die UV-Vis Spektren weisen zwei Maxima bei 203 und
249 nm, sowie eine Schulter bei 292 nm auf. Das Maximum bei 249 nm ist vermutlich
auf den Heterozyklus des Sulfenylamids zuriickzufiihren, wihrend das Signal bei 203 nm
vermutlich durch 7 — 7 Ubergange im Peptidriickgrat des Sulfenylamids erklirt werden
kann. Die breite Bande zwischen 280 und 320 nm mit einem lokalen Maximum bei 292 nm
konnte bisher nicht zugeordnet werden. Die Absorption dieser Bande ist bereits zu Beginn
der Reaktion vorhanden und bleibt {iber die gesamte Reaktion hinweg konstant. Es kdnnte
sich dabei um ein Strukturmerkmal von SA handeln, das durch die Reaktion unverdndert
bleibt oder es ist eine Verunreinigung, die vermutlich vernachléssigt werden kann. Repra-
sentative Spektren sind in Abbildung A fiir 0,1 mM SA und pH Werte 6,9, 7,4 und
7,9 dargestellt. Sie zeigen jeweils nicht alle fiir die kinetische Analyse aufgenommenen
Spektren, sondern nur eine Auswahl an Spektren zu bestimmten Zeitpunkten zwischen
0 und 12 min. Aus der initialen Absorption bei 249 nm wurde ein Extinktionskoeffizient
fiir SA €549n,m berechnet und iiber alle Messungen gemittelt: er liegt bei 3,24 mM™! cm™.
In Abbildung ist die Absorption bei 249 nm gegen die Zeit aufgetragen. Die Rin-
goffnung von SA wird durch Zugabe des PBS-Puffers eingeleitet, die zunichst zu einer
Abnahme gefolgt von einer Zunahme und einer erneuten Abnahme der Absorption bei

249 nm fiihrte. Die Ringoffnungsreaktion von SA l&sst sich also in drei Phasen unter-
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teilen, die beispielsweise fiir Messungen bei pH 7,9 bei allen SA-Konzentrationen gut zu
erkennen waren (Abb. [3.2B, dunkelblaue Dreiecke nach unten zeigend). Bei pH 7,9 war
die erste Phase nach ca. 10 min beendet. Auch unter anaeroben Bedingungen bei 0,1 mM
SA und pH 7,4 wurden dhnliche Beobachtungen gemacht wie unter vergleichbaren aero-
ben Bedingungen (Abb. ) Somit kann ausgeschlossen werden, dass die Abnahme der
Absorption bei 249 nm auf eine Reaktion von SA mit gelostem molekularem Sauerstoff
zuriickzufiihren ist. Die Ringdffnung muss auf der Reaktion mit OH -Ionen basieren, was
auch durch die pH-abhédngige Ringdffnung bestitigt wird. Je hoher der pH-Wert, umso
schneller die Umwandlung von SA. Dies konnte in Abbildung verdeutlicht werden.
Hier wurde der natiirliche Logarithmus der SA-Konzentration, der mit Hilfe des ermit-
telten Extinktionskoeffizienten aus der Extinktion bei 249 nm (aus Abb[3.2B) berechnet
werden konnte, gegen die Zeit in min aufgetragen. Da die erste Reaktionsphase einer Re-
aktionskinetik pseudoerster Ordnung folgt, ergab sich ein linearer Zusammenhang, der
mit Hilfe linearer Regression gefittet werden konnte. Mit zunehmendem pH-Wert wurde
die Gerade steiler und somit die Steigung gréfser, was auf die pH-Abhéngigkeit der Rin-
goffnung zuriickzufiihren ist (Tab. . Vergleicht man jedoch die linearen Fits bei ver-
schiedenen SA-Konzentrationen und gleichem pH-Wert, ergab sich kaum ein Unterschied
beziiglich der Steigung. Die Reaktion ist unabhingig von der SA-Konzentration, was die
Reaktionskinetik pseudoerster Ordnung bestétigt (Abb. B.2E). Die Reaktionsgeschwin-
digkeit der ersten Reaktionsphase ist allein von der OH -Ionen-Konzentration abhéngig.
Die nanomolaren Konzentrationen an OH -Tonen sind geschwindigkeitsbestimmend fiir
die Ring6ffnung von SA. Es wurden zwei potenzielle isosbestische Punkte identifiziert.
Der erste lag im Mittel bei 216 nm innerhalb der ersten Reaktionsphase und der zwei-
te im Mittel bei 229 nm in Reaktionsphase 2. Die isosbestischen Punkte wurden durch
Auftragung der Absorption einer definierten Wellenlénge gegen die Zeit ermittelt. Ein
konstanter Verlauf der Absorption parallel zur x-Achse im selben Zeitbereich fiir mehrere

Wellenldangen wurde als isosbestischer Punkt interpretiert.
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Abbildung 3.2: Kinetische Analyse der pH-abhingigen Ringéffnungsreaktion von SA in 33 % ACN und
67 % PBS1 bei 25 °C. A) Reprisentative UV-Vis-Spektren fiir 0,1 mM SA bei pH 6,9,
7,4 und 7,9. B) Absorptionsinderung bei 249 nm als Funktion der Zeit fiir 0,05, 0,1 und
0,2 mM SA bei pH 6,4, 6,9, 7,4 und 7,9. C) UV-Vis-Spektren fiir 0,1 mM SA bei pH 7,4
bei anaeroben Bedingungen unter 95 % N»- und 5 % Ho-Atmosphére. D) Basen-abhéngige
Ringoffnung von SA zur Sulfensdure wahrend der initialen Reaktionsphase pseudoerster-
Ordnung aus B. E) Initiale Reaktionsphase pseudoerster-Ordnung aus B ist unabhingig
von der SA-Konzentration. Die zugehorigen gemittelten Geschwindigkeitskonstanten sind
in Tab. zu finden und in Abb. dargestellt [I].

In Abbildung und B sind reprisentative UV-Vis-Spektren (links) und die Absorpti-

onsédnderungen der entsprechenden Wellenldngen (rechts) der gefundenen isosbestischen
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Punkte fiir beide Reaktionsphasen gezeigt. Die isosbestischen Punkte wurden iiber al-
le durchgefiihrten Messungen gemittelt. Eine ausfiihrlichere Erlduterung der einzelnen
Messungen und Ergebnisse beziiglich der isosbestischen Punkte ist in [I67] zu finden.

(iibernommen aus [1], [167])

3.1.4 Kinetische Analyse der Ringoffnungsreaktion mittels
UV /Vis Spektroskopie
Zur kinetischen Analyse der basen-abhingigen Ringoffnung von SA in 33 % ACN und

67 % PBS wurden die ermittelten kqps-Werte (Tab. gegen die berechnete OH-
Konzentrationen (Tab. in einem Sekundérplot aufgetragen.

Tabelle 3.1: Gemittelte pH-abhéngige k,ns-Werte pseudoerster Ordnung der ersten Reaktionsphase der
Ringofinungsreaktion von SA (0,05-0,2 mM) in 67 % PBS und 33 % ACN bei 25 °C [I].

pH kobs (s1) Mittelwert
6,4 488 x 10
6,9 1,04 x 107
7.4 9.75 x 1073
7,9 7,17 x 1073

Tabelle 3.2: pH- und pOH-Werte und zugehorige [OH™] [I].

pH pOH [OH'| (mol/1)
6,4 7.6 2,51 x 10°8
6,9 7.1 7.94 x 10°8
74 6.6 251 x 107
7,9 6,1 7,94 x 107

Die Datenpunkte wurden mittels linearer Regression gefittet. Die Steigung der Geraden
entsprach der Geschwindigkeitskonstanten 2. Ordnung. Der y-Achsenabschnitt, der durch
den linearen Fit entstanden ist liegt bei 4 x 107* 5! und koénnte durch Spontanreaktionen

von SA, beispielsweise eine langsame Autoxidation erkldrt werden. Auch die Riickreaktion

zu SA im Gleichgewicht mit der korrespondierenden Sulfenséure ist moglich (Abb. [3.3)).
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Die Geschwindigkeitskonstante der basen-abhéngigen Ring6ffnung von SA zur Sulfenséiure

entspricht £=8,6 x 10* M! ¢!, (iibernommen aus [1], [167])
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Abbildung 3.3: Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung der pH-abhéngigen Ring6ffnung von SA in
33 % ACN und 67 % PBS. Die Datenpunkte und Standardabweichungen wurden aus
Triplikaten zweier unabhéngiger Experimente n=2x3 ermittelt [1].

3.1.5 Kinetische Analyse der Reaktion von SA und Dimedon
mittels ESI-MS/MS

Bei Untersuchung der pH-abhéngigen Ringoffnung von SA in 33 % ACN und 67 % PBS-
Puffer mittels UV-Vis Spektroskopie wurden drei Reaktionsphasen fiir die Absorptionsan-
derung bei 249 nm beobachtet. Um den zugrunde liegenden Reaktionsmechanismus, der
bereits durch Carroll et al. [I60] veroffentlicht wurde, weiter zu untersuchen, wurde die
Reaktion im Folgenden massenspektrometrisch betrachtet. Der Reaktion von 0,1 mM SA
in 33 % ACN und 67 % PBS2 pH 7,4 (Tab. wurde nach 0, 4, 8, 11, 16, 24 und 30 min
eine Probe entnommen, 1:10 mit ACN verdiinnt und bei 25 °C fiir je 1 min im Katio-
nenmodus gemessen. Um Hintergrundsignale zu minimieren wurde PBS2 ohne K™ -Tonen
verwendet. Die Signale bei 229, 398, 747 und 773 m/z wurden durch eine Referenzmes-

sung als Puffersignale identifiziert und waren erwartungsgemifl in jedem Spektrum der
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Reaktion zu sehen. In Abbildung ist der mogliche Reaktionsmechanismus [160] und
die identifizierten Spezies mit den zugehorigen Massenspektren dargestellt. Unter wéss-
rigen Bedingungen steht das cyclische Modellpeptid SA (1) im Gleichgewicht mit der
korrespondierenden Sulfensdure (2). Zum Zeitpunkt 0 min wurde SA als Monomer bei
355 m/z und als Dimer bei 687 m/z jeweils an Na™ koordiniert detektiert. Ein Signal der
Sulfensdure wurde nicht beobachtet. Nach 4 min wurde die Bildung des Thiosulfinatesters
(3) mit 705 m/z an Na™ koordiniert beobachtet. Der Thiosulfinatester (3) wurde durch
die Reaktion der Sulfenséure mit SA gebildet, da kein anderes Nukleophil zur Verfiigung
stand. Durch die Bildung der Sulfensdure und des Thiosulfinatesters sank die Signal-
intensitdt der monomeren SA-Spezies (355 m/z) auf 60 % ab. Das Stickstoffatom der
Amidgruppe im Peptidriickgrat des Thiosulfinatesters reagierte mit der Sulfoxidgruppe
desselben Molekiils, wodurch es zur Bildung des cyclischen Sulfinamids und des Thio-
lats kam. Nach 11 min konnte die Abspaltung des cyclischen Sulfinamids (4) detektiert
werden, die entstehende Thiolat-Spezies (5) jedoch nicht. Nach 11 min sank die Signalin-
tensitit des SA-Monomers weiter auf 20 % ab. Die Signalintensitat des Thiosulfinatesters
nahm erwartungsgemif ebenfalls ab, wihrend bereits nach 11 min das Disulfid-Signal (6)
bei 289 m/z detektiert wurde. Das Disulfid wurde durch die Reaktion des Thiolats, mit
SA oder der korrespondierenden Sulfensidure gebildet. Nach 30 min konnte ausschlieflich
die Disulfid-Spezies bei 289 m/z nachgewiesen werden, sie war gleichzeitig das Edukt zur
Synthese des Modellpeptids SA (sieche Abb. [2.1)). Die Sulfenséure oder die Thiolat-Spezies
konnten auch im Anionenmodus nicht nachgewiesen werden. Die massenspektrometri-
schen Daten untermauerten die Beobachtungen der zeitabhéngigen Absorptionsdnderung
bei 249 nm (Abb. [3.2B). Die massenspektrometrische Analyse hat zudem gezeigt, dass
die Umwandlung von SA (1) in die korrespondierende Sulfensdure (2) bei pH 7,4 keiner
sofortigen, sondern eher einer stufenweisen Umwandlung entspricht, da auch nach 11 min
noch fast 20 % SA vorhanden war. Unter Einbeziehung der massenspektrometrischen Da-
ten stimmt die initiale Abnahme der Absorption mit dem kontinuierlichen Einbruch der

Intensitdt des monomeren SA Signals bei 355 m/z iiberein. Die anschliefende Zunahme
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der Absorption, die bei pH 7,9 nach etwa 10 min auftrat, bei pH 7,4 in geringerem Malse
nach etwa 15 min, konnte durch die Bildung der Thiolat-Spezies (5) erkldrt werden. Diese
Spezies konnte massenspektrometrisch nicht detektiert werden, da das Thiolat mit Spezies
(1) oder (2) direkt zum Disulfid abreagiert ist, was auch mit der erneuten Absorptions-
abnahme bei 249 nm in Abbildung ibereinstimmt. Zusammenfassend wurden die,
durch NMR- und UV-Vis-Spektroskopie sowie durch ESI-MS/MS-Analyse erhaltenen Er-
gebnisse, durch den zuvor von Carroll et al. [I60] beschriebenen Reaktionsmechanismus
untermauert. Die Ring6ffnung von SA zur korrespondierenden Sulfensdure in wéssriger
Umgebung (33 % ACN und 67 % PBS-Puffer) ist pH-abhéngig und folgt einer Kinetik
pseudoerster Ordnung mit einer Reaktionsgeschwindigkeit von k—8,6 x 10> M s

Die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion von SA und Dim in 33 % ACN und 67 %
PBS pH 7,4 wurde ebenfalls massenspektrometrisch bestimmt (sieche Abb. . Es wur-
den Messungen bei einer konstanten SA-Konzentration von 0,1 mM und variablen Dim-
Konzentrationen zwischen 0,5-2 mM durchgefiihrt und die relativen Intensititen gefittet
(Abb.[STA). Aus den Steigungen der Fits ergaben sich die kops-Werte. Die kqps-Werte wur-
den gegen die entsprechende Dim-Konzentration aufgetragen und durch lineare Regression
gefittet (Abb.[STB). Die Steigung der Geraden entsprach der Geschwindigkeitskonstanten
der Reaktion zwischen Dim und der korrespondierenden Sulfensiure von SA und lag bei
k=15 M s71. Die literaturbekannte Geschwindigkeitskonstante lag bei k=12 M™! s7! [160],
wodurch die verwendete massenspektrometrische Methode zur kinetischen Analyse vali-
diert und etabliert werden konnte. Aufgrund der &hnlichen k-Werte konnte die Reaktion
auch direkt zwischen Dim und SA abgelaufen sein, was jedoch aufgrund der schlechten Un-
terscheidbarkeit der resultierenden Addukte nicht nachgewiesen werden konnte. Sinnvoll

ist der Gedanke, da cyclisches Sulfenylamid und Sulfensidure im Gleichgewicht vorliegen.
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Abbildung 3.4: ESI-MS-Analyse der Umwandlung von 0,1 mM SA in 33 % ACN und 67 % PBS2 bei
RT. Méoglicher Reaktionsmechanismus der Umwandlung von SA (1) zur Disulfidform
(6) (oben). Représentativen Massenspektren des Reaktionsgemisches zu den angegebenen
Zeitpunkten (unten). Die Proben wurden nach 0, 4, 8, 11, 16, 24 und 30 min entnom-
men und mit ACN auf 10 pM verdiinnt. Es wurde 1 min im Kationenmodus gemessen.
Dabei wurde das Na'-koordinierte Monomer und Dimer von SA (1) bei 355 bzw. 687
m/z gefunden, das Na't-koordinierte Monomer des Thiosulfinatesters (3) bei 705 m/z,
das Na't-koordinierte Monomer des cyclischen Sulfinamids (4) bei 371 m/z und das Na*-
koordinierte Monomer des Disulfids (6) bei 689 m/z. Sulfensiure und Thiolat-Spezies
konnten nicht detektiert werden. Die Signale bei 229, 398, 747 und 773 m/z konnten dem
Puffer PBS2 zugeordnet werden [1].96
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3.1. KOMPETITIVE KINETISCHE ANALYSE DER DETEKTIONSREAKTION
VON SULFENSAUREN UND SULFENYLAMIDEN

Als néchstes wurde die direkte Reaktion zwischen SA und Dim massenspektrometrisch
analysiert. Wie in Kapitel 3 beschrieben wurde die Reaktion in ACN mit einen Wasserge-
halt von etwa 570 pM bei einem pHa25 durchgefiihrt, um die Ringdffnung zur Sulfensidure
auszuschlieften. In Abbildung sind die gemittelten Signale der kontinuierlichen Mes-
sung zu Beginn der Reaktion von 0,1 mM SA und 0,1 mM Dim zwischen 0-10 min und
zum Ende der Reaktion zwischen 50-60 min dargestellt. SA lag als Monomer bei 355 m/z
und als Dimer bei 687 m/z jeweils an Na® koordiniert vor. Das SA-Dim Addukt lag
als Monomer bei 495 m/z oder als Dimer bei 967 m/z jeweils an Na™ koordiniert vor.
Zwischen Reaktionsbeginn und -ende nahmen die Eduktsignale 355 und 687 m/z erwar-
tungsgeméf ab, wihrend die Produktsignale 495 und 967 m/z zunahmen. Diese konti-
nuierlichen iiber 60 min wurden bei einer konstanten SA-Konzentration und variablen
Dim-Konzentrationen zwischen 0,05 und 0,25 mM durchgefiihrt. Die gemittelten, gefitte-
ten, relativen Intensitdten sind in Abbildung[3.5B dargestellt. Die zugehorigen kps-Werte
wurden aus den exponentiellen Fits bestimmt und gegen die jeweilige Dim-Konzentration
aufgetragen. Die Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung der Reaktion zwischen SA
und Dim entspricht der Steigung der linearen Regression und liegt bei k=2,7 M st In
einem Fragmentierungsexperiment konnte nachgewiesen werden, dass zwischen SA und
Dim eine kovalente Bindung vorliegt (Abb. [S6). SA reagiert in deuteriertem CD3CN nicht
mit Dim, wie zuvor mittels NMR-Spektroskopie nachgewiesen wurde (Abb. . Mas-
senspektrometrisch konnte zudem gezeigt werden, dass auch in wasserfreiem ACN keine
Reaktion mit Dim stattfindet (Abb. [S5A). Eine Reaktion zwischen Dim und SA wurde
bisher nur in ACN mit mikromolaren Mengen H,O (570 pM) bei pH ~5 beobachtet (siche
Abbildungen: 3.5]A, [S5B, [S6). Die Anwesenheit von H,O ist also Voraussetzung fiir eine
direkte Reaktion zwischen SA und Dim. Durch Zugabe héherer H,O-Konzentrationen bis
900 nM wurde die Reaktionskinetik nicht beeinflusst. Sind nur Spuren von HyO im ACN
enthalten (gelbe Kreise) ist die Reaktionsgeschwindigkeit langsamer und es wird weniger
Addukt gebildet (Abb. [S5B). SA ist in Abwesenheit von Dim in ACN iiber lingere Zeit
stabil und bildet bei pH &5 trotz der Anwesenheit von HyO keine Sulfensiure.
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Abbildung 3.5: Kinetische Analyse der direkten Reaktion zwischen SA und Dimedon in ACN mit 570 pnM

H50 (pH=~5) bei 25 °C. A) Zeitaufgeloste ESI-MS-Analyse der Reaktion zwischen 0,1 mM
SA und 0,1 mM Dimedon. Représentative gemittelte Massenspektren bei 0-10 min (links)
und 50-60 min (rechts) zeigen die Umwandlung von Natrium-koordiniertem monome-
rem und dimerem SA (355 bzw. 687 m/z) in Natrium-koordinierte monomere und dime-
re SA-Dimedon-Addukte (495 bzw. 967 m/z). B) Der prozentuale Anteil an Dimedon-
markiertem SA wurde aus der Signalintensitét berechnet und gegen die Zeit aufgetragen.
Die Intensitaten der Eduktsignale bei 355 und 687 m/z und der Produktsignale bei 495
und 967 m/z wurden aus den gemittelten Spektren bestimmt. Die Summe aller vier Sig-
nale wurde als 100 % angenommen. C) Die kops-Werte aus B wurden gegen die Dim-
Konzentration aufgetragen. Aus der Steigung der linearen Regression wurde die angege-
bene Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte
+ SD von drei unabhingigen Messungen [1].

H5O steigert die Reaktivitat des Dim-Molekiils gegeniiber SA, sodass eine direkte Reak-

tion unter diesen Bedingungen mdglich ist. Der pKgs-Wert von Dim liegt bei etwa 5,2. Bei

pH=~5 wird Dim als Protonendonor fungieren und etwa zur Hilfte deprotoniert vorliegen.
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H50O hingegen fungiert als Protonen-Akzeptor. Nach dem Protonenaustausch liegt Dim
als Nukleophil vor, welches SA am elektrophilen Schwefelatom angreifen kann, es kommt
zu SA-Dim-Adduktbildung. Die Konzentration des Dim-Nukleophils, welches durch ge-
ringe Mengen an vorhandenem H,O gebildet wird, ist vermutlich geschwindigkeitsbegren-
zend. Messungen bei konstanter Dim-Konzentration und variablen SA-Konzentrationen
zwischen 0,05 und 0,2 mM zeigten keinen Einfluss der SA-Konzentration auf die Reak-
tionsgeschwindigkeit (Abb. [S5(C). Es handelt sich erneut um eine Reaktionskinetik pseu-
doerster Ordnung, die allein von der Dim-Konzentration abhingig ist. Die Geschwindig-
keitskonstanten der Reaktion von SA oder der korrespondierenden Sulfensdure mit Dim
sind vergleichbar und liegen in derselben GroRenordnung (k4=15 M st k5=2,7 M! s71).
Vermutlich kénnte k5 unter basischen Bedingungen noch hoher sein, da mit dem héheren

pH-Wert auch die Konzentration an Dim-Carbanionen steigt. (iibernommen aus [1])

3.1.6 Kinetische Stopped-flow Analyse der Reaktion von SA mit

GSH und Dimedon als potenzielle Konkurrenz-Nukleophile

GSH ist ein intrazelluldres Nukleophil, das unter physiologischen Bedingungen in nied-
rigen millimolaren Konzentrationen in der Zelle vorhanden ist [62], [61]. GSH reagiert
mit nicht peptidischen Model-Sulfenylamiden und stellt daher ein relevantes Konkurrenz-
Nukleophil zu OH" und Dimedon dar [46]. Daher wurde im néchsten Schritt die zugrunde
liegende Kinetik der Reaktion zwischen SA und GSH, sowie die potenziellen Konkur-
renzreaktionen zwischen GSH, OH™ oder Dim mit SA untersucht. Zunichst wurde die
Kinetik der Reaktion zwischen 0,1 mM SA in ACN und variablen Konzentrationen zwi-
schen 0,05-0,5 mM GSH in PBS pH 7,4 mittels Stopped-flow Spektroskopie untersucht.
Die Reaktion lief innerhalb von Millisekunden ab und war zu schnell, um beispielsweise
mittels UV /Vis-Spektroskopie verfolgt zu werden. Die initialen Absorptionsianderungen
bei 249 nm folgten einer Kinetik pseudoerster Ordnung, die zugehorigen k,s-Werte wur-
den durch die Steigung der linearen Regression bestimmt. Die schwarze Messkurve zeigt

die initiale Absorptionsdnderung bei 249 nm der Reaktion von SA in ACN mit PBS
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pH 7,4 ohne GSH, als Negativ-Kontrolle. Die Absorption blieb innerhalb der ersten Se-
kunde der Reaktion erwartungsgeméf konstant (Abb.[3.6]A). Aus der kinetischen Analyse
der Ringoffnungsreaktion von SA ist bekannt, dass eine vollstindige Umwandlung von
SA bei pH 7,4 ca. 10 min dauert. Es wird deutlich, dass die Disulfid-Bildung zwischen
SA und GSH um einige Gréfenordnungen schneller abliauft als die Ring6ffnung durch die
Reaktion von SA mit OH", mit £=8,6 x 10> M! s'. Um die Kinetiken dieser beiden Re-
aktionen vergleichen zu konnen wurden in Abbildung die ermittelten k,,-Werte von
zwei unabhangigen Replikaten gegen die jeweilige GSH-Konzentration aufgetragen. Die
Datenpunkte wurden durch lineare Regression gefittet und aus der Steigung der Geraden
die Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung bestimmt, sie lag bei k=3,1 x 105 M s
(Abb. 3.6B). GSH dominierte OH" als Konkurrenz-Nukleophil um die Reaktion mit SA
um zwei Grofenordnungen. Unter der Beriicksichtigung, dass GS™ das eigentliche Nukleo-
phil in dieser Reaktion war und GSH einen p K g-Wert von 8,7 oder 8,9 hat, bedeutet dies,
bei pH 7,4 lagen 3-5 % GSH deprotoniert als GS™ vor. Die pH-unabhéngige Geschwindig-
keitskonstante konnte aufgrund dessen zu £=8,0 x 10 M st bzw. £=1,3 x 10" M s
bereinigt werden.

Im darauffolgenden Experiment wurde die Kompetition zwischen GSH und Dim weiter
untersucht. In Abbildung sind oben Absorptionsspektren verschiedener Reaktionen
zu sehen. Die Absorptionsmaxima liegen bei 210 nm fiir GSH, fiir SA bei 249 nm und bei
280 nm fiir Dim. Die untere Abbildung zeigt die zugehdérigen initialen Absorptionsdnde-
rungen bei 249 nm. Um Nebenreaktionen auszuschlieffen, wurde 1 mM GSH in PBS mit
ACN (lila Dreiecke), 0,1 mM Dim in ACN mit PBS (dunkelblaue Dreiecke) und 1 mM
GSH in PBS mit 0,1 mM Dim in ACN (cyanfarbene Dreiecke) als Negativkontrollen ge-
messen. Die Absorptionsspektren zeigen fiir diese Messungen entweder ein Maximum bei
210 nm (lila), bei 280 nm (dunkelblau) oder bei beiden Wellenlingen (cyan). Auch die
Absorptionsinderungen bei 249 nm sind unauffillig, daher sind Nebenreaktionen auszu-

schlielen.
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Abbildung 3.6: Kinetische Stopped-flow Analyse der Reaktion zwischen GSH und SA in 50 % PBS
pH 7,4 und 50 % ACN. A) Reprisentative Stopped-flow Messungen der Reaktion zwi-
schen 0,1 mM SA in ACN und variablen GSH-Konzentrationen zwischen 0,05-0,5 mM in
PBS pH 7,4. Die schwarze Messkurve zeigt eine Negativkontrolle von 0,1 mM SA in ACN
mit PBS ohne GSH. B)Auftragung der k,ps-Werte pseudoerster Ordnung der initialen
Absorptionsdnderung der Messkurven aus A gegen die jeweilige GSH-Konzentration fiir
zwei unabhéngige Replikate. Die Reaktionsgeschwindigkeit zweiter Ordnung, wurde aus
der Steigung des linearen Fits des Sekundérplots ermittelt. C) Absorptionsspektren zwi-
schen 200-350 nm (oben) und die zugehdrigen initialen Absorptionsdnderungen bei 249
nm (unten) reprisentativer Stopped-flow Messungen der Reaktionen zwischen 0,1 mM SA
in ACN und a) 1 mM GSH, b) 0,1 mM Dim oder ¢) GSH und Dim in PBS. Die griinen
Kreise reprisentieren die Messergebnisse der Reaktion von SA in 50 % ACN und 50 %
PBS. Als Negativ-Kontrollen wurde Dim in ACN mit PBS, GSH in PBS mit ACN und
Dim in ACN und GSH in PBS zusammen gemessen [I].

Die Reaktion von 0,1 mM SA in ACN mit OH -Ionen im PBS-Puffer (griine Kreise) wurde
ebenfalls gemessen. Wie bereits zuvor erwahnt ist die Ring6ffnungsreaktion von SA um
zwei Grokenordnungen langsamer als die Reaktion von SA und GSH. Daher wird keine

Ringoffnungsreaktion im betrachteten Zeitfenster beobachtet.
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Basierend auf dem ermittelten Extinktionskoeffizienten fiir SA und der eingesetzten Kon-
zentration von 0,1 mM kann die initiale Absorption berechnet werden. Sie betragt 0,324
und entspricht dem Absorptionsmaximum der griinen Messkurve bei 249 nm. Auch fiir die
Messung von 0,1 mM SA mit 0,1 mM Dim wurde im betrachteten Zeitfenster erwartungs-
gemik keine Reaktion beobachtet. Mit einer Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung
von k=2,7 M s ist diese fiinf Grofenordnungen langsamer als die Reaktion von SA mit
GSH. Daher war zu erwarten, dass GSH auch Dim als Konkurrenz-Nukleophil iibertrifft,
was sich auch durch einen Vergleich der Messkurven bestétigt hat. Die Absorptionsin-
derung bei 249 nm ist fiir die Reaktion von 0,1 mM SA und 1 mM GSH (orangefarbene
Quadrate) und die Kompetitionsreaktion zwischen 0,1 mM SA, 1 mM GSH und 0,1 mM
Dim (rote Kreise) identisch. Diese Beobachtung bestétigt, dass die An- oder Abwesenheit
von Dimedon im Reaktionsgemisch keinen Einfluss auf die Reaktion von SA mit GSH hat.
GSH ist fahig sowohl OH-, als auch Dim als Nukleophil um mehrere Grofkenordnungen

kinetisch zu iibertreffen. (ibernommen aus [I], [167])

3.1.7 GSH Kompetitions-Assay mittels Reversed-Phase
HPLC-Analyse

Ziel des GSH-Kompetitions-Assays war es, den bevorzugten Reaktionspartner einer Peptid-
Cysteinyl-Sulfensaure zwischen GSH und Dimedon zu bestimmen. Die Sulfensdure GSOH
wurde in einem einfachen Experiment durch Zugabe von HyO, in situ aus GSH gebildet
(Abb. 3.7A). Dabei fungierte GSH nicht nur als Edukt fiir die Bildung der Glutathion-
Sulfensdure, sondern auch als Konkurrenz-Nukleophil fiir Dimedon beziiglich der Reaktion
mit GSOH. In einem ersten Experiment wurden die Retentionszeiten der Einzelsubstan-
zen mittels HPLC bestimmt. Diese lagen fiir GSH bei 2,2 min, fiir GSSG bei 3,7 min und
fiir Dim im Mittel bei 13,7 min. Bei 210 nm wurde das GSH-Signal detektiert, bei 220 nm
das GSSG-Signal und das Dim-Signal bei 280 nm. Auferdem wurden Referenzmessungen
mit GSH und HyO,, Dim und Hy0O5 und GSH und Dim untersucht, um mogliche Neben-

reaktionen auszuschlieffen. Nur bei der Referenzmessung zwischen GSH und H,O5 wurde
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erwartungsgeméf ein GSSG-Peak beobachtet. Bei den anderen Referenzmessungen wur-

den keine zusétzlichen Signale und damit keine unerwiinschte Nebenreaktion festgestellt.
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Abbildung 3.7

Die Endpun

: A) Prinzip des GSH-Kompetitions-Assays. Die Glutathion-Sulfensdure GSOH wurde in
situ durch tropfenweise Zugabe von 0,5 eq HyO5 zu einer Losung mit 1 eq GSH und
variablen Konzentrationen von Dimedon (Dim) in PBS pH 7,4 bei RT gebildet. Als
mogliche Reaktionsprodukte wurden GSSG und/oder das GSDim-Addukt erwartet. B)
HPLC-Endpunktanalyse der Reaktionen von 2 mM GSH mit 1 mM H50O5 und den ange-
gebenen Dimedon-Konzentrationen. Gezeigt sind die Retentionszeiten bei drei Wellenlén-
gen (210, 220 und 280 nm) von représentativen Chromatogrammen aus einem von zwei
unabhingigen Experimenten. C) HPLC-Endpunktanalyse von Reaktionen verschiedener
GSH-Konzentrationen mit je 0,5 Aquivalenten H,05 und einem konstanten Uberschuss
von 25 mM Dimedon. D) Kalibrierkurve fiir variable Dimedon-Konzentrationen bei 220
und 280 nm aus den Chromatogrammen in B. E) Quantifizierung des Dim-Verbrauchs
in C, basierend auf der Kalibrierkurve (B). F) Die Bildung von GSSG in C ist linear
abhingig von der zugegebenen Menge an H50, [I].

ktanalyse der Hauptreaktion zwischen 2 mM GSH, 1 mM H,O, und 1 mM

Dimedon zeigte keine Reaktion zwischen GSOH und Dim und damit keine Adduktbil-
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dung. Stattdessen fand eine fast vollstdndige Umsetzung von GSH zu GSSG statt (Abb.
S8A). Um eine zu geringe Konzentrationen an Dim als Ursache fiir die ausbleibende
Adduktbildung auszuschliefsen, wurde eine Dimedontitration durchgefiihrt. Dabei wurde
die Konkurrenzreaktion zwischen 2 mM GSH mit 1 mM H,O; und verschiedenen Dim-
Konzentrationen zwischen 1-25 mM untersucht (Abb. [3.7B). Auch bei einem 12,5-fachen
Dim-Uberschuss (25 mM Dim) wurde keine Adduktbildung beobachtet. Bei 25 mM war die
Loslichkeitsgrenze von Dim unter den gegebenen Reaktionsbedingungen erreicht. Zur wei-
teren Erhéhung des Dim-Uberschusses wurde eine GSH-Titration durchgefiihrt mit GSH-
Konzentrationen zwischen 0,1-12,5 mM GSH, 0,5 eq HyOo (beziiglich der GSH Konzen-
tration) und einer konstanten Dim-Konzentration von 25 mM (Abb.[3.7IC). Doch auch bei
dem so erzeugten 250-fachen Dim-Uberschuss wurde kein GS-Dim Addukt gebildet. Bei al-
len Reaktionen wurde nur der vollstindige Umsatz zu GSSG mit einem Signal bei 3,7 min
und dem unverdnderten Dim-Signal bei 13,7 min beobachtet. Zur endgiiltigen Widerle-
gung der GS-Dim-Adduktbildung wurden die Primardaten genauer analysiert. Wie zuvor
beschrieben wurden Kalibriergeraden bei 220 nm und 280 nm aus den Signalfldchen der
Dim-Referenzmessungen erstellt. Der Vergleich der Messdaten der Dim-Signalflichen der
Dimedon-Titration bei 220 und 280 nm mit den entsprechenden Kalibriergeraden zeigt,
dass kein Verbrauch von Dimedon stattgefunden hat (Abb. 3.7D). Die Dim-Signalflichen
wurden durch die Reaktion nicht verdndert. Diese Beobachtung wurde auch durch die
Berechnung der Dim-Konzentration aus den Dim-Signalflaichen der GSH-Titration unter-
mauert. Die errechneten Konzentrationen lagen bei 220 nm und 280 nm stets bei den
initial eingesetzten 25 mM Dim (Abb. [3.7E). Die Auftragung der GSSG-Signalflichen bei
210 nm und 220 nm, als Reaktionsprodukt, gegen die HyOs-Konzentration lieferte zudem
einen linearen Zusammenhang (Abb. 3.7F). Mit steigender Wasserstoffperoxidkonzentra-
tion steigt also auch die Menge an gebildetem GSSG, was darauf hindeutet, dass GSSG
das einzige Reaktionsprodukt ist. Die Bildung eines Dim-Addukts mit GSOH kann daher
ausgeschlossen werden.

Durch ein Derivatisierungsexperiment sollte ausgeschlossen werden, dass sich ein poten-
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zielles GS-Dim Adduktsignal mit der gleichen Retentionszeit unter dem GSSG-Signal
verbirgt. Um dies festzustellen, wurde das GSSG-Signal durch Zugabe von 5 mM DTT
verschoben, indem GSSG wieder vollstindig zu GSH reduziert wurde. Es blieb kein po-
tenzielles Addukt-Signal zuriick (Abb. [S8B). Auch der in Abbildung gezeigte Si-
gnalvergleich der Referenzmessungen von GSSG (1 mM) und Dim (25 mM) mit den
jeweiligen Messsignalen der Endpunktanalysen nach Ablauf der Konkurrenzreaktion zeig-
te, dass die Signale in Form und Verlauf identisch sind. Zusammengefasst konnte sich
Dimedon nicht gegen das Konkurrenz-Nukleophil GSH in der Reaktion um die in situ
gebildete Glutathion-Sulfensdure GSOH durchsetzen. Weder bei physiologischen GSH-
Konzentrationen oder iiblicherweise eingesetzten Dim Konzentrationen noch bei einem
250-fachen Dimedon Uberschuss konnte die Bildung des GS-Dim Addukts beobachtet wez-
den (Abb. 3.7 und [S§). Die Abbildungen und E verdeutlichen, dass nach Ablauf der
Konkurrenzreaktion kein Dimedon verbraucht wurde. Abbildung verdeutlicht, dass
sich die Reaktivitat ausschlieflich auf die Reaktion von GSH mit GSOH zum Glutathion-
Disulfid GSSG beschriankte. Da die Referenzsignale von GSSG und Dim mit den Mess-
signalen identisch waren und auch die Verschiebung des GSSG-Signals durch DTT zu
GSH kein Adduktsignal zum Vorschein gebracht hat, konnte eine GS-Dim-Adduktbildung
ausgeschlossen werden. Unter Beriicksichtigung des bis zu 250-fachen Uberschusses von
Dimedon und der allgemeinen Nachweisgrenze der HPLC-Methode, ist davon auszugehen,
dass die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion von GSH mit GSOH um mindestens vier
Grofkenordnungen hdher sein muss als die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion von

Dim mit GSOH. (iibernommen aus [I])
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3.2 Untersuchung der oxidativen Stress-Hypothese in

asexuellen Blutstadien von P. falciparum

3.2.1 Klonierung der pHBIRH Plasmide mit neuer
IMS-Zielsequenz

Zur kompartimentspezifischen Bildung von Wasserstoffperoxid im Cytosol, der Verdau-
ungsvakuole, der mitochondrialen Matrix und dem mitochondrialen Intermembranraum
durch das Redoxenzym RgDAAO nach Zugabe einer D-Aminosdure, wurden von M. sc.
Britta Husemann bereits alle benotigten Plasmide vollstédndig kloniert und bereits teilwei-
se transfiziert. Nach Transfektion der Plasmide in den Pf3D7W"' Stamm, wurden trans-
gene Stdmme erhalten, die das entsprechende Plasmid episomal aufgenommen hatten. Es
wurden Plasmide mit 3xHA-Tag und roGFP2-Tag kloniert. Der Tag war jeweils zwischen
der Zielsequenz und dem Gen RGDAAQO codierend fiir das Redoxenzym RgDAAQ lokali-
siert (sieche Abb.[2.4). Bei den Konstrukten Cyto RgDAAOWT und Cyto RgDAAORA jgt
der 3xHA-Tag N-terminal, da hier keine Zielsequenz verwendet wurde. Die Westernblot-
Analysen der Stamme mit 3xHA-getaggtem Redoxenzym, bei denen das episomale Plas-

OWT oder

mid die Dihydroorotatdehydrogenase als Zielsequenz zum Transport der RgDAA
RgDAAOR?A in den mitochondrialen Intermembranraum verwendete, ergaben keine Si-
gnale. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit die Dihydroorotatdehydrogenase durch
die NADH-Cytochrom b5-Reduktase als neue Zielsequenz, in den Plasmiden mit 3xHA-
bzw. roGFP-Tag, ersetzt. Die Klonierungsstrategie ist in Abbildung dargestellt. Zu-
ndchst wurde aus einem geeigneten Startkonstrukt im Klonierungsvektor pUCH7-Simple,
die alte IMS-Zielsequenz (IMS,q) mittels Restriktionsverdau mit den Restriktionsenzy-
men Spel-HF und BamHI-HF entfernt und das verbleibende Plasmidriickgrat mit der
neuen synthetisierten NADH-Cytochrom b5-Reduktase (IMS,ey) ligiert. Zur Transfekti-
on in P. falciparum ist der pUC5H7-Simple-Vektor ungeeignet. Daher wurde das bend-

tigte Modul bestehend aus der neuen Zielsequenz, dem Tag und dem RGDAAOYT-Gen
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bzw. RGDAAOR?A_Gen durch die Restriktionsschnittstellen Spel und Sacl ausgeschnit-
ten und aufgereinigt (Abb. 2.3]A). Zur Transfektion in den Pf3D7VT Stamm wurde der
pHBIRH-Vektor eingesetzt (Abb. , aus dem mittels Restriktionsverdau mit Spel und
Sacl, das RENILLA-LUCIFERASE-Gen entfernt wurde (Abb. [2.3B). Das zuriickbleiben-
de pHBIRH-Plasmidriickgrat wurde mit dem in Schritt A isolierten Modul mittels Liga-
tion zum gewiinschten Plasmid zusammengefiihrt. Auf diese Weise konnten die vier Kon-
strukte IMS 3xHA RgDAAOWT, IMS 3xHA RgDAAOR?8A TMS roGFP2 RgDAAOWT
und IMS roGFP2 RgDAAORA erfolgreich kloniert werden. Nach der Transformation in
E. coli XL1-Blue kompetente Zellen wurde die in einer Midi-Preparation aufgereinigte und
sterilisierte Plasmid-DNA korrekt sequenziert und in einen Pf3D7V"' Stamm transfiziert.
Die Sequenzierergebnisse der Plasmide sind im Anhang zusammengefasst. Die erhaltenen

transgenen Stdmme sind in Tabelle 2.7 zusammengefasst.

3.2.2 Westernblot-Analyse zum Nachweis der Bildung des
Redoxenzyms RgDAAO

Die erfolgreiche Bildung der RgDAAO wurde durch Westernblot-Analyse gepriift. In Ab-
bildung sind représentative Westernblots der Staimme mit Cyto-, MitoM- und TMS
RgDAAOWT oder RgDAAOR?4 abgebildet. Der 3xHA-Tag liegt auf dem aufgenomme-
nen Plasmid jeweils zwischen der Zielsequenz und dem Transgen RGDAAO codierend fiir
das Redoxenzym. Bei den Stimmen mit Cyto RgDAAOWYT oder Cyto RgDAAOR?A st
der Tag jeweils N-terminal. Die Stimme mit Cyto RgDAAOYT oder Cyto RgDAAQR28A
wiesen beide eine Bande auf, die erwartungsgeméif bei 43,8 kDa liegt. Das entspricht der
Grofe des gebildeten Proteins RgDAAO mit 3xHA-Tag (berechnet 43,8 kDa). Zudem
wurde fiir die Stimme mit Cyto RgDAAOWT oder Cyto RgDAAOR?854 keine Zielsequenz
(TS) verwendet, die durch Proteasen abgespalten werden konnte, was in einer einzigen
Bande resultierte. Die Stimme mit RgDAAOR?®4 hildeten das Protein in vergleichbaren

Mengen, nur in einer inaktiven Form, aus.
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Abbildung 3.8: Westernblot-Analyse der Stimme mit Cyto, MitoM und IMS RgDAAOWYT bzw.

RgDAAOR?%5A " Die Westernblot-Proben wurden mittels Magnetsiulenisolierung aus
40 ml Kultur bei einem Selektionsdruck von 4 pg/ml Blasticidin und einer Parasitdmie
> 5 % gewonnen. Von jeder Lysatprobe wurden 3 x 10 7 Parasiten in einem 10 %igen
SDS-Gel geladen und mit Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden auf ei-
ne PVDF-Membran iibertragen und zunéchst zur Ladungskontrolle mit Ponceau-Reagenz
gefdrbt (rechts) bzw. anschliefend mit einem o-HA Primérantikorper (Hase), sowie einem
a-Hase Sekundérantikérper behandelt (links). Von links nach rechts sind jeweils 3 x 10 7
Parasiten folgender Stimme aufgetragen: 3D7 RgDAAOWT | 3D7 RgDAAOR?854 ynd die
Negativkontrolle (NC). Fiir den Stamm mit Cyto RgDAAOWT/B285A wyrde eine Bande
bei 43,8 kDa erwartet, der Stamm mit MitoM RgDAAOWT/R285A ;eigt drei Banden bei
43,8 kDa (nach Abspaltung der TS), ~46,0 kDa (nach teilweiser Abspaltung der TS) und
51,0 kDa (Vorlduferprotein) und der Stamm mit IMS RgDAAQWT/R285A yeiot zwei Ban-
den bei 43,8 kDa und 52,6 kDa, (berechnete Grofe: 50,4 kDa). Gezeigt sind repréisentative
Westernblots aus 2 (MitoM) bzw. 3 (Cyto, IMS) unabhéngigen Experimenten (Abb. .
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Die Stimme mit MitoM RgDAAOWT oder MitoM RgDAAOR?®A wiesen drei Banden
im Westernblot, bei 43,8 kDa (nach Abspaltung der TS), ~46,0 kDa (nach teilweiser
Abspaltung der TS) und 51,0 kDa (Vorldufer-Protein mit vollstindiger TS) auf. Die-
ses Bandenmuster konnte durch eine teilweise bzw. vollstindige Abspaltung der Zielse-
quenz MitoM durch Proteasen erklirt werden. Die Stimme mit IMS RgDAAOWYT oder
IMS RgDAAOR?A ywiesen zwei Banden auf, einmal bei 52,6 kDa (berechnete Grofe:
50,4 kDa) fiir das vollstindige Protein inklusive 3xHA-Tag und Zielsequenz (NADH-
Cytochrom b5 Reduktase!™®®) und bei 43,8 kDa nach proteolytischer Abspaltung der TS.
Auffillig ist, dass die Bande bei 52,6 kDa hoher liegt als die berechnete Bande bei 50,4
kDa. Offenbar wurde das Laufverhalten des Enzyms hier durch die Eigenschaften der
Peptide der IMS-Zielsequenz beeinflusst. Die Bande des Enzyms ohne IMS-Zielsequenz
war viel stiarker, als die des Vorldufer-Enzyms. Das spricht dafiir, dass mit Import des
im Cytosol gebildeten Enzyms in den mitochondrialen Intermembranraum die Zielse-
quenz in den meisten Fillen vollstdndig proteolytisch abgespalten wurde. Der 3xHA-Tag
blieb scheinbar erhalten. Gleiches gilt fiir Stimme mit MitoM RgDAAOWY?T oder MitoM
RgDAAOR?A deren die Zielsequenz teilweise oder vollstindig abgespalten wurde. Die
Negativkontrolle des pHBIRH-Vektors zeigte erwartungsgemals kein Signal bei 43,8 kDa.
Die erfolgreiche Bildung der RgDAAOWT oder RgDAAOR?$A konnte in den untersuchten
Stammen nachgewiesen werden. Leider konnte keine Westernblotanalyse des Stammes mit
DV RgDAAOR?A gemacht werden, da er nicht erfolgreich transfiziert werden konnte. Die
beschriebenen Ergebnisse konnten reproduziert werden (Abb. .

3.2.3 Quantitative Analyse der Blasticidin-abhangigen Bildung
von RgDAAO fiir die transgenen Stamme mit Cyto
RgDAAOWYT oder MitoM RgDAAOWT

Durch einen bidirektionalen Promotor des pHBIRH-Vektors, das var-Intron aus P. fal-

ciparum, konnen das Transgen RGDAAO und der Resistenzmarker, das Blasticidin-95-
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Deaminase-Gen, gleichzeitig exprimiert werden (siehe Abb. . Die Menge des gebildeten
Redoxenzyms RgDAAO war in Abhéngigkeit der Blasticidinkonzentration titrierbar. Ei-
ne hohere Blasticidinkonzentration sorgte wéhrend der Kultivierung fiir die Selektion von
Parasiten, die mehrere Kopien des Plasmids mit dem Resistenzmarker in sich trugen und
damit resistenter gegeniiber der hohen Konzentration des Selektionsantibiotikums waren.
In Abbildung sind Westernblots der Blasticidin-abhéngigen Bildung von RgDAAO
in den Stimmen mit Cyto RgDAAOYT und MitoM RgDAAOWT fiir Blasticidinkonzen-
trationen zwischen 4-50 pg/ml abgebildet. Wie bereits erwihnt wurde fiir den Stamm mit
Cyto RgDAAOWT eine Bande des nativen Enzyms bei 43,8 kDa beobachtet, die Menge
an gebildetem Redoxenzym RgDAAO nimmt erwartungsgeméf mit steigender Blasticidin-
konzentration zu, was auch durch die Quantifizierung in Abb. (links) bestatigt wird.
Der Anstieg ist jedoch nicht linear sondern sigmoidal und erreicht bereits bei 40 pg/ml
Blasticidin eine Séttigungsgrenze. Die Bande bei 50 pg/ml ist zudem schwécher als die bei
40 pg/ml Blasticidin. Bei der Kultivierung wurde zudem beobachtet, dass die Parasiten
bei einem Selektionsdruck von 50 pg/ml zwar noch lebensfihig waren, der Lebenszyklus
jedoch retardiert war und eventuell die Anzahl der Merozoiten pro Schizont geringer wa-
ren. Morphologisch waren die Parasiten unverdndert. Fiir die drei Banden des Stammes
mit MitoM RgDAAOWT bei 43,8 kDa (natives Enzym), ~46,0 kDa und 51,0 kDa wurde
mit zunehmender Blasticidinkonzentration eine Zunahme der Bandenintensitit beobach-
tet, die mit der zunehmenden Menge des Redoxenzyms einhergeht (Abb. , unten).
Die Quantifizierung in Abbildung (rechts) zeigt ebenfalls einen sigmoidalen Anstieg
der Enzymmenge mit Sittigung bei bereits 40 pg/ml Blasticidin. Die oberste Bande bei
51,0 kDa ist schwicher als die unteren beiden. Auch hier ist die 40 pg/ml Bande die
intensivste Bande.

Durch quantitative Analyse der Blasticidin-abhéngigen Bildung von RgDAAO in den
transgenen Stimmen mit Cyto RgDAAOW?T und MitoM RgDAAOWYT konnte die Titrier-

barkeit der Transkription nachgewiesen werden.
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Quantitative Westernblot-Analyse der Stimme mit Cyto RgDAAOWT und MitoM
RgDAAOWT in Abhéngigkeit von Blasticidin. A) Von jeder Lysatprobe wurden 3 x 10 7
Parasiten in einem 10 %igen SDS-Gel geladen und mit Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennt.
Die der Grofse nach aufgetrennten Proteine wurden auf eine PVDF-Membran iibertragen
und zunéchst mit Ponceau-Reagenz gefirbt (rechts) bzw. anschlieffend mit einem «-HA
Primé&rantikérper vom Hasen, sowie einem a-Hase Sekundérantikdrper behandelt (links).
Die Blasticidinkonzentration wurde zwischen 4-50 pg/ml variiert, als Negativkontrolle
(NC) wurde der urspriingliche pHBIRH-Vektor (Abb. ganz rechts aufgetragen. Die
erwartete GroRe des nativen Enzyms des Stamms mit Cyto RgDAAOWT betrigt 43,8 kDa.
Fiir den Stamm mit MitoM RgDAAOWT liegt die Groke des Enzyms inklusive MitoM
Zielsequenz bei 51,0 kDa. Die anderen Banden zeigen das Protein nach mitochondrialem
Import nach teilweiser (46,0 kDa) bzw. kompletter Abspaltung (43,8 kDa) der MitoM
Zielsequenz. Die gezeigten Westernblots sind représentativ fiir 4 (Cyto) bzw. 3 (MitoM)
unabhingige Experimente (Abb.[S10). B) Quantifizierung der Blasticidin-abhéngigen Pro-
teinbildung im Cytosol (links) und in der mitochondrialen Matrix (rechts). Die Quantifi-
zierung wurde anhand der Graustufen der Signale vorgenommen, in % umgerechnet und
sigmoidal gefittet. Die gezeigten Daten sind gemittelt tiber 4 (fiir den Stamm 3D7 Cyto
RgDAAOWT) bzw. 3 (fiir den Stamm 3D7 MitoM RgDAAOW?') unabhéngige Experi-
mente (n=4x1 (Cyto), n=3x1 (MitoM)).
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Beide Stdmme zeigten einen sigmoidalen Anstieg der Enzymmenge fiir alle gefundenen
Banden im Westernblot bis zu einem Selektionsdruck von 40 pg/ml Blasticidin (Abb.
3.9B). Ab 50 pg/ml nimmt die Enzymmenge geringfiigig ab, was auf einen cytotoxischen

Effekt von Blasticidin bei dieser hohen Konzentration hindeutet.

3.2.4 Lokalisation des Redoxenzyms RgDAAO mittels

Immunofluoreszenzmikroskopie

Die Bildung der RgDAAO konnte mittels Westernblot-Analyse fiir die transgenen Stam-
me mit Cyto, Mito und IMS RgDAAOWT bzw. RgDAAOR?$A erfolgreich nachgewiesen
werden (Abb. [3.8)). Im néchsten Schritt sollte die korrekte Lokalisation des Redoxenzyms
durch Immunofluoreszenzmikroskopie untersucht werden. Es wurden Proben aus den asyn-
chronen Kulturen mit Cyto RgDAAOWT bzw. RgDAAOR?8A ynd MitoM RgDAAOWT
bzw. RgDAAOR?5A bei einem Selektionsdruck von 4 pg/ml bzw. von 15 pg/ml Blasticidin
bei den Stimmen mit DV RgDAAOYT und IMS RgDAAOWT oder IMS RgDAAQR?85A
verwendet. Der Stamm mit DV RgDAAOR?5A konnte nicht erzeugt werden, da die Trans-
fektion mehrfach fehlgeschlagen ist. Vor dem ersten Fixierungsschritt mit Paraformalde-
hyd wurden die Mitochondrien mit MitoTracker orange CMTM Ros (MTO) angeférbt.
Dadurch konnte eine potenzielle mitochondriale Lokalisation des Enzyms festgestellt oder
ausgeschlossen werden. Die fixierten Erythrozyten wurden mit DAPI inkubiert, um die
Nuklei der Parasiten anzufiarben, somit konnten infizierte Erythrozyten von uninfizierten
unterschieden werden. Aufterdem ist die Anzahl der Nuklei hilfreich zur Bestimmung des
Stadiums des Parasiten, insbesondere fiir die Unterscheidung zwischen Trophozoiten und
Schizonten. Zur Lokalisierung des Redoxenzyms RgDAAOWYT bzw. RgDAAOR?$A wur-
den die Proben zuerst mit einem a-HA Primarantikorper gegen den 3xHA-Tag behandelt.
Der Tag ist zwischen der Zielsequenz und dem Redoxenzym lokalisiert (sieche Abb. .
Bei den Stidmmen mit Cyto RgDAAOWT oder Cyto RgDAAOR?A ohne Zielsequenz ist
der Tag N-terminal. Zur Sichtbarmachung des Enzyms wurden die Proben mit dem fluo-

reszierenden Sekundérantikorper-Konjugat Alexa488 inkubiert.
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Abbildung 3.10: Lokalisation der funktionalen oder inaktiven RgDAAOQO in den Stidmmen 3D7 Cyto
RgDAAOWT und 3D7 Cyto RgDAAOR?*5A Immunofluoreszenz-Firbung einer asyn-
chronen Kultur der Stimme mit Cyto RgDAAO™T (oben) und Cyto RgDAAQR?85A
(unten) von Ring-, Trophozoit- und Schizont-Stadien bei einem Selektionsdruck von 4
ng/ml Blasticidin. Folgende Signale wurden untersucht von 1. nach r.: transmitted light
zeigt die infizierten Erythrozyten im Durchlicht, DAPI zeigt die mit DAPI angefarb-
ten Nuklei der Parasiten, a-HA ist das Signal des Sekundérantikorpers Alexa488 gegen
den a-HA Primirantikoérper, der die Lokalisation der cytosolisch gebildeten RgDAAO
zeigt, MTO steht fiir MitoTracker orange CMTM Ros mit dem die Mitochondrien an-
gefirbt wurden. Mergel ist die Uberlagerung der Kanile a-HA und MTO, bei Mergell
sind die Kandle DAPI, o-HA und MTO zusammen gelagert und Merge all vereinigt
alle Signale in einem Bild. Gezeigt sind représentative Zellen der fixierten Probe. Alle
Bilder wurden bei identischen Parametern mit einem Konfokal-Mikroskop im Z-Stack-
Format aufgenommen und zur Vergleichbarkeit identisch ausgewertet. Aus dem Z-Stack
ist jeweils dieselbe reprisentative Ebene fiir alle Kanile abgebildet. Der Mafsstabsbalken
entspricht 2 pm.

Durch die Anfirbung konnten die Subkompartimente unterschieden und die Lokalisati-
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on des Enzyms in den asexuellen Blutstadien Ring, Trophozoit und Schizont eindeutig
bestimmt werden. Fiir Stimme mit RgDAAOR?A wurde die gleiche Lokalisation und
Enzymmenge erwartet wie fiir Stimme mit RgDAAOW?T. Die Punktmutante beeinflusst
selbstverstindlich nicht die Bildung des Enzyms RgDAAOR?®4 hzw. die gebildete Enzym-
menge. Zur lingeren Haltbarkeit und Parasiteninaktivierung wurden die Proben erneut
mit Paraformaldehyd fixiert.

In Abbildung [3.10]sind die Mikroskopiebilder der Immunofluoreszenzfirbung der Stdmme
3D7 Cyto RgDAAOWT (oben) und 3D7 Cyto RgDAAOR®5A (unten) bei einem Selek-
tionsdruck von 4 pg/ml Blasticidin dargestellt. Bei beiden Stdmmen wurde ein a-HA-
Signal des Alexa 488-Fluorophors detektiert, welches erwartungsgemaéfs eine gleichméfige
cytosolische Verteilung der RgDAAQ in allen drei Stadien zeigt. Eine mitochondriale Lo-
kalisation kann aufgrund eines eindeutigen MTO-Signals und dem zugehorigen Mergel,
als Uberlagerung des MTO- und des a-HA-Signals, ausgeschlossen werden. Beim Stamm
mit Cyto RgDAAOWT wird das MTO-Signal im gezeigten Trophozoiten, aber auch im
Schizonten vom a-HA-Signal {iberdeckt, da die Mitochondrien nicht in der Ebene lie-
gen. In der Verdauungsvakuole, die als kreisférmige, schwarze Fliche mittig ausgespart
bleibt, konnte ebenfalls kein Redoxenzym RgDAAO gefunden werden. Im Stamm mit Cy-
to RgDAAOR® gind die a-HA Signale beim Schizonten etwas definierter als im Stamm
mit Cyto RgDAAOWYT, da hier die Tochter-Nuklei der spéteren Merozoiten, kurz vorm
Zerfall, stdrker voneinander abgegrenzt sind.

Fiir den Stamm mit DV RgDAAOWT konnte in keinem Stadium ein a-HA-Signal beob-
achtet und somit das Redoxenzym nicht lokalisiert werden (Abb. . Die Verdauungsva-
kuole liegt im Trophozoit und im Schizont als schwarze, kreisférmige Fléche innerhalb der
parasitidren Vakuole vor. Der Selektionsdruck wurde bereits auf 15 pg/ml Blasticidin an-
gehoben, um die Enzymmenge der RgDAAQO zu erhohen, trotzdem konnte weiterhin kein
a-HA Signal detektiert werden. Wie bereits oben erwidhnt konnte der transgene Stamm

mit DV RgDAAOR28A nicht generiert werden.
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Abbildung 3.11: Lokalisation der funktionalen RgDAAO im Stamm 3D7 DV RgDAAOWT,
Immunofluoreszenz-Firbung einer asynchronen Kultur des Stammes mit DV
RgDAAOWYT von Ring-, Trophozoit- und Schizont-Stadien bei einem Selektions-
druck von 15 pg/ml Blasticidin. Folgende Signale wurden untersucht von 1. nach r.:
transmitted light zeigt die infizierten Erythrozyten im Durchlicht, DAPI zeigt die mit
DAPI angeférbten Nuklei der Parasiten, a-HA ist das Signal des Sekundirantikorpers
Alexad88 gegen den a-HA Primérantikorper, der die Lokalisation der RgDAAO zeigt,
MTO steht fiir MitoTracker orange CMTM Ros mit dem die Mitochondrien angefiarbt
wurden. Mergel ist die Uberlagerung der Kanile a-HA und MTO, bei Mergell sind
die Kandle DAPI, a-HA und MTO zusammengelagert und Merge all vereinigt alle
Signale in einem Bild. Gezeigt sind reprasentative Zellen der fixierten Probe. Alle Bilder
wurden bei identischen Parametern mit einem Konfokal-Mikroskop im Z-Stack-Format
aufgenommen und zur Vergleichbarkeit identisch ausgewertet. Aus dem Z-Stack ist
jeweils dieselbe reprédsentative Ebene fiir alle Kanile abgebildet. Der Mafsstabsbalken
entspricht 2 pm.

Eine Lokalisation des Enzyms RgDAAOQO in der mitochondrialen Matrix konnte erwar-
tungsgemiif fiir die Stimme mit MitoM RgDAAOWYT und MitoM RgDAAOR?4 bei einem
Selektionsdruck von 4 pg/ml Blasticidin beobachtet werden (Abbildung . Die Uber-
lagerung des a-HA- und des MTO-Signals im Mergel zeigt die Colokalisation besonders
eindeutig als gelbes Signal in allen analysierten Stadien des Parasiten. Das Enzym scheint
nicht gleichméfig iiber die mitochondriale Matrix verteilt zu sein, sondern konzentriert
sich punktuell auf gewisse Regionen in der Matrix. Dies konnte im Mergel des MitoM

RgDAAOWT_Schizonten, sowie beim Trophozoiten und dem Schizonten des Stammes mit

MitoM RgDAAOR?54 heobachtet werden.
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Abbildung 3.12: Lokalisation der funktionalen oder inaktiven RgDAAQO in den Stdmmen 3D7 MitoM
RgDAAOWT und 3D7 MitoM RgDAAOR?85A Immunofluoreszenz-Firbung einer asyn-
chronen Kultur der Stimme mit MitoM RgDAAOWT (oben) und MitoM RgDAAQR?854
(unten) von Ring-, Trophozoit- und Schizont-Stadien bei einem Selektionsdruck von 4
ng/ml Blasticidin. Folgende Signale wurden untersucht von links nach rechts: transmit-
ted light zeigt die mit P. falciparum infizierten Erythrozyten im Durchlicht, DAPI zeigt
die mit DAPI angefiarbten Nuklei der Parasiten, a-HA ist das Signal des Sekundéranti-
korpers Alexad88 gegen den a-HA Primérantikorper, der die Lokalisation der RgDAAO
zeigt, MTO steht fiir MitoTracker orange CMTM Ros mit dem die Mitochondrien an-
gefiarbt wurden. Mergel ist die Uberlagerung der Kanile a-HA und MTO, bei Mergell
sind die Kanéle DAPI, a-HA und MTO zusammengelagert und Merge all vereinigt al-
le Signale in einem Bild. Gezeigt sind représentative Zellen der fixierten Probe. Alle
Bilder wurden bei identischen Parametern mit einem Konfokal-Mikroskop im Z-Stack-
Format aufgenommen und zur Vergleichbarkeit identisch ausgewertet. Aus dem Z-Stack

ist jeweils dieselbe reprisentative Ebene fiir alle Kanéle abgebildet. Der Mafsstabsbalken
entspricht 2 pm.
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Abbildung 3.13: Lokalisation der funktionalen oder inaktiven RgDAAO in den Stdmmen 3D7 IMS

RgDAAOWT und 3D7 IMS RgDAAOR?84  Immunofluoreszenz-Firbung einer asynchro-
nen Kultur der Stidmme mit IMS RgDAAOWT (oben) und IMS RgDAAOR?85A (unten)
von Ring-, Trophozoit- und Schizont-Stadien bei einem Selektionsdruck von 15 pg/ml
Blasticidin. Folgende Signale wurden untersucht von 1. nach r.: transmitted light zeigt
die mit P. falciparum infizierten Erythrozyten im Durchlicht, DAPI zeigt die mit DAPI
angefiarbten Nuklei der Parasiten, a-HA ist das Signal des Sekundéarantikorpers Alexa488
gegen den a-HA Primérantikorper , der die Lokalisation der RgDAAO zeigt, MTO steht
fiir MitoTracker orange CMTM Ros mit dem die Mitochondrien angefirbt wurden. Mer-
gel ist die Uberlagerung der Kanile a-HA und MTO, bei Mergell sind die Kanile DAPI,
a-HA und MTO zusammengelagert und Merge all vereinigt alle Signale in einem Bild.
Gezeigt sind reprasentative Zellen der fixierten Probe. Alle Bilder wurden bei identischen
Parametern mit einem Konfokal-Mikroskop im Z-Stack-Format aufgenommen und zur
Vergleichbarkeit identisch ausgewertet. Aus dem Z-Stack ist jeweils dieselbe reprasenta-
tive Ebene fiir alle Kanile abgebildet. Der Mafsstabsbalken entspricht 2 pm.

Das a-HA-Signal ist im Allgemeinen sehr stark, so dass die korrekte Lokalisation des En-

zyms RgDAAOYT bzw. RgDAAOR?A bestitigt werden konnte.
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Wie bereits in der Verdauungsvakuole, konnte auch bei den Stimmen mit IMS RgDAAOWT
und IMS RgDAAOR?85A kein a-HA-Signal detektiert werden. Die korrekte Lokalisation im
mitochondrialen Intermembranraum konnte fiir diese transgenen Stidmme nicht nachge-
wiesen werden, obwohl auch hier der Selektionsdruck bereits auf 15 pg/ml Bla angehoben
wurde. Zusammengefasst konnte ein a-HA Signal bei den Stimmen mit Cyto RgDAAOWT
bzw. RgDAAOR?A ynd Mito RgDAAOWY bzw. RgDAAOR?85A im erwarteten Komparti-
ment, bei einem Selektionsdruck von 4 ng/ml Bla, detektiert werden. In der mitochondria-
len Matrix konzentrierte sich das a-HA-Signal der RgDAAOYT bzw. RgDAAQOR?85A meist
auf einen Punkt und war nicht gleichméfig im Kompartiment verteilt (Abb. [3.12] Mergel).
Im Cytosol hingegen war die Verteilung des gebildeten Redoxenzyms RgDAAOWYT bzw.
RgDAAORZA gleichmiiRig verteilt, eine Colokalisation mit dem Mitochondrien konnte
erwartungsgemif ausgeschlossen werden (Abb. [3.10f Mergel). Bei den Stdmmen mit DV
RgDAAOWYT bzw. DV RgDAAORZA ynd IMS RgDAAOWYT bzw. IMS RgDAAQR285A
blieb das a-HA Signal, selbst bei erhhtem Selektionsdruck von 15 pg/ml Blasticidin aus.
Aufgrund des fehlenden transgenen Stamms mit DV RgDAAOR?A wurde noch keine
Westernblotanalyse des Stamms mit DV RgDAAOW?T durchgefiihrt, es kann daher keine
Aussage dariiber getroffen werden, ob das Redoxenzym in diesem Stamm iiberhaupt gebil-
det wird. Die Lokalisation des Redoxenzyms konnte fiir den Stamm mit DV RgDAAOW™
nicht bestimmt werden, weder in der Verdauungsvakuole, noch in einem anderen Kom-
partiment (Abb. . Das konnte einerseits daran liegen, dass das Enzym in diesem
Stamm nicht gebildet wurde oder der Tag in der Verdauungsvakuole durch Proteasen
entfernt wurde und daher das Enzym nicht detektierbar war. Auch fiir die Stimme mit
IMS RgDAAOWT bzw. IMS RgDAAOR?A konnte das Enzym nicht lokalisiert werden
(Abb. , obwohl eine Bildung des Enzyms mittels Westernblotanalyse nachgewiesen
werden konnte (Abb. unten), allerdings ist diese Methode auch sensitiver als die
IFA-Mikroskopie-Methode. Der mitochondriale Intermembranraum ist zudem ein kleines
Kompartiment, in der die Konzentration des Redoxenzyms vermutlich zur Detektion zu

gering ist. Bei den verwendeten Zielsequenzen handelt es sich jeweils um N-terminale
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Prasequenzen der in Tabelle angegebenen Gene. Der 3xHA-Tag ist jeweils zwischen
der Zielsequenz und dem Redoxenzym lokalisiert. Fiir die Stimme mit Cyto RgDAAOWT
oder RgDAAOR2854 jst, der 3xHA-Tag N-terminal beziiglich dem RGDAAO-Gen, da hier

keine Zielsequenz im Plasmid vorhanden ist.

3.2.5 Bestimmung der ICso-Werte der transgenen Stamme mit

RgDAAOWT oder RgDAAOR?8%A fiir Paraquat

Basierend auf der Hypothese, dass oxidativer Stress eine entscheidende Rolle fiir die cy-
totoxischen Effekte von Antimalariamitteln spielt [127], [I74], [I75], [I76], sollte unter-
sucht werden ob erhohte Wasserstoffperoxidkonzentrationen in verschiedenen Komparti-
menten von P. falciparum die Sensitivitdt des Parasiten gegeniiber Antimalariamitteln
beeinflussen. Dafiir wurden transgene Stdmme eingesetzt, die das Redoxenzym RgDAAO
(RgDAAOYT) im Cytosol (Cyto), der mitochondrialen Matrix (MitoM), dem mitochon-
drialen Intermembranraum (IMS) oder der Verdauungsvakuole (DV) enthalten. Durch
exogene Zugabe der D-Aminosduren D-Alanin, D-Methionin und D-Valin sollte kompar-
timentspezifisch die Wasserstoffperoxidkonzentration erhéht werden. Durch Verwendung
des pHBIRH Plasmids mit RGDAAQ als Transgen und der Blasticidin-S-Deaminase als
Selektionsmarker wurde die Menge an gebildeter RgDAAO und somit auch die resultie-
rende Wasserstoffperoxidkonzentration abhéngig von der Blasticidinkonzentration titriert
[154]. Als Negativkontrolle wurden Stdmme verwendet, die eine mutierte, inaktive Form
der RgDAAO (RgDAAOR?%4) in den jeweiligen Kompartimenten enthielten. Leider konn-
te der Stamm 3D7 DV RgDAAOR?54 zum Transport des mutierten Redoxenzyms in die
Verdauungsvakuole nicht erfolgreich erzeugt werden. Daher wurden keine 1C5;-Messungen
fir die Stimme 3D7 DV RgDAAOWYT und 3D7 DV RgDAAOR?5A durchgefiihrt. Die
Methode zur Messung der ICsy-Werte wurde zunichst fiir Paraquat als Positivkontrolle
etabliert. Paraquat ist eine quaterndre Ammoniumverbindung und gehért zur Klasse der
Bipyridin-Herbizide [I77]. Durch Aufnahme eines Elektrons z. B. aus der mitochondria-

len Elektronentransportkette oder dem Hiamoglobinmetabolismus (Oxidation von Fe*™ zu
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Fe?") wird das Paraquat-Kation zum Radikal reduziert. Das Radikal stoRt das iiberschiis-
sige Elektron an ein Sauerstoffmolekiil ab, wobei ein Superoxidanion entsteht und das

Paraquat-Kation regeneriert wird (Abb. [3.14)) [178].

NN

©
H3C—N@—</3N®—CH3 0,
Ho—No H—  Nch of

Abbildung 3.14: Redoxzyklus von Paraquat. Das freie Paraquatkation geht durch Aufnahme eines Elek-
trons in ein freies Radikal iiber. Das Elektron, welches in P. falciparum beispielsweise
aus der Elektronentransportkette oder dem Eisenmetabolismus stammen kann, wird wei-
ter auf molekularen Sauerstoff iibertragen, wobei ein Superoxidanion gebildet wird, das
Paraquatkation wird regeneriert und kann in einem weiteren Zyklus erneut reduziert
werden [178], [179].

Paraquat wurde bereits als Superoxidanionen erzeugendes Reagenz in P. falciparum fiir
eine Studie {iber vererbten Glutathionreduktase Mangel von Gallo et al. verwendet [I80].
Der IC5p-Wert von Paraquat liegt demnach im Pf3D7W?' Stamm bei 53 pM [180]. Die Ex-
perimente wurden in 96-Well Platten angesetzt nach dem Pipettierschema in Abbildung
2.5l Die IC50-Werte wurden bei zwei unterschiedlichen Blasticidinkonzentrationen von 4
und 15 pg/ml gemessen. Durch den héheren Selektionsdruck sollte der Einfluss einer gro-
fseren Menge des gebildeten Redoxenzyms RgDAAQO auf den IC5p-Wert untersucht werden.
Unterschiedliche D-Aminosauren wurden eingesetzt, um die Wasserstoffperoxidkonzentra-
tionen in den verschiedenen Kompartimenten zu erhéhen und eventuelle Eigenheiten in
der Wirkweise der D-Aminoséduren zu beobachten und potenzielle aminosdurespezifische
Effekte von kompartimentspezifischen Effekten zu unterscheiden. Als Negativkontrollen
wurden die IC5o-Werte zusitzlich fiir Stimme mit RgDAAOYT und RgDAAOR?84 jeweils

ohne Zugabe von D-Aminosduren gemessen.
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Abbildung 3.15: IC5o-Werte der Stimme 3D7 RgDAAOWT

MitoM RgDAAQWT/R285A (hellblau, dunkelblau)

partimente mit Paraquat und D-Alanin (D-Ala). Untersucht wurden die Stdmme mit Cy-
und IMS RgDAAOWT/R285A (1ila rot) bei 4 (oben) bzw. 15 pg/ml Bla (unten). [D-Ala]

to RgDAAOWT/R285A (16t orange),

betrug 5 mM, [Paraquat]| lag zwischen 1-6667 nM. Die Graphen zeigen die Auftragung

des parasitdren Wachstums in % gegen [Paraquat| in pM. Das Balkendiagramm zeigt
die IC59-Werte und die in SigmaPlot 13 mittels One-way ANOVA ermittelten P-Werte

(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0.001).

n>3x1.
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Werte der Stimme 3D7 RgDAAOWT
partimente mit Paraquat und D-Methionin
mit Cyto RgDAAOQWT/R285A (1ot orange

Abbildung 3.16: ICxq

D-Met). Untersucht wurden die Stdmme

(

MitoM RgDAAOWT/R285A (hellblau, dun-

);

[D-Met] betrug 5 mM, [Paraquat] lag zwischen 1-6667 pM. Die Graphen zeigen die Auf-

kelblau) und IMS RgDAAOWT/R285A (lila, rot) bei 4 (oben) bzw. 15 pg/ml Bla (unten).

tragung des parasitiren Wachstums in % gegen [Paraquat] in pM. Das Balkendiagramm
zeigt die IC50-Werte und die in SigmaPlot 13 mittels One-way ANOVA ermittelten P-

Werte (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0.001).

n>3x1.
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Prinzipiell wurden durch die erh6hten Wasserstoffperoxidkonzentrationen Verschiebungen
der IC5o-Werte erwartet, die Aufschluss iiber die Anpassung des Parasiten an die geén-
derten Redoxbedingungen geben sollen. Wie genau diese ausgepriagt waren, wurde im
Folgenden anhand der Balkendiagramme und der zugehorigen 1Cso-Werte der Abbildun-
gen |3.15] |3.16] [3.17| beschrieben.

ICso-Werte der transgenen Stimme mit Cyto RgDAAOWT oder Cyto
RgDAAOR?5A fiir Paraquat

Im Folgenden wurden die Ergebnisse der ICszp-Messungen fiir die Stdmme mit Cyto
RgDAAOWYT und Cyto RgDAAOR?®A ausgewertet. Die zugehoérigen Balkendiagramme
und ICsyp-Werte wurden in den Abbildungen [3.15] [3.16] [3.17] in der Farbe rot fiir den
Stamm mit Cyto RgDAAOWT und in orange mit Cyto RgDAAQOR?A ahgebildet.

Bei einem Selektionsdruck von 4 pg/ml Blasticidin wurde beobachtet, dass der Stamm
mit Cyto RgDAAOWT mit und ohne Zugabe von D-Alanin hochsignifikant héhere I1Cs-

OR285A mit und ohne D-Alanin

Werte aufwies im Vergleich zum Stamm mit Cyto RgDAA
(Abb. oben). Der 1C50-Wert des Stamms mit Cyto RgDAAOWT war nach Zugabe
von D-Alanin um 14 % niedriger vergleichen mit dem Stamm mit Cyto RgDAAQRA,
Der Unterschied war hochsignifikant. Hier kdnnte der niedrigere 1Cso-Wert des Stamms
mit Cyto RgDAAOWT nach Zugabe von D-Alanin durch das gebildete Wasserstoffperoxid
erkldrt werden, das den Parasiten sensitiver gegeniiber Paraquat macht. Im Stamm mit
Cyto RgDAAOWT ohne D-Alanin wurde vermutlich kein (oder weniger, siehe Diskussion)
Wasserstoffperoxid gebildet und war daher auch weniger sensitiv gegeniiber Paraquat.
Fiir den Stamm mit Cyto RgDAAOR?®4 wurde mit oder ohne Zugabe von D-Alanin kein
Unterschied zwischen den ICso-Werten festgestellt. Der 1C50-Wert des Stamms mit Cyto
RgDAAOWYT mit D-Alanin lag bei 121 pM Paraquat und war mit 31 % hochsignifikant gro-
fer verglichen mit dem IC5-Wert des Stamms mit Cyto RgDAAOR?4 mit D-Alanin. Ein
dhnlicher Zusammenhang ergab sich fiir den Stamm mit Cyto RgDAAOWT ohne Zugabe

von D-Alanin, dessen ICsp-Wert um 46 % hoher war als der ICs-Wert des Stamms mit
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Cyto RgDAAOR?4 ghne Zugabe von D-Alanin. Die Anwesenheit von Cyto RgDAAOWT,
scheint den Parasiten unabhéngig von der Zugabe von D-Alanin widerstandsfihiger gegen-
iiber Paraquat gemacht zu haben. Der Parasit adaptierte sich vermutlich an die gesteiger-
te Wasserstoffperoxidkonzentration im Falle einer Zugabe von D-Alanin. Dass der gleiche
Effekt auch ohne Zugabe von D-Alanin beobachtet wurde deutete auf einen endogenen
D-Aminosauremetabolismus in P. falciparum hin. Im Gegensatz zu den hochsignifikanten
Unterschieden zwischen den ICs,-Werten des Stamms mit Cyto RgDAAOWYT mit oder
ohne D-Alanin, wurden fiir diesen Stamm bei Experimenten mit oder ohne Zugabe von
D-Methionin (Abb. oben) oder D-Valin (Abb. oben) keine Unterschiede zwi-
schen den ICsp-Werten festgestellt. Stattdessen wurde fiir den ICso-Wert des Stamms mit
Cyto RgDAAORA mit D-Methionin ein schwach signifikanter Abfall um 24 % im Ver-
gleich zum Stamm mit Cyto RgDAAOR?8A ohne D-Methionin beobachtet. Der Stamm
mit Cyto RgDAAOR?A konnte in diesem Fall ohne Zugabe von D-Methionin besser mit
Paraquat umgehen als der Stamm mit mutiertem Enzym bei Zugabe von D-Methionin,
was auf eine geringe Toxizitdt von D-Methionin hindeuten konnte (dies konnte jedoch bei
15 pg/ml Blasticidin oder in anderen Kompartimenten nicht reproduziert werden). Bei
analogen Experimenten mit D-Alanin und D-Valin wurden keine Unterschiede bei den
Stdmmen mit Cyto RgDAAOR?4 beobachtet.

Bei Erhohung des Selektionsdrucks auf 15 pg/ml Blasticidin wurde festgestellt, dass die
[C50-Werte des Stamms mit Cyto RgDAAOWY unabhiingig von der Zugabe von D-Alanin
deutlich erhéht waren im Vergleich zum Stamm mit RgDAAQR2854
von D-Alanin (Abb. unten). Die Unterschiede waren jeweils hochsignifikant. Diese

mit oder ohne Zugabe

Beobachtung wurde bereits bei einem Selektionsdruck von 4 pg/ml gemacht, war dort
aber stirker ausgeprégt (Abb. oben). Das heifst, dass auch hier die Anwesenheit von
RgDAAOWT im Cytosol den Parasiten vermutlich unempfindlicher gegeniiber Paraquat
gemacht hat und das unabhéngig davon, ob D-Alanin zugegeben wurde oder nicht. Da-
bei war der ICso-Wert des Stamms mit Cyto RgDAAOR?A bei Zugabe von D-Alanin

OWT

um 21 % niedriger als der des Stamms mit funktionalem Enzym RgDAA im Cyto-
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OR284 im Cytosol zeigte in Abwesenheit

sol. Der Stamm mit inaktivem Enzym RgDAA
von D-Alanin einen um 11 % gesenkten ICso-Wert im Vergleich zum Stamm mit Cyto
RgDAAOWT, Vergleichbare Effekte waren fiir die analogen Experimente mit D-Methionin
zu beobachten (Abb. [3.16] unten) und wurden daher nicht erneut erliutert. Zudem gab
es eine signifikante Abweichung des ICs-Werts des Stammes mit Cyto RgDAAOWT nach
Zugabe von D-Alanin, der im Vergleich zum gleichen Stamm ohne D-Alanin um 8 % hoher
war. Der Parasit konnte in Anwesenheit des Enzyms RgDAAOWT im Cytosol bei Zugabe
von D-Alanin besser mit Paraquat umgehen als ohne D-Alanin. Die IC5p-Werte des ana-
logen Experiments mit bzw. ohne Zugabe von D-Methionin zeigten keinen signifikanten
Unterschied. Auch die IC5p-Werte des Stamms mit Cyto RgDAAOR?A unterschieden
sich mit oder ohne Zugabe der D-Aminosiuren D-Alanin (Abb. [3.15 unten) oder D-
Methionin (Abb.[3.16] unten) nicht voneinander. Die Parasiten waren in Anwesenheit von
RgDAAOR®A im Cytosol unabhingig von der Zugabe einer D-Aminosiure sensitiver ge-

geniiber Paraquat als Parasiten mit Cyto RgDAAOWY?T. Mit D-Valin wurden bei einem
Selektionsdruck von 15 pg/ml Bla keine Messungen durchgefiihrt.

ICso-Werte der transgenen Stimme mit MitoM RgDAAOWT oder MitoM
RgDAAOR?5A fiir Paraquat

Im Folgenden wurden die Ergebnisse der ICs-Messungen fiir die Stimme mit MitoM
RgDAAOWYT und MitoM RgDAAOR?A ausgewertet. Die zugehorigen Balkendiagramme
und IC5p-Werte wurden in den Abbildungen [3.15] [3.16] [3.17] in der Farbe tiirkis fiir den
Stamm mit MitoM RgDAAOWT und in dunkelblau fiir MitoM RgDAAOR2854 abgebildet.
Bei einem Selektionsdruck von 4 ng/ml Bla wurde fiir den Stamm mit MitoM RgDAAOWT

nach Zugabe von D-Methionin der stirkste Anpassungseffekt der Parasiten beobachtet,
der verglichen mit den 1Cso-Werten der anderen untersuchten Stdmme aufgetreten ist.
Der IC50-Wert liegt bei 289 pM Paraquat und somit 39 % {iber dem des Stammes mit
MitoM RgDAAOW?T ohne Zugabe von D-Methionin. Der Unterschied war hochsignifikant.

OWT

Die Parasiten waren in Anwesenheit von RgDAA in der mitochondrialen Matrix
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nach Zugabe von D-Methionin erheblich widerstandsfiahiger gegeniiber Paraquat als in
Abwesenheit von D-Methionin. Ein sehr starker, hochsignifikanter Anpassungseffekt des
Parasiten wurde auch bei Zugabe der D-Aminoséduren D-Valin (Abb. oben) und
D-Alanin (Abb. 3.15] oben) beobachtet. Dies kénnte beispielsweise an hohen Konzen-
trationen von D-Aminosduren oder dem Redoxenzym RgDAAQO in der mitochondrialen
Matrix liegen. Daraus folgt vermutlich eine starkere Praadaptation der Parasiten, die die
funktionale RgDAAOWT in der mitochondrialen Matrix enthalten, verglichen zu anderen
Kompartimenten. Durch Zugabe von D-Alanin war der resultierende Anpassungseffekt der
Parasiten nicht ganz so stark ausgeprigt, was sich in einem niedrigeren I1C5y-Wert von 180
pM Paraquat widerspiegelte (Abb. [3.15] oben). Ein Vergleich der IC5-Werte des Stamms
mit MitoMRgDAAOR?A ergab keinen signifikanten Unterschied mit oder ohne Zugabe
von D-Methionin (Abb. [3.16] oben) bzw. D-Valin (Abb. oben). Das bedeutet, dass
die Sensitivitit der Parasiten mit MitoM RgDAAQOR?8A gegeniiber Paraquat nicht durch
die Zugabe von D-Methionin und D-Valin beeinflusst wurde. Die Zugabe von D-Alanin
zu einem Stamm mit MitoM RgDAAOR?A hatte einen mit 11 % signifikant hoheren
IC50-Wert im Vergleich zum Stamm mit MitoM RgDAAOR?85A ghne D-Alanin zur Folge.
Hier wurden die Parasiten mit MitoM RgDAAOR?85A durch Zugabe von D-Alanin wider-
standsfahiger gegeniiber Paraquat als in Abwesenheit von D-Alanin. Der 1C5o-Wert des
Stamms mit MitoM RgDAAOWYT mit D-Methionin (Abb. [3.16, oben) war 60 % hoher im
Vergleich zum Stamm mit MitoM RgDAAOR?84 mit D-Methionin. Fiir die Zugabe der
D-Aminoséduren D-Alanin (Abb. 3.15] oben) und D-Valin (Abb. [3.17 oben) wurde ein
dhnlicher Effekt beobachtet. Die Parasiten kamen durch Anwesenheit von RgDAAOW?
in der mitochondrialen Matrix und Zugabe einer der getesteten D-Aminosdure erheblich
besser mit Paraquat zurecht als ein Stamm mit MitoM RgDAAOR?84 nach Zugabe einer
der getesteten D-Aminosduren. Auch der Stamm mit MitoM RgDAAOWT ohne die ge-
testeten D-Aminosduren war widerstandsfahiger gegeniiber Paraquat als der Stamm mit
MitoM RgDAAOR?5A ohne D-Aminosiure. Dass die Sensitivitit des Stamms mit MitoM

RgDAAOWT gegeniiber Paraquat geringer war, als im Stamm mit MitoM RgDAAQR2854
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deutet erneut auf das Vorhandensein eines D-Aminosduremetabolismus in P. falciparum
und auf eine Praadaptation der Parasiten hin.

Bei einem Selektionsdruck von 15 pg/ml Blasticidin konnten die bei 4 pg/ml Blasticidin
beobachteten Effekte nur teilweise reproduziert werden. Der 1C5o-Wert des Stamms mit
MitoM RgDAAOWT war nach Zugabe von D-Methionin (Abb. [3.16] unten) etwas gerin-
ger als bei niedrigem Selektionsdruck von 4 pg/ml Blasticidin. Die Parasiten wurden bei
hoherer Blasticidinkonzentration und somit groferer Menge des Enzyms RgDAAOWT in
der mitochondrialen Matrix wieder geringfiigig sensitiver gegeniiber Paraquat. Trotzdem
lag der ICso-Wert des Stamms mit MitoM RgDAAOWYT mit D-Methionin hochsignifikant
37 % iiber dem des Stammes mit MitoM RgDAAOWY? ohne D-Methionin. Die verringerte
Sensitivitit des Stammes mit MitoM RgDAAOWT war vermutlich auf die Zugabe von D-
Methionin zuriickzufiihren. Ein weiterer hochsignifikanter Unterschied bestand zwischen
dem ICsp-Wert des Stamms mit MitoM RgDAAOWY! in Anwesenheit von D-Methionin
und dem ICgo-Wert des Stamms mit MitoM RgDAAOR?8%A mit D-Methionin. Der Effekt

OWT in der mitochondrialen Ma-

ist somit wahrscheinlich auf die Anwesenheit von RgDAA
trix des Parasiten zuriickzufiihren. Der IC5-Wert des Stamms mit MitoM RgDAAOWT
war nach Zugabe von D-Alanin (Abb. [3.15] unten) deutlich niedriger als bei einem Se-
lektionsdruck von 4 pg/ml Blasticidin (Abb. [3.15] oben). Die Parasiten wurden durch
Zugabe von D-Alanin bei hoherem Selektionsdruck von 15 g/ml Blasticidin deutlich sen-
sitiver gegeniiber Paraquat als ohne D-Alanin. Der ICs;o-Wert des Stamms mit MitoM
RgDAAOWT nach Zugabe von D-Alanin lag 21 % unter dem des Stammes mit MitoM
RgDAAOWT ohne D-Alanin. Der Unterschied war signifikant. In diesem Fall waren die

OWT in der mitochondrialen Matrix oh-

Parasiten in Anwesenheit des Enzyms RgDAA
ne D-Alanin widerstandsfahiger gegeniiber Paraquat als mit D-Alanin. Dabei handelte es
sich um eine Anomalie, die nur einmal in 5 Experimenten auftrat (Abb. unten). Ein
weiterer hochsignifikanter Unterschied der IC5o-Werte ergab sich zwischen dem Stamm
mit MitoM RgDAAOWYT ohne D-Alanin und dem Stamm mit MitoM RgDAAOR?85A ohne

OWT

D-Alanin. Die Parasiten konnten in Anwesenheit von RgDAA in der mitochondrialen
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Matrix besser mit Paraquat zurecht kommen als in Anwesenheit des inaktiven Enzyms
RgDAAOR?A  wag erneut fiir eine Pridadaptation der Parasiten, sowie einen endoge-
nen D-Aminosduremetabolismus in P. falciparum spricht. Mit D-Valin wurden bei einem

Selektionsdruck von 15 pg/ml keine Messungen durchgefiihrt.

ICso-Werte der transgenen Stimme mit IMS RgDAAOWT oder IMS
RgDAAOR?5A fiir Paraquat

Dann wurden die Ergebnisse der ICso-Messungen fiir die Stimme mit IMS RgDAAOWT
und IMS RgDAAORA ausgewertet. Die zugehérigen Balkendiagramme und I1Cs,-Werte
wurden in den Abbildungen [3.15] [3.16] [3.17] in der Farbe lila fiir den Stamm mit IMS
RgDAAOWYT und in rot fiir IMS RgDAAORZA abhgebildet.

Der Stamm mit TMS RgDAAOWT zeigte bei einem Selektionsdruck von 4 yg/ml Blasti-

cidin keine Unterschiede beziiglich der 1C5p-Werte mit bzw. ohne Zugabe von D-Alanin
(Abb. oben), D-Methionin (Abb. B.16] oben) oder D-Valin (Abb. [3.17). Die ICj5-
Werte liegen zwischen 90-104 pM Paraquat. Auch fiir den Stamm mit IMS RgDAAQR2854
wurden mit oder ohne Zugabe der D-Aminoséure, D-Alanin (Abb. oben), D-Methionin
(Abb. 3.16] oben) oder D-Valin (Abb. kein Unterschied zwischen den ICs-Werten
beobachtet, die ebenfalls in einem Bereich zwischen 87-104 pM Paraquat lagen. Eine Aus-
nahme bildete der Stamm mit IMS RgDAAOR?%4 nach Zugabe von D-Alanin, dessen
IC50-Wert im Vergleich zum Stamm mit IMS RgDAAOR?%A pnach Zugabe von D-Alanin
schwach signifikant hoher war. Die exogene Zugabe von D-Alanin hatte im Stamm mit
funktionaler IMS RgDAAOWT gof. zur Folge, dass Wasserstoffperoxid produziert wurde,
wodurch es zu einer erhShten Sensitivitdt der Parasiten gegeniiber Paraquat kam.

Durch Erhohung des Selektionsdrucks auf 15 pg/ml Blasticidin wurde die Menge an
RgDAAOWYT bzw. RgDAAOR?8A vermutlich im mitochondrialen Intermembranraum ge-
steigert. Zunichst fiel auf, dass der Stamm mit IMS RgDAAOWT hohere IC5-Werte
aufwies im Vergleich zum Stamm mit IMS RgDAAOR?A Fiir den Stamm mit IMS
RgDAAOWT gab es keinen Unterschied zwischen den I1Cso-Werten mit oder ohne Zugabe

129



3.2. UNTERSUCHUNG DER OXIDATIVEN STRESS-HYPOTHESE IN
ASEXUELLEN BLUTSTADIEN VON P. FALCIPARUM

von D-Alanin oder D-Methionin. Auch die IC5o-Werte des Stamms mit IMS RgDAAQR2854A
wiesen unabhéngig von der Zugabe von D-Alanin oder D-Methionin keine Unterschiede
auf. Die Anwesenheit des Enzyms RgDAAOWT (vermutlich im mitochondrialen Inter-
membranraum) scheint bei htherem Selektionsdruck einen Anpassungseffekt der Parasiten
hervorgerufen zu haben so, dass diese besser mit Paraquat umgehen konnten, unabhéngig
davon, ob durch exogene Zugabe von D-Alanin oder D-Methionin zusétzlich Wasserstoff-
peroxid gebildet wurde. Der Stamm mit IMS RgDAAQOR?#4 zeigte einen Abfall des ICs-
Werts um 20 % nach Zugabe von D-Alanin im Vergleich zum Stamm mit IMS RgDAAOW?
mit D-Alanin. Der Unterschied war hochsignifikant. Die Anwesenheit von RgDAAOWT
(vermutlich im mitochondrialen Intermembranraum) scheint trotz Zugabe von D-Alanin
und daraus folgender Bildung von Wasserstoffperoxid, einen Anpassungseffekt im Para-
siten hervorgerufen zu haben, wodurch der Stamm unempfindlicher gegeniiber Paraquat
war. Bei den Negativkontrollen zeichnete sich ein dhnlicher Effekt ab, der IC5p-Wert des
Stammes mit IMS RgDAAOR?54 ohne D-Alanin war um 16 % niedriger verglichen mit
dem des Stammes mit IMS RgDAAOW?, der Unterschied war hochsignifikant. Die Anwe-
senheit von RgDAAOWT (vermutlich im mitochondrialen Intermembranraum) verursach-
te auch ohne Zugabe von D-Alanin einen Anpassungseffekt im Parasiten, wodurch der
Stamm unempfindlicher gegeniiber Paraquat wurde. Der beobachtete Anpassungseffekt
musste durch die Anwesenheit von RgDAAOWT (vermutlich im mitochondrialen Inter-
membranraum) hervorgerufen worden sein da er unabhingig von der exogenen Zugabe
von D-Alanin auftrat. Das konnte wiederum auf einen D-Aminosduremetabolismus in P.
falciparum hindeuten. Der 1C5o-Wert des Stammes mit IMS RgDAAOW?T stieg nach Zu-
gabe von D-Methionin hochsignifikant um 44 % im Vergleich zum IC5-Wert des Stamms
mit IMS RgDAAOR?®A _ Bei der Negativkontrolle lag der ICso-Wert des Stamms mit IMS
RgDAAOWT ohne D-Methionin um 43 % hoher im Vergleich zum ICso-Wert des Stamms
mit IMS RgDAAOR?85A Der Grund des hochsignifikanten Unterschieds war wiederum ein
Anpassungseffekt des Parasiten verursacht durch die Anwesenheit des RgDAAOV! En-

zyms (vermutlich im mitochondrialen Intermembranraum) unabhéngig von der Zugabe
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von D-Methionin, der den Parasiten unempfindlicher gegeniiber Paraquat macht (im Ver-
gleich zum Stamm mit IMS RgDAAOR?85A mit oder ohne D-Methionin). Die 1Cso-Werte
der Staimme mit IMS RgDAAOW?T waren mit oder ohne Zugabe von D-Methionin 21-24
% hoher im Vergleich zu denen mit oder ohne Zugabe von D-Alanin. Mit D-Valin wurden
bei einem Selektionsdruck von 15 pg/ml keine Messungen durchgefiihrt.

Zusammengefasst wurde in den meisten Féllen ein héherer 1C5p-Wert fiir Stdmme mit
RgDAAOWT Enzym unabhingig von der Zugabe einer D-Aminoséure im Vergleich zu
Stimmen mit RgDAAOR?®A Enzym beobachtet. Das bedeutet, dass unabhingig von
der Zugabe einer D-Aminoséiure die Parasiten in Anwesenheit des RgDAAOWYT Enzyms
weniger sensitiv gegeniiber Paraquat waren. Die Parasiten konnten sich offenbar an die er-
hohten Wasserstoffperoxidkonzentrationen in Anwesenheit von D-Aminosduren adaptieren
und konnten durch diesen Anpassungseffekt sogar besser mit Paraquat umgehen als Stam-
me mit inaktiver RgDAAQ, die iiberhaupt nicht mit der zusatzlichen Bildung von Wasser-
stoffperoxid konfrontiert waren. FEigentlich wire eine gesteigerte Sensitivitat der Parasiten
gegeniiber Paraquat zu erwarten gewesen, da sie bereits durch die Bildung von Wasserstoft-
peroxid geschwécht sein mussten. Da die Parasiten auch ohne Zugabe von D-Aminoséduren
einen vergleichbaren Anpassungseffekt zeigten, kénnte ein D-Aminosduremetabolismus in
P. falciparum existieren. Dieser Anpassungseffekt der Parasiten zeigte sich am stirksten
fir den Stamm mit MitoM RgDAAOW? nach Zugabe einer D-Aminosiure bei einem Se-
lektionsdruck von 4 pg/ml Blasticidin. Hier war die Anwesenheit der D-Aminoséure fiir
den beobachteten Effekt entscheidend, da ein hochsignifikanter Unterschied zum I1Csq-
Wert des Stammes mit MitoM RgDAAOWT ohne D-Aminosiure bestand. Zwischen den
ICs0-Werten der Stimme mit IMS RgDAAOWYT und IMS RgDAAOR?#4 konnte erst bei
erhthtem Selektionsdruck von 15 pg/ml Blasticidin ein signifikanter Unterschied festge-

stellt werden.
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4 Diskussion

4.1 Dimedon-Projekt

In dieser Studie konnten einige der fehlenden Geschwindigkeitskonstanten aus Abbildung

erfolgreich ermittelt werden.
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Abbildung 4.1: Zusammenfassung der ermittelten und abgeschétzten kinetischen Geschwindigkeitskon-
stanten zwischen dem elektrophilen cyclischen Sulfenylamid oder der korrespondierenden
Sulfensidure mit den Nukleophilen OH", GSH und Dimedon. Tabelle gibt einen Uber-
blick {iber die Geschwindigkeitskonstanten potenzieller Konkurrenzreaktionen zur Detek-
tionsreaktion zwischen Dimedon und Sulfensureresten [1].

Sie sind in Tabelle [4.IJund Abbildung [4.1]im Vergleich mit Literaturwerten zusammenge-
fasst. Basierend auf den Ergebnissen kann die Reaktivitdt und Selektivitdt von Dimedon,
verglichen mit seinen potenziellen Konkurrenz-Nukleophilen OH™ und GSH, gegeniiber

Sulfensiduren und den konkurrierenden Off-Targets wie beispielsweise cyclischen Sulfe-
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nylamiden, ausfiihrlich diskutiert werden. Zur Diskussion werden auch die Kompetiti-
onsassays mit einbezogen, die von M. sc. Lukas Lang in wvitro mittels der Stopped-flow
Methode und von Dr. Yannik Zimmermann in vivo in S. cerevisiae fiir die Publikation

von Bischoff et al. [I] durchgefiithrt wurden.

Tabelle 4.1: Vergleich der Geschwindigkeitskonstanten aus Abb. mit Literaturwerten. Anmerkungen
a) fiir GS~ ~1 x 10" M s71. b) In ACN mit 570 uM HO. ¢) in vitro GSH-Dim Kompetitions-

Assay [1].
Elektrophil Nukleophil Geschwindig- | Temperatur | pH-Wert
keits- (°C)
konstante
(M1 s™)
Dipeptid SA OH- ky—8,6 x 10° 25 variable
Dipeptid SA GSH ks—3,1x 1052 | 25 7,4
Dipeptid SA Dimedon ks=2,7 P 25 ~5,0
Dipeptid-SOH [160] Dimedon k,=15 RT 7,4
Dipeptid-SOH Dimedon k;=12 RT 7.4
Cystein-SOH [181] Cystein k, > 10° 18 7,0
GSOH GSH ky, > 10° ¢ RT 7,4
GSOH Dimedon k,=nicht RT 7,4
detektierbar
Serum Albumin-SOH | Cystein k=22 25 7.4
[63]
Serum Albumin-SOH | GSH ki=2,9 25 7,4
|65]
Serum Albumin-SOH | Dimedon k;=0,03 37 7,4
[65]
PfAOPMOM_SOH GSH k;—6,5 x 10° 25 7,4
[147]
PfAOPMOM_SOH Dimedon k,=nicht 25 7,4/8,0
detektierbar
AhpCC16%5_SOH [40] | Dimedon k=17 37 7,0
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4.1.1 Reaktivitat und Selektivitat von Dimedon gegeniiber
Sulfensauren unter Beriicksichtigung potenzieller

Konkurrenz-Elektrophile und Nukleophile

Forman et al. [46] zeigten, dass Dimedon in Reaktion mit einem nicht-peptidischen Sulfen-
amid die gleiche Thioether-Struktur bildet, wie bei Reaktion mit der Sulfenséure. Beide
Thioether-Strukturen sind massenspektrometrisch nicht unterscheidbar. Die qualitativen,
massenspektrometrischen Daten von Forman et al. [46] lieken die Vermutung autkommen,
dass Dimedon nicht zwischen peptidischen Sulfensduren und cyclischen Sulfenylamiden
unterscheiden kann, was in dieser Arbeit bestétigt werden konnte. Die Geschwindigkeits-
konstanten beider Reaktionen sind dhnlich. Fiir die Reaktion zwischen Dimedon und der
Sulfenséure in 33 % ACN und 67 % PBS bei pH 7,4 betrigt ;=15 M s'. Die Ge-
schwindigkeitskonstante der direkten Reaktion zwischen Dimedon und SA wurde in ACN
mit einem Wasseranteil von 560 pM bei einem pH-Wert von ungefihr 5 gemessen und
betrigt ks—2,7 M! s7L. Es ist zu beachten, dass die Messbedingungen beider Reaktionen
nicht identisch waren. Sie wurden so gewihlt, um kontrollieren zu kénnen, welche Spezi-
es gerade mit Dimedon reagiert. Die Ringoffnungsreaktion von SA in Abhingigkeit der
[OH] ist mit k,=8,6 x 10* M* ' um mehr als drei Grokenordnungen schueller als die
Reaktion mit Dimedon. Allerdings lasst sich dieser kinetische Vorteil der Ringoffnungs-
reaktion durch das Erhéhen der Dim-Konzentration auf > 1 mM kompensieren. [Dim]
ist dann 4 x 10* > |[OH|. Es ist anzunehmen, dass k5 mit zunehmendem pH-Wert > 5.0
groker wird, da mit steigender Dimedon-Carbanionen-Konzentration auch die Reaktivitat
von Dimedon gegeniiber SA erhoht wird. Allerdings muss beachtet werden, dass diese
Interpretationen auf Messungen basieren, die in ACN mit maximal 570 ptM Wasser und
nicht in wassrigem PBS-Puffer durchgefiihrt wurden. Ein weiteres bedeutendes Ergebnis
ist, dass die Reaktivitdt von GSH bei physiologischen Konzentrationen die Reaktivitit
von Dimedon als Nukleophil bei der Detektion von SA bzw. der korrespondierenden Sul-

fensdure um einige Grobenordnungen iibertrifft. Dieses Ergebnis wurde nicht nur fiir die
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korrespondierende Sulfensédure des Dipeptid-Modells SA beobachtet, sondern auch fiir die
im HPLC-Experiment in situ erzeugte Glutathion-Sulfensdure GSOH und fiir die Sulfen-
sdure des Modell-Enzyms PfAOP [I]. Diese Kompetition macht eine gezielte Detektion
von Sulfensduren durch Dimedon unter physiologischen Bedingungen noch unwahrschein-

licher. (iibernommen aus [IJ)

4.1.2 Reaktivitat von Dimedon gegeniiber SA und weiteren

Konkurrenz-Nukleophilen

Die UV-Vis Experimente haben gezeigt, dass die Stabilitdt von SA sehr stark pH-abhéngig
ist und zwischen den kinetisch untersuchten pH-Werten 6,4-7.9 sehr stark schwankt. Die
Stabilitdt und Detektierbarkeit von cyclischen Sulfenylamiden in biologischen Proben
kénnte daher auch vom pH-Wert des jeweiligen subzelluldren Kompartiments bzw. dem
pH-Wert des Puffers abhingen, der zur Probenpréaparation verwendet wurde. Ausschlag-
gebend fiir Stabilitdt und Reaktivitit mit Dimedon ist auch die Mikro-Umgebung des
Proteins in der sich das cyclische Sulfenylamid befindet. Ein Beispiel dafiir ist die Pro-
tein Tyrosin Phosphatase 1B (PTP1B), bei der nur die Sulfenséure mit Dimedon oder
dhnlichen Detektionsproben reagiert, nicht aber das in der Protein-Mikro-Umgebung sta-
bilisierte cyclische Sulfenylamid [182], [183]. Daher ist es wichtig jede Detektionssituation
individuell zu betrachten, da proteinspezifische Eigenschaften oft groften Einfluss auf Re-
aktivitdt und Stabilitdt haben. Modell-Peptide kénnen hier nur begrenzt helfen, da diese
proteinspezifische Eigenschaften oft nicht widerspiegeln konnen und dahingehend limitiert
sind. Da cyclische Sulfenylamide in biologischen Proben aufgrund hoher Cyclisierungsener-
gien seltener vorkommen als Sulfenséuren [68], [I84], diese aber bevorzugt mit GSH reagie-
ren, konnte es weitere elektrophile Konkurrenz-Spezies geben, die von Dimedon detektiert
werden. Dazu gehoren z.B. Persulfide (RSSH) bzw. daraus gebildete Perthiosulfensiuren
(RSSOH), die durch Reaktion von Sulfenséduren mit HyS entstehen [185], [186], [187], [188],
[189]. Es wurde zwar bereits nachgewiesen, dass Dimedon nicht mit der Persulfid-Form

von Gpx3 reagiert [I90]. Trotzdem wére es interessant, die Reaktivitéit anderer Persulfide
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mit Dimedon zu untersuchen und zu priifen, ob ein potenzielles Addukt unter Abspal-
tung von HyS zur Bildung der gleichen Thioether-Struktur fithrt, wie sie fiir SA und
Sulfensiduren nach Reaktion mit Dim gefunden wird. Die Frage, die sich stellt, ist, wie
eine Dimedondetektion in biologischen Proben bei physiologischen GSH-Konzentrationen
und der Anwesenheit anderer intrazelluliarer Konkurrenz-Nukleophile funktionieren kann,
wahrend bei in vitro Messungen die Detektionsreaktion durch GSH kinetisch um mehrere
Grofsenordnungen iibertroffen wird. Persulfide als elektrophile Off-Targets konnten eine
plausible Erkldrung fiir die Dimedondetektion in biologischen Proben sein. Eine weite-
re Erklarung wiren bislang unentdeckte Aktivierungs-Mechanismen von Dimedon etwa
durch Metall-Tonen oder durch enzymatische Aktivierung, was eine lokale Erh6hung der
Dimedon-Carbanionen-Konzentration zur Folge héitte und damit die Reaktivitit von Di-
medon gegeniiber Sulfensiuren bzw. SA erh6hen wiirde. An dieser Stelle sind weitere Stu-
dien zu potenziellen Konkurrenz-Elektrophilen und Dimedon-Aktivierungs-Mechanismen
notwendig, um die unterschiedlichen Beobachtungen zwischen in vitro und in vivo Mes-

sungen in Einklang zu bringen. (iibernommen aus [I])

4.1.3 Kritische Beurteilung der physiologischen Relevanz der

Dimedon Detektion

Wie aus den Ergebnissen der Stopped flow Messungen (Abb. hervorgeht, ist GSH Di-
medon als Nukleophil kinetisch um mehrere Grofenordnungen iiberlegen. Die Reaktivitét
der in situ gebildeten Sulfensdure GSOH mit GSH oder Dimedon ist vergleichbar mit der
Reaktivitat nicht katalytischer, oberfachenexponierter Protein-Cysteinyl-Sulfensduren, wo-
hingegen die Pf AOP™M_Sulfensiure die Reaktivitiit einer katalytischen Sulfensiure wi-
derspiegelt. Dimedon muss sich nicht nur gegen das Glutathionthiolat GS, sondern auch
gegen Protein-Cysteinyl-Thiolate beweisen. Daher ist eine hohe Reaktivitit und Selektivi-
tit gegeniiber Sulfensduren in biologischen Proben entscheidend, um sich gegen Konkur-
renzreaktionen erfolgreich durchzusetzen. Es wurden bereits Detektionsproben entwickelt,

die eine etwa 100-fach hohere Geschwindigkeitskonstante im Vergleich zu Dimedon auf-
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wiesen [160], [66]. Jedoch kann eine erhchte Reaktivitit verbesserter Detektionsproben
nicht direkt mit einer effektiveren Detektion korreliert werden, wie es von Gupta et al.
[40] basierend auf der Reaktivitéit der Sulfensdure von humanem Serumalbumin berech-
net wurde [65]. Humanes Serumalbumin reagiert sehr langsam mit GSH (Tab. [£.1), daher
kénnen Beobachtungen hinsichtlich dieses Proteins nicht generalisiert werden, schon gar
nicht wenn einer der Hauptkonkurrenzreaktionen GSH involviert. Die Detektions-Effizienz
einer Probe héngt also von den individuellen Geschwindigkeitskonstanten der konkurrie-
renden Reaktionen mit der jeweiligen Sulfenséure ab (Tab. [40]. Zudem spielt auch die
Konzentration von GS™ und anderen Protein-Cysteinyl-Thiolaten eine Rolle, die abhingig
vom Organismus und dem jeweiligen subzellularen Kompartiment sehr unterschiedlich
sein kann [61]. In E. coli betrigt die GSH-Konzentration 17 mM und in Hefe kénnte
die cytosolische GSH-Konzentration sogar bei 30 mM liegen [191], [192]. Fiir eine effekti-
ve Detektion miissen daher hohere Detektionsproben-Konzentrationen eingesetzt werden,
was zu toxischen Wirkungen, Protein-Destabilisierung oder auch zur Messung von Arte-
fakten fiihren kann. In einer Studie von Ferreira et al. wurden die Fluoreszenz-Proben
CysOx1 und CysOx2 zur Detektion von oxidativen Protein-Cystein-Modifikationen ein-
gesetzt [193]. Die Geschwindigkeitskonstanten von CysOx1 und 2 mit einem cyclischen
Sulfenylamid als Modellsubstanz lagen bei 39 bzw 390 M s, sind also mehrere Gro-
flenordnungen langsamer als eine Reaktion von SA mit GSH. Auch hier stellt sich also
die Frage wie eine effektive Detektion in HeLa-Zellen mit 5-50 pM CysOx1 und 2 in-
nerhalb einer Stunde bei physiologischen GSH-Konzentrationen funktioniert haben kann.
Eine Erklarung konnte die irreversible Markierung eines Protein-Cysteinylrestes durch
Dimedon sein, wohingegen die Glutathionylierung reversibel ist. Daduch kann es mit der
Zeit zu einer Akkumulierung Dimedon-detektierter Proteinreste kommen. Katalytische
Cysteinylreste durchlaufen in Gegenwart oxidativer Redoxspezies zahlreiche kompetitive
Redoxzyklen, was ebenfalls zu einer Akkumulation Dimedon-markierter Proteine fiihren
konnte. Nicht katalytische Cysteinylreste hingegen durchlaufen Berechnungen zufolge we-

niger als einen bzw. wenige Redoxzyklen innerhalb einer Stunde, wie beispielsweise die
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regulatorischen Cysteinylreste in PTP1B und GAPDH, die mehrere Minuten fiir einen
einzigen Redoxzyclus brauchen [61], [194], [195]. In diesem Zusammenhang kénnen repe-
titive Redoxzyklen und Akkumulation keine Erklarung fiir die effektive Detektion nicht
katalytischer Cysteinylreste bei millimolaren GSH-Konzentrationen sein. Auch die zeitab-

PLIOM s witro wurde

hingige Inaktivierung des katalytischen Cysteinylrestes von PfAO
im Steady-state-Experiment auch nach mehreren Redoxzyklen nicht beobachtet [I]. Fiir
die zahlreichen detektierten Kandidaten fiir Cysteinylreste in Proteomstudien muss eine
andere Erkldrung gefunden werden. Unter anderem konnte die sehr sensitive Messmethode
der Massenspektrometrie ein Grund fiir viele Treffer sein. Auch die Inaktivierung von Re-
doxenzymen oder die Oxidation von GSH und somit ein verdndertes Redoxgleichgewicht
sind mogliche Griinde. Eine weitere plausible Erklarung ist ein noch nicht aufgeklirter
Aktivierungsmechanismus von Dimedon bzw. Dimedon-basierten Detektionsproben, der
die Reaktivitit gegeniiber oxidierten Protein-Cysteinylresten erhoht. Entscheidend ist,
dass eine Detektionsprobe nicht allgemein fiir jedes Detektionsproblem verwendet werden
kann, nur weil sie fiir ein Modell effektiv funktioniert. Vielmehr ist es sinnvoll die Detek-

tion an das jeweilige Detektionsproblem bzw. die -umgebung anzupassen, da es zu viele

Parameter gibt, die protein- bzw. modellspezifisch sind. (iibernommen aus [I])

4.1.4 Fazit und Ausblick zum Dimedon-Projekt

Zusammenfassend zeigen die Daten dieser Studie, dass die Detektion von Proteinpepti-
den oder kleinen Modellpeptiden mit Dimedon, nicht zwangsldufig auf die Anwesenheit
von Cysteinyl-Sulfensiuren zuriickzufiihren ist [I]. In zahlreichen Studien und Verdffent-
lichung wurde jedoch immer eine hohe Selektivitdt von Dimedon gegeniiber Sulfensiu-
reresten angenommen. Diese angeblich selektive Dimedon-Detektionsreaktion bildete die
Grundlage fiir zahlreiche Sulfensdure Datensétze und Vorhersagealgorithmen [22], [156],
[157], [158], [54], [52]. Mégliche Off-Target Reaktionen wurden ausgeblendet. In Bischoff
et al. [1] konnte durch massenspektrometrische Analysen das korrespondierende cyclische

Sulfenylamid als Konkurrenzelektrophil fiir die Sulfenséure identifiziert werden. Dimedon
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wird durch mikromolare Mengen an Wasser zum Dimedon-Carbanion aktiviert, somit ist
auch bei pH~/5 eine direkte Reaktion mit dem cyclischen Sulfenylamid md&glich, auch ohne
vorherige Ring6ffnung zur Sulfenséure. In vitro und in vivo Studien, bei denen Dimedon
als Detektionsprobe verwendet wurde, deuten auf einen bisher unaufgeklarten Reaktions-
mechanismus oder eine unbekannte Redoxspezies hin, die anstatt der Sulfensdure gebildet
und detektiert wird [I]. Zudem ist GSH ein in millimolarer Konzentration vorhandenes,
sehr reaktives Konkurrenznukleophil fiir Dimedon. Daher wird fiir kiinftige Detektions-
studien empfohlen ein Kompetitionsassay mit GSH durchzufiihren. Auf diese Weise kann
die Wettbewerbsfihigkeit von nukleophilen Detektionsproben fiir cyclische Sulfenamide,
Sulfensduren oder andere elektrophile Cystein-Modifikationen gegeniiber Konkurrenznu-
kleophilen gepriift werden. Zur weiteren Untersuchung der Ringdffnungsreaktion und der
zugrunde liegenden Kinetik kénnen beispielsweise weitere Modellsubstanzen mit ande-
ren Figenschaften synthetisiert werden. Denkbar wire dabei die Verwendung alternativer
Schutzgruppen, wie Cbz- oder Dansylreste. Die dadurch gewonnenen Fluoreszenzeigen-
schaften der Modellsubstanz vereinfacht die Reaktionsverfolgung und die Detektion eines
potenziellen Dimedon-Addukts. Aukerdem koénnte versucht werden, die Loslichkeit der
Modellsubstanz in PBS-Puffer zu verbessern. So kénnen die kinetischen Analysen unter
physiologischen Bedingungen, ohne Zugabe eines organischen Loésungsmittels durchge-
fiihrt werden und wiren besser vergleichbar mit in vivo Daten. Auch beziiglich des GSH-
Kompetitions-Assays mittels HPLC (Abb. sind einige Folgeexperimente denkbar. An-
statt GSH konnte auch die Modellsubstanz SA oder modifizierte Modellsubstanzen zur in
situ Erzeugung der Sulfensdure verwendet werden. Zudem koénnen alternative Detektions-
proben eingesetzt werden, vorzugsweise mit einer verbesserten Reaktivitit gegeniiber dem
entsprechenden Elektrophil (beispielsweise die in [67] vorgeschlagenen Detektionsproben).
Diese decken eine Spanne an Geschwindigkeitskonstanten der Detektionsreaktion zwischen
k=10 M "' ! (DYn-2), vergleichbar zur Reaktion von Dim und SA /Sulfenséure, bis hin zu
BTD mit einer 100-fach hoheren Geschwindigkeitskonstante von k=1700 M s ab [67].

Bereits bestehende Daten konnten somit iiberpriift und die potenzielle Detektionsreakti-
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on von Sulfenséuren auch hinsichtlich méglicher Off-Targets genauer untersucht werden.

(iibernommen aus [I)

4.2 STRESSistance-Projekt

4.2.1 Nachweis der Bildung rekombinanter RgDAAO in P.

falciparum mittels Westernblotanalyse

Die Bildung des Redoxenzyms RgDAAO konnte mittels Westernblot-Analyse in den trans-
genen Stimmen mit Cyto, MitoM und IMS RgDAAOWYT bzw. RgDAAORA pachge-
wiesen werden. Die analysierten Stimme mit RgDAAOWT und RgDAAOR?®A zeigten
kompartimentspezifisch jeweils gleiche Signale, wihrend fiir die Negativkontrolle, den
pHBIRH-Stamm mit der RENILLA LUCIFERASE anstatt RGDAAQ erwartungsgeméf
kein Signal detektiert wurde. Die Stimme mit Cyto RgDAAOWT bzw. Cyto RgDAAQR28A,
fiir die keine Zielsequenz notwendig war zeigten eine Bande des Enzyms RgDAAO mit
N-terminalem 3xHA-Tag bei 43,8 kDa. Fiir die Stimme mit MitoM RgDAAOYT bzw.
MitoM RgDAAOR?85A ynd IMS RgDAAOWT bzw. IMS RgDAAOR?%A wurden jeweils
mehrere Banden beobachtet (Abb. , was auf eine teilweise bzw. vollstindige Abspal-
tung der Zielsequenzen durch Proteasen beim mitochondrialen Import hindeutet. Bei allen
untersuchten Staimmen war die intensivste Bande die bei 43,8 kDA, somit wurde der Grofs-
teil des Enzyms prozessiert und besitzt keinen 3xHA Tag mehr, der bei allen Plasmiden
auker Cyto RgDAAOWT bzw. Cyto RgDAAOR?#4 zwischen Zielsequenz und Enzym lo-
kalisiert war. Da nicht bekannt ist in welchem Kompartiment das gereifte Protein ist kann
es einerseits cytosolisch sein, da die BandengroRe zu den Stimmen mit Cyto RgDAAOWT
bzw. Cyto RgDAAOR® vergleichbar war. Andererseits konnte die Abspaltung der Ziel-
sequenz als Nachweis fiir einen erfolgreichen Import ins gewiinschte Kompartiment ge-
deutet werden. Die Zielsequenz konnte beim mitochondrialen Import oder bereits im Cy-

tosol abgespalten werden. Eventuell wurde die Zielsequenz iiberhaupt nicht translatiert.
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Basierend auf den Mikroskopiedaten der Stimme mit MitoM RgDAAOWYT bzw. MitoM
RgDAAOR?A konnte der Import der cytosolisch gebildeten funktionalen oder inaktiven
RgDAAOQO in die mitochondriale Matrix nachgewiesen werden. Da die Immunofluoreszenz-
mikroskopie weniger sensitiv ist als die Westernblotanalyse muss die Konzentration an
funktionaler bzw. inaktiver RgDAAQO ausreichend hoch gewesen sein, um detektiert zu
werden. Fiir die Stimme mit IMS RgDAAOYT bzw. IMS RgDAAOR?®A konnte die funk-
tionale bzw. inaktive RgDAAOQO nicht lokalisiert werden. Deshalb ist unklar, ob ein Import
in den mitochondrialen Intermembranraum stattfindet. Das Kompartiment ist sehr klein,
daher ist die importierte Enzymmenge mit 3xHA-Tag im Gegensatz zur mitochondrialen
Matrix, eventuell zu niedrig, um mittels IFA-Mikroskopie detektiert zu werden. Das wird
auch durch die geringe Bandenintensitit der Stimme mit IMS RgDAAOWT bzw. IMS
RgDAAOR?84 bei 52,6 kDa (Vorliduferprotein) im Vergleich zur Bande bei 43,8 kDa des
prozessierten Proteins deutlich. Der 3xHA-Tag kénnte sowohl beim mitochondrialen Im-
port, als auch bereits im Cytosol durch Proteasen abgebaut worden sein. Auch hier ist
es moglich, dass der Tag nicht translatiert wurde. Aufféllig ist, dass die Bande des Vor-
liuferproteins der Stimme mit IMS RgDAAOWYT bzw. IMS RgDAAQOR?$A hei 52,6 kDa
anstatt wie berechnet bei 50,4 kDa liegt. Das Laufverhalten der Enzyms wird vermutlich
durch die Eigenschaften der N-terminalen Peptide der IMS-Zielsequenz beeinflusst.

Beziiglich der Blasticidin abhéingigen Bildung der funktionalen RgDAAQO im Stamm mit
Cyto RgDAAOWY und MitoM RgDAAOW' wurde eine Zunahme der Bandenintensi-
tit mit zunehmender Blasticidinkonzentration bis 40 pg/ml beobachtet (Abb. [3.9). Bei
50 pg/ml Blasticidin wurde die Bandenintensitit wider erwarten schwécher, was auf eine
toxische Wirkung von Blasticidin ab 50 png/ml hindeutet. Der P. falciparum Lebenszy-
klus war retardiert und die Anzahl an Merozoiten pro Schizont erschien niedriger als
normal. Vermutlich ist auch die Anzahl der Parasiten mit geniigend Plasmidkopien mit
dem Blasticidin-Resistenzmarker viel geringer als bei niedrigeren Blasticidinkonzentra-
tionen. Viele der Parasiten besitzen nicht die notwendige Resistenz und konnen deshalb

diesem Selektionsdruck nicht stand halten. Die gebildete Enzymmenge an RgDAAOWT
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erreicht einen Séttigungswert bei einem Selektionsdruck von 40 pg/ml Blasticidin.

4.2.2 Lokalisation des Redoxenzyms RgDAAQO mittels

Immunofluoreszenzmikroskopie

Die erfolgreiche Bildung des Redoxenzyms RgDAAQO, sowie dessen korrekte Lokalisati-
on konnte in den Kompartimenten Cytosol und mitochondrialer Matrix gezeigt werden
(Abbildungen B.8). In der Verdauungsvakuole und dem mitochondrialen Inter-
membranraum konnte kein a-HA-Signal detektiert werden, obwohl der Selektionsdruck
bereits auf 15 pg/ml Blasticidin angehoben wurde. In der Verdauungsvakuole wurde der
3xHA-Tag vermutlich durch Proteasen abgetrennt und abgebaut, wodurch das Enzym,
trotz verstirkter Bildung, nicht lokalisiert werden konnte, das Ergebnis im IFA-Assay
war daher negativ (Abb. 3.11). Ob das Redoxenzym im Stamm mit DV RgDAAOWT
iiberhaupt gebildet wird muss noch mittels Westernblot-Analyse festgestellt werden, so-
bald das Plasmid DV pHBIRH-DV!7® 3xHA RgDAAOR?A erfolgreich in den Pf3D7VT
Stamm transfiziert wurde. Die Transfektion des Plasmids ist zuvor fehlgeschlagen und der
zugehorige Stamm 3D7 DV RgDAAOR?4 konnte nicht erzeugt werden. Fiir die Stimme
mit IMS RgDAAOWT und IMS RgDAAORA konnte die Bildung des Enzyms bereits
im Westernblot nachgewiesen werden (Abb. [3.8). Ein a-HA-Signal wurde im IFA-Assay
jedoch nicht beobachtet (Abb. . Das Kompartiment des mitochondrialen Intermembr-
anraums ist sehr klein, daher konnte die Konzentration des getaggten Proteins zu niedrig
sein, um eindeutig detektiert zu werden. Eine weitere Erklarung konnten Proteasen im
Intermembranraum der Mitochondrien sein, die den 3xHA-Tag abbauen. Die Banden der
Stimme mit IMS RgDAAOWYT und IMS RgDAAOR?84 in der Westernblot-Analyse konn-
ten nur detektiert werden, da diese Methode viel sensitiver ist als die IFA-Mikroskopie. Um

OWVT bzw.

in kiinftigen Experimenten ein a-HA-Signal fiir die Stamme mit DV RgDAA
DV RgDAAOR?A ynd IMS RgDAAOWT bzw. IMS RgDAAOR?84A 7y erhalten, kénnte
der Selektionsdruck dieser Kulturen auf 20, 30 oder 40 pg/ml Blasticidin erhéht wer-

den. Dadurch wird die Menge an cytosolisch gebildetem Redoxenzym RgDAAOWT bzw.
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RgDAAOR?A und anschliefendem Import in den mitochondrialen Intermembranraum
vermutlich stark genug erhoht, um der Zersetzung durch Proteasen bzw. der kleinen Gro-
e des Kompartiments entgegenzuwirken. Die Blasticidin-abhéngigen Westernblots (Abb.
haben gezeigt, dass die Parasiten auch bei diesen hohen Konzentrationen noch un-
eingeschrinkt lebensfahig sind, erst ab 50 pg/ml Blasticidin setzt eine Retardierung des
intraerythrozytiren Zyklus ein, eventuell durch toxische Effekte des Selektionsantibioti-

kums.

4.2.3 Einfluss der kompartimentspezifischen Erhohung der
Wasserstoffperoxidkonzentration auf die Sensitivitat von P.

falciparum gegeniiber Paraquat als Positivkontrolle

Durch die Analyse der ICs5o-Werte der Stimme mit Cyto-, MitoM- und IMS-RgDAAOW?
fiir Paraquat, sollte die Anpassung des Parasiten an erhohte Wasserstoffperoxidkonzen-
trationen untersucht werden. Da Paraquat durch Ubertragung eines Elektrons auf mole-
kularen Sauerstoff, Superoxidradikale erzeugt [178] und den Parasiten vermutlich in allen
Kompartimenten angreift, wurde es als Positivkontrolle verwendet. Da es durch Zugabe

OV kommt

von D-Aminosduren zur Bildung von Wasserstoffperoxid durch die RgDAA
[196], wurde erwartet, dass dies in allen Kompartimenten zu einer hoheren Sensitivitét
des Parasiten gegeniiber Paraquat fiihrt. Dabei war anzunehmen, dass der Parasit be-
reits durch die Bildung von Wasserstoffperoxid vorbelastet ist. Beziiglich der Stdmme mit
RgDAAOWYT ohne Behandlung mit D-Aminosiuren wurde ein ICso-Wert erwartet, der
dem von Paraquat in P. falciparum mit 53 pM [I80] &hnlich ist, da es in diesem Fall
vermutlich nicht zur Bildung von Wasserstoffperoxid kommt und daher auch keine Vor-
belastung des Parasiten stattgefunden haben kann. Auch die IC5o-Werte der Stamme mit
RgDAAQORZA gollten, vergleichbar zum Stamm mit RgDAAOWYT ohne D-Aminoséure, in
An- und Abwesenheit von D-Aminosiuren ebenfalls etwa bei 53 nM [I80] liegen, da es sich

um Negativkontrollen handelt und die RgDAAO durch die Punktmutante inaktiv ist. Un-
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abhéngig von der Zugabe einer D-Aminosadure kann in diesen Parasiten kein zusitzliches
Wasserstoffperoxid gebildet werden. Die experimentellen Beobachtungen wichen jedoch

stark von den oben beschriebenen Erwartungen ab und werden im Folgenden diskutiert.

ICso-Werte der transgenen Stimme mit Cyto RgDAAOWT oder Cyto
RgDAAOR?5A fiir Paraquat

Die IC5o-Werte der Stimme mit Cyto RgDAAOW? mit oder ohne Zugabe von D-Aminosiiu-
ren waren immer hoher verglichen mit IC5o-Werten der Stimme mit Cyto RgDAAQR?854
mit oder ohne D-Aminoséuren. Dieser Effekt wurde sowohl bei 4 als auch bei 15 pg/ml
Blasticidin beobachtet und ist vermutlich auf eine Pridadaptation des Parasiten zuriick-
zufiihren. Durch die cytosolische Bildung von RgDAAOWY! kommt es vermutlich zum
Proteinstress und zur Hochregulierung von Peroxiredoxinen, die den Parasiten weniger
sensitiv gegeniiber Paraquat machen. Peroxiredoxine stellen fiir den Parasiten ein effizi-
entes System, um Wasserstoffperoxid zu detoxifizieren. Sie sind die am stirksten vertre-
tenen Proteine in Zellen [197]. In P. falciparum wurden fiinf Peroxiredoxine identifiziert
TPx-1 (Prxla), TPx-2 (Prxlm), Prx5/AOP, Prx6, und PrxQ/nPrx [128]. Peroxiredoxine
konnen dabei auch als Chaperone fungieren und den Parasiten bei der Proteinfaltung
unterstiitzen, wie beispielsweise das cytosolische 2-Cys Peroxiredoxin PfTPx1 (PfPrxla)
[198], [199], [128]. Das Cytosol besitzt den Grofteil der Redoxkapazitit des Parasiten
unter anderem auch Peroxiredoxine wie 1-Cys-Peroxiredoxine, die Thioredoxin-abhéngige
Peroxidase TPx-1 oder das Antioxidant Protein AOP [128], das auch im Apicoplast lo-
kalisiert ist [142]. Ein weiterer Faktor, der zur Priadaptation beitragen kénnte ist der
Import von humanem Peroxiredoxin 2 (hPrx-2) ins Cytosol des Parasiten, um es dort
zusétzlich zur Detoxifikation von Wasserstoffperoxid zu nutzen [139]. Der Anpassungsef-
fekt findet in Anwesenheit von RgDAAOWY! jedoch unabhiingig von der Zugabe einer D-
Aminosiure statt. So lag beispielsweise der IC5o-Wert des Stamms mit Cyto RgDAAOWT
ohne D-Alanin, der bei einem Selektionsdruck von 4 pg/ml hochsignifikant hoher vergli-
chen zum Stamm mit Cyto RgDAAOWT bei Zugabe von D-Alanin. Das deutet auf einen
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endogenen D-Aminosduremetabolismus in P. falciparum hin, da auch ohne Zugabe von
exogenen D-Aminosiuren eine verringerte Sensitivitit gegeniiber Paraquat auftritt. Eine
mogliche Quelle endogener D-Aminosiuren konnte der Apicoplast sein. Der Apicoplast ist
ein spezielles Organell, ein Plastid, das nur in Apicomplexa auftritt [200]. Der Apicoplast
ist insgesamt von vier Hiillmembranen umgeben [201], [202], das Organell ist demnach
vermutlich urspriinglich durch sekundire Endosymbiose [203] einer Rotalge als primérer
Endosymbiont entstanden [204], [205]. Es ist bekannt, dass beispielsweise in Pflanzen ein
D-Aminosduremetabolismus existiert. Die biologische Funktion von D-Aminosduren in
Pflanzen ist jedoch unbekannt [206]. Die Tatsache, dass der D-Aminoséduremetabolismus
weiterhin in Pflanzen vorhanden ist und nicht evolutiondr aussortiert wurde konnte auf
wichtige Funktionen der D-Aminosduren hindeuten [206]. Porras-Dominguez et al. stel-
len in ihrem Review-Artikel die Hypothese eines evolutiondren Szenarios beziiglich des
D-Aminosduremetabolismus in Pflanzen auf. Demnach haben vermutlich spezifische Bak-
terien wie a-Proteobakterien oder Cyanobakterien Gene, die fiir Proteine kodieren, die am
D-Aminosduremetabolismus beteiligt sind durch Endosymbiose auf Pflanzen iibertragen.
Dazu gehoren z.B. Enzyme wie die Alanin-Racemase, die Glutamin-Racemase oder die
D-Aminosiure Transaminase [206]. Dieses Szenario wurde hypothetisch fiir eine Griinalge
anstatt fiir eine Rotalge beschrieben, die als priméirer Endosymbiont des Apicoplast gilt
[206]. Basierend auf dieser Hypothese liegt die Vermutung eines bislang unentdeckten,
endogenen D-Aminosduremetabolismus in P. falciparum sehr nahe. Es ist anzunehmen,
dass der Apicoplast bei seiner Entstehung die zugehorigen Enzyme durch die Endosym-
biose hinzugewonnen und aus einem bislang unbekannten Grund behalten hat [206]. Da

OWT gegeniiber Paraquat

urspriinglich eine héhere Sensitivitdt der Stimme mit RgDAA
erwartet wurde, konnte der niedrigere IC5o-Wert des Stammes mit Cyto RgDAAOWY? nach
Zugabe von D-Alanin im Vergleich zum Stamm ohne D-Alanin jedoch auch durch das ge-
bildete Wasserstoffperoxid erklart werden, welches den Parasiten zusétzlich zu Paraquat
schwécht, hier iiberwiegt vermutlich bereits der Wasserstoffperoxidstress (siehe Abb. ,

rechts). Im Stamm mit Cyto RgDAAOW? ohne D-Alanin wurde unter Annahme eines D-
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Aminosiuremetabolismus bei 4 ng/ml Blasticidin vermutlich weniger Wasserstoffperoxid
gebildet als durch exogene Zugabe der D-Aminoséure, wodurch der Parasit widerstands-
fihiger gegeniiber Paraquat war. Die IC50-Werte des Stamms mit Cyto RgDAAOWT mit
oder ohne D-Methionin oder D-Valin unterschieden sich nicht voneinander, was auch da-
fiir spricht, dass der Parasit einen endogenen Zugang zu D-Aminosduren haben muss,
da die exogenen Zugabe keinen Einfluss auf den ICs3-Wert zu haben scheint. Der 1Csq-
Wert des Stamms mit Cyto RgDAAOR?8A war nach Zugabe von D-Methionin schwach
signifikant niedriger als ohne D-Methionin, was zundchst auf einen toxischen Effekt des
D-Aminosdure hindeutete, der jedoch weder bei einem hoheren Selektionsdruck noch in
einem andern Kompartiment reproduziert werden konnte. Die IC5o-Werte der Stimme mit
Cyto RgDAAOR?85A Jagen hoher als 53 pM, was dem 1C5o-Wert des Pf3D7VT Stamms
fiir Paraquat entspricht [I80]. Das spricht dafiir, dass es auch in Parasiten mit inakti-
ver RgDAAOR?®A 7y einer Priadaptation durch Proteinstress und Hochregulation von
Peroxiredoxinen kommt. Bei einem Selektionsdruck von 15 pg/ml Blasticidin wurde der
bei 4 ng/ml Blasticidin beobachtete Stresseffekt durch Wasserstoffperoxid fiir den Stamm
mit Cyto RgDAAOWT nach Zugabe von D-Alanin nicht beobachtet, da hier der IC5o-Wert
schwach signifikant héher war als ohne D-Alanin, hier dominierte die Priadaptation des

Parasiten (siehe Abb. [1.2] links).

ICso-Werte der transgenen Stimme mit MitoM RgDAAOWT oder MitoM
RgDAAOR?5A fiir Paraquat

Der stéirkste Anpassungseffekt wurde bei einem Selektionsdruck von 4 pg/ml Blasticidin
fir den Stamm mit MitoM RgDAAOWY? nach Zugabe von D-Methionin beobachtet. Der
IC50-Wert lag dabei hochsignifikant iiber dem des Stamms mit MitoM RgDAAOWYT ohne
D-Methionin. Auch bei Zugabe der D-Aminosduren D-Alanin und D-Valin wurde ein sehr
starker, hochsignifikanter Anpassungseffekt beobachtet. Der Parasit ist in Anwesenheit
von RgDAAOWT, sowie nach Zugabe einer D-Aminosiure offenbar sehr widerstandsfi-

hig gegeniiber Paraquat. Eine Erklarung fiir die starke Priadaptation kdnnte eine hohe
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Konzentration an D-Aminoséiure in der mitochondrialen Matrix sein, wodurch mehr Was-
serstoffperoxid in diesem Kompartiment gebildet werden konnte was vermutlich wiederum
zur Hochregulierung von Peroxiredoxinen wie beispielsweise der mitochondrialen PfTPx-
2 (PfPrxlm), die zu den 2-Cys Peroxiredoxinen gehort und auch als Chaperon aktiv
sein kann [199], [198], [128], [207]. Das fithrt wiederum zu einer stirkeren Anpassung des
Parasiten gegeniiber Paraquat. Ein weiterer Grund konnte eine hohe Konzentration des
Enzyms RgDAAOWY? in der mitochondrialen Matrix sein. Dies wire moglich wenn das
cytosolisch gebildete Enzym sehr gut in die Mitochondrien transportiert werden kann,
was darauf hindeutet, dass die verwendete Zielsequenz sehr effektiv ist. Durch die hohe
Konzentration des Redoxenzyms kommt es zu erhohtem Proteinstress in der mitochon-
drialen Matrix, was wiederum zur Hochregulierung der Peroxiredoxine, die eventuell auch
als Chaperone aktiv sind, fithrt. Daraus resultiert ein starker Anpassungseffekt des Para-
siten und erheblich verringerte Sensitivitat gegeniiber Paraquat. Bei 4 pg/ml Blasticidin
befindet sich der Stamm mit MitoM RgDAAOW?T nach Zugabe von D-Methionin noch
im Bereich der Priadaptation (Abb. [£.2] links), der Parasit zeigt eine erhebliche Resis-

tenz gegeniiber Paraquat. Das auch die Stimme mit MitoM RgDAAOWT

ohne exogene
Zugabe von D-Aminosiuren hochsignifikant héhere 1Cso-Werte im Vergleich zu Stdmmen
mit MitoM RgDAAOR?85A ohne D-Aminosiuren zeigen deutet erneut auf einen endoge-

nen D-Aminosduremetabolismus in P. falciparum hin. Allgemein waren die IC5q-Werte der

Stimme mit MitoM RgDAAOWT hochsignifikant hoher als die mit MitoM RgDAAQR2854A,

OWT in der mitochondrialen Matrix war

In Anwesenheit des funktionalen Enzyms RgDAA
der Parasit durch Verwendung exogener oder endogener (im Falle der Annahme eines
D-Aminosiduremetabolismus) D-Aminosduren in der Lage sich effektiv anzupassen. Die
Stimme mit MitoM RgDAAOR®SA zeigen bei Zugabe von D-Alanin eine signifikant ho-
heren IC5o-Wert als ohne D-Alanin. Hier hat die Anwesenheit von D-Alanin eine positive
Auswirkung auf die Widerstandsfahigkeit des Stammes gegeniiber Paraquat, dieser konn-

te jedoch weder bei einem hdheren Selektionsdruck noch fiir ein anderes Kompartiment

reproduziert werden. Nach Erhohung des Selektionsdrucks auf 15 pg/ml Blasticidin war
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der 1C5p-Wert des Stamms mit MitoM RgDAAOW? nach Zugabe von D-Alanin schwach
signifikant niedriger als ohne D-Alanin. In diesem Fall wird durch die erhéhte Blasticidin-
konzentration mehr RgDAAOWT im Cytosol gebildet und in die mitochondriale Matrix
transportiert, wodurch die Enzymmenge und die Menge an Wasserstoffperoxid erhéht
wird. Bei diesem Experiment dominiert vermutlich die Toxizitét des Wasserstoffperoxids.
Diese Beobachtung deutet zudem darauf hin, dass die positive Prdadaptation des Para-
siten begrenzt ist wie in Abbildung dargestellt. Ab einer gewissen Konzentration an
Wasserstoffperoxid dominiert dessen Toxizitdt und der beobachtete Effekt wird gegen-
laufig. Es kommt zu einer erhéhten Sensitivitdt gegeniiber Paraquat. Ein Vergleich aller
Experimente des Stammes mit MitoM RgDAAOWYT bei den getesteten Selektionsdriicken
und D-Aminosduren zeigt, dass es sich bei dieser Beobachtung um eine Anomalie von ei-
nem aus fiinf Experimenten handelt. Der 1C5o-Wert des Stamms mit MitoM RgDAAOWT
nach Zugabe von D-Methionin ist zwar hochsignifikant hoher im Vergleich zum gleichen
Stamm ohne D-Methionin, trotzdem liegt der IC5o-Wert 16 % niedriger im Vergleich zum
gleichen Stamm bei Zugabe von D-Methionin und einem Selektionsdruck von 4 pg/ml
Blasticidin. Nach Zugabe von D-Methionin ist der toxische Effekt von Wasserstoffperoxid
zwar weniger stark ausgepragt als nach Zugabe von D-Alanin, aber trotzdem vorhanden
(Abb.[1.2). Was wiederum auf einen toxischen Effekt von D-Alanin hindeuten kdnnte, der
jedoch bei erhohtem Selektionsdruck in keinem andern Kompartiment beobachtet wer-
den konnte. Allein der Anstieg des ICso-Werts des Stammes mit MitoM RgDAAOW? bei
15 pg/ml Blasticidin ohne Zugabe von D-Alanin um 12 % im Vergleich zum gleichen
Stamm bei 4 pg/ml Blasticidin unterstiitzt diese Hypothese. Der 1C50-Wert des Stam-
mes mit MitoM RgDAAOW? ohne Zugabe von D-Methionin ist bei 15 pg/ml Blasticidin
hingegen um 13 % niedriger als bei 4 pg/ml Blasticidin. Das kénnte unter Annahme ei-
nes endogenen D-Aminosiuremetabolismus einerseits darauf hindeuten, dass die Menge
an internen D-Aminosduren begrenzt sein muss und damit auch die Priadaptation oh-
ne exogene Zugabe von D-Aminosduren limitiert ist. Andererseits konnte es auf einen

dominierenden toxischen Effekt durch Wasserstoffperoxid hindeuten, da bei hoherem Se-
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lektionsdruck mehr Protein und somit auch mehr Wasserstoffperoxid gebildet wird (Abb.
[4.2). Die IC5-Werte der Stdmme mit MitoM RgDAAOR?$A nehmen bei 15 ng/ml Bla-
sticidin bei den Experimenten mit und ohne Zugabe von D-Alanin oder D-Methionin im
Vergleich zu den Experimenten bei 4 pg/ml Blasticidin zu. Hier verursacht die erhéhte
Menge an inaktivem Redoxenzym vermutlich ebenfalls eine Prdadaptation der Parasi-
ten, die deren Sensitivitdt gegeniiber Paraquat verringert. Da in diesen Stdmmen kein
Wasserstoffperoxid gebildet werden kann, dominiert bei diesem Selektionsdruck noch der
positive Anpassungseffekt, vermutlich durch Hochregulierung von Peroxiredoxinen, die als

Chaperone fungieren, wie TPx-2 [207].

ICso-Werte der transgenen Stimme mit IMS RgDAAOWYT oder IMS
RgDAAOQOR?5A fiir Paraquat

Bei den Stammen mit IMS RgDAAOW?T wurde bei einem Selektionsdruck von 4 pg/ml
Blasticidin sowohl mit als auch ohne Zugabe von D-Aminosiduren keine Prédadaptation
beobachtet. Dies kdnnte mit einem schlecht funktionierenden Import des Redoxenzyms in
das kleine Kompartiment des mitochondrialen Intermembranraums zu erkliren sein. Wenn
nur ein Bruchteil des cytosolisch gebildeten Enzyms importiert wird reicht die bei 4 ng/ml
Blasticidin im Cytosol gebildete Menge des Redoxenzyms nicht aus um eine merkliche Pra-
adaptation des Parasiten hervorzurufen. Das kleine Kompartiment kénnte ggf. auch durch
zu hohe Wasserstoffperoxidkonzentrationen iiberladen sein, welches ins Cytosol diffundie-
ren kénnte. Aufgrund von zu hohen Proteinmengen an RgDAAOWT bzw. RgDAAQR?8A
kénnte es zudem verstirkt zu Mistargeting kommen wodurch wiederum mehr Protein im
Cytosol verbleibt. Allerdings konnte diese Hypothese bei h6herem Selektionsdruck von
15 pg/ml Blasticidin trotz hoherer Enzymmengen und hoherer Wasserstoffperoxidkon-
zentrationen im Parasiten nicht bestitigt werden. Es konnte jedoch auch sein, dass das
Redoxenzym nicht vollstdndig im mitochondrialen Intermembranraum ankommt, da Teile
davon, beispielsweise die Zielsequenz oder der 3xHA-Tag zuvor von Proteasen abgebaut

wurden, wie zuvor durch Westernblotanalyse des Stammes mit IMS RgDAAOYT bzw.
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IMS RgDAAOQOR?A gezeigt wurde. Auch die Ergebnisse der IFA-Mikroskopie unterstiit-
zen diese Vermutungen zumindest bei einem Selektionsdruck von 4 pg/ml Blasticidin, da
fiir die Stimme mit IMS RgDAAOWYT und IMS RgDAAOR?4 kein a-HA-Signal beob-
achtet wurde. Der IC5o-Wert des Stamms mit IMS RgDAAOR?54 Jag nach Zugabe von
D-Alanin schwach signifikant hoher als der des Stammes mit IMS RgDAAOWT mit D-
Alanin. In diesem Fall scheint fiir den Stamm mit IMS RgDAAOWYY der toxische Effekt
der Wasserstoffperoxidbildung zu dominieren (Abb. , diese Vermutung konnte jedoch
bei hoherem Selektionsdruck von 15 pg/ml Blasticidin nicht bestitigt werden. Daher ist
es wahrscheinlicher, dass bei niedrigem Selektionsdruck noch keine Priadaptation aus
oben genannten Griinden stattgefunden hat. Stattdessen fiihrte die Zugabe von D-Alanin
offenbar zu einen positiven Anpassungseffekt des Stamms mit IMS RgDAAOR?#4 mit D-
Alanin, der die Sensitivitit gegeniiber Paraquat verringerte. Dieser Effekt konnte jedoch

weder bei 15 png/ml Blasticidin, noch in anderen Kompartimenten reproduziert werden.
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Abbildung 4.2:

Hy0,

preadaptation stress

Survival (%)

Toxicity

Praadaptationshypothese von P. falciparum Parasiten transgener Stdmme mit
RgDAAOWT, Schematische Auftragung der Uberlebensfihigkeit der Parasiten gegeniiber
Paraquat gegen die Toxizitit, die potenziell von zu hohen Enzymmengen oder Wasserstoff-
peroxidkonzentrationen ausgeht. Die durchschnittliche Uberlebensfihigkeit der Parasiten
nur gegeniiber Paraquat wird hier rein schematisch als 100 % angenommen. Es ist anzu-
nehmen, dass es durch die Anwesenheit des Redoxenzyms RgDAAOWT und der Bildung
von Wasserstoffperoxid zunéchst zu einer Priadaptation des Parasiten kommt. Dies kénn-
te beispielsweise durch Hochregulation von Peroxiredoxinen geschehen, was den Parasiten
widerstandsfihiger gegeniiber Paraquat macht und somit die Uberlebensfihigkeit steigert
(linker Teil der Kurve bis zum Kurvenmaximum). Eine Erhchung des Selektionsdrucks
fiihrt zu héheren Enzymmengen und héheren Wasserstoffperoxidkonzentrationen im Pa-
rasiten. Ab einem gewissen Punkt kommt es vermutlich vereinzelt zu toxischen Effekten
durch Wasserstoffperoxid oder iibermiiRigem Proteinstress wodurch die Uberlebensfihig-
keit gegeniiber Paraquat absinkt (rechter Teil der Kurve).

Bei Erhohung des Selektionsdrucks auf 15 pg/ml Blasticidin und damit verbundener Er-

héhung des Enzymmenge und der gebildeten Wasserstoffperoxidmenge wurde eine Pri-

adaptation der Stimme mit IMS RgDAAOWT sichtbar. Die IC5o-Werte des Stimme mit

IMS RgDAAOWT lagen jeweils mit oder ohne D-Aminosiiurezugabe hochsignifikant héher
als die der Stamme mit IMS RgDAAOR?8A | Durch die Erhéhung der Enzymmenge findet

vermutlich ein ausreichender Transport in den mitochondrialen Intermembranraum statt.

Die Parasiten pridadaptieren sich vermutlich aufgrund von Proteinstress und erhohten

Wasserstoffperoxidkonzentrationen, beispielsweise durch Hochregulierung von Peroxire-
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doxinen. Bei einem kleinen Kompartiment wie dem mitochondrialen Intermembranraum
sollte der Proteinstress durch die hohen Mengen an importiertem Redoxenzym stéirker ins
Gewicht fallen als in anderen, groferen Kompartimenten, diese Hypothese konnte jedoch
anhand der Daten nicht bestiitigt werden. Die Parasiten mit IMS RgDAAOWYT priadap-
tieren sich nicht stérker als in anderen Kompartimenten. Es kommt jedoch auch nicht zu
einer hoheren Sensitivitit der Parasiten gegeniiber Paraquat, aufgrund der Toxizitdt von
Wasserstoffperoxid (Abb. bei 15 pg/ml Blasticidin, wie es beim Stamm mit MitoM
RgDAAOWT nach Zugabe von D-Aminosiuren der Fall ist. Das deutet darauf hin, dass
nicht die gesamte Menge an im Cytosol gebildetem Redoxenzym den mitochondrialen In-
termembranraum erreicht. Toxische Effekte von Wasserstoffperoxid treten bei Stammen
mit IMS RgDAAOWT vermutlich erst bei noch hoheren Selektionsdriicken auf. Da auch
Stamme mit IMS RgDAAOWT ohne Zugabe von D-Aminosiiuren einen Priadaptationsef-
fekt zeigen und eine verringerte Sensitivitdt gegeniiber Paraquat aufweisen ist auch hier
ein endogener D-Aminosduremetabolismus zu erwarten.

Die experimentellen Beobachtungen kénnen gut anhand von Abbildung zusammenge-
fasst werden. In den meisten Fillen kommt es zu einer Priadaptation der Parasiten womit
eine verringerte Sensitivitiat gegeniiber Paraquat einhergeht. Diese Praadaptation erfolgt
sowohl fiir Stimme mit RgDAAOWT nach Zugabe von D-Aminosiuren, aber auch ohne
D-Aminoséduren, was auf das Vorhandensein eines endogenen D-Aminosduremetabolismus
in P. falciparum hindeutet. Durch den Proteinstress und die Bildung von Wasserstoff-
peroxid kommt es beispielsweise zur Hochregulierung von Peroxiredoxinen. Auch Stamme
mit inaktiver RgDAAOR?85A zeigen einen schwachen Anpassungseffekt, aufgrund von Pro-
teinstress. Die Priadaptation der Parasiten ist nur jedoch begrenzt mdéglich und in ver-
einzelten Fillen, nach Erhohung des Selektionsdrucks auf 15 pg/ml Blasticidin wird der
Effekt riickldufig und die Toxizitat von Wasserstoffperoxid und die Belastung durch hohe
Enzymmengen iiberwiegt. Das spiegelt sich in einer gesteigerten Sensitivitit gegeniiber
Paraquat wider, wie beispielsweise beim Stamm mit MitoM RgDAAOW?T bei erhéhtem
Selektionsdruck von 15 pg/ml Blasticidin und nach Zugabe von D-Alanin.

152



4.2. STRESSISTANCE-PROJEKT

4.2.4 Fazit und Ausblick zum STRESSistance-Projekt

Die D-Aminosdureoxidase aus Rhodotorula gracilis konnte erfolgreich heterolog in P. falci-
parum gebildet werden. Die Bildung des Redoxenzyms wurde mittels Westernblot-Analyse
fiir die Stimme mit Cyto, MitoM und IMS RgDAAOYT bzw. RgDAAOR?A nachgewie-
sen (Abb. [B.8). Fiir den Stamm mit DV RgDAAOYT wurde keine Westernblotanalyse
durchgefiihrt, da das Konstrukt DV RgDAAQOR?54 nicht erfolgreich transfiziert werden
konnte. Die Blasticidin-abhidngige Bildung des Enzyms konnte fiir die Stimme mit Cy-
to RgDAAOWYT und MitoM RgDAAOWT mittels Westernblotanalyse gezeigt werden. Die
korrekte Lokalisation des Redoxenzyms wurde mittels Immunofluoreszenz-Mikroskopie fiir
die Stimme mit Cyto und MitoM RgDAAOWYT bzw. RgDAAOR?5A bei einem Selekti-
onsdruck von 4 pg/ml Blasticidin gezeigt (Abbildungen [3.10] 3.12)). Fiir die Stdmme mit
IMS RgDAAOWT bzw. RgDAAOR?®54 sowie DV RgDAAOWT war das Ergebnis, selbst bei
erhdhtem Selektionsdruck von 15 pg/ml Blasticidin, negativ (Abbildungen [3.11] [3.13). Da
die Parasiten bis zu einer Blasticidinkonzentration von 40 pg/ml sehr gut lebensfihig wa-
ren, konnte die Immunofluoreszenzmikroskopie bei diesem Selektionsdruck ein a-HA Sig-
nal fiir die Staimme mit IMS RgDAAOWT bzw. RgDAAOR?4 sowie DV RgDAAOWT lie-
fern. Mit Paraquat als Positivkontrolle konnte gezeigt werden, dass Stimme mit funktiona-
ler RgDAAOWT generell eine geringere Sensitivitiit gegeniiber Paraquat aufwiesen als die
Stimme mit inaktivem Enzym RgDAAOR?A In Anwesenheit des RgDAAOWYT Enzyms
kam es unabhingig von der Zugabe von D-Aminosiduren vermutlich zu einer Praadaptati-
on der Parasiten. Es ist anzunehmen, dass es als Reaktion auf Proteinstress und erhohte
Wasserstoffperoxidkonzentrationen, beispielsweise zur Hochregulierung von Peroxiredoxi-
nen kam, was den Parasiten widerstandsfahiger gegeniiber Paraquat machte. Vereinzelt
wurde auch ohne Zugabe exogener D-Aminosiuren eine verringerte Sensitivitiat der Parasi-
ten gegeniiber Paraquat beobachtet, was auf einen endogenen D-Aminosduremetabolismus
in P. falciparum hindeutete. Eine mogliche Quelle endogener D-Aminoséduren kénnte der
Apicoplast sein, der urspriinglich durch sekundire Endosymbiose einer Rotalge als Pri-

mérendosymbiont entstanden ist [204], [201], [203]. Durch die Endosymbiose kénnten Ge-
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ne, die fiir Enzyme codieren, die am D-Aminosduremetabolismus beteiligt sind, durch
prokaryotische Endosymbionten einst auf Plasmodien durch Bildung des Apicoplast iiber-
tragen worden sein [200]. Am stérksten war der Praadaptationseffekt beim Stamm mit
MitoM RgDAAOWT nach Zugabe einer D-Aminosiure. Der Stamm konnte sich sehr gut
an die erhohten Wasserstoffperoxidkonzentrationen anpassen und gleichzeitig seine Wider-
standsfihigkeit gegeniiber Paraquat erh6hen. Bei erhohtem Selektionsdruck von 15 pg/ml
Blasticidin wurde der Prdadaptiationseffekt schwécher bzw. gegenlaufig und die Toxi-
zitdt von Wasserstoffperoxid dominierte, was zu einer erhohten Sensitivitit gegeniiber
Paraquat fiihrte. Der Anpassungseffekt der Parasiten gegeniiber Proteinstress und Was-
serstoffperoxid ist also limitiert. Der sehr starke Anpassungseffekt des Stammes mit MitoM
RgDAAOWT mit einer D-Aminosiure, aber auch die Limitierung des Anpassungseffekts
bei Uberlastung durch zu hohe Enzymmengen oder zu hohe Wasserstoffperoxidkonzen-
trationen machen den Stamm ausgehend von den ICsp-Werten fiir die Positivkontrolle
Paraquat zu einem attraktiven und interessanten Kandidaten fiir Folgemessungen mit
Antimalariamedikamenten, insbesondere Atovaquon, welches in den Mitochondrien wirkt.
Die Transfektion des Plasmids DV RgDAAOR5A in den Pf3D7WT Stamm, sowie die
Westernblotanalyse der Stimme mit DV RgDAAOWYT bzw. DV RgDAAQOR?854 sind noch
durchzufiihren. Fiir den Stamm mit DV RgDAAOR?* muss auch die Lokalisation des
Redoxenzyms mittels Immunofluoreszenzmikroskopie untersucht werden. Durch die ICyxq-
Messungen der transgenen Stdmme fiir Paraquat konnte prinzipiell eine Positivkontrolle
etabliert werden, um in kiinftigen 1C5o-Messungen den kompartimentspezifischen Einfluss
von Wasserstoffperoxid auf die Wirkweise von Antimalariamitteln zu untersuchen. Auf
Basis der Ergebnisse fiir die Positivkontrolle Paraquat kann fiir die transgenen Stimme
kiinftig sowohl eine potenziell verringerte Suszeptibilitit als auch eine erhShte Sensitivitat
gegeniiber Antimalariamedikamenten untersucht werden. Die IC5o-Messungen sind noch
fiir die Antimalariamittel Chloroquin, Artemisinin und Atovaquon durchzufiihren, sowie
mit den Stimmen 3D7 DV RgDAAOWY"Y und 3D7 DV RgDAAOR?A fiir die Positivkon-

trolle Paraquat.
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Abbildung S1: A) 'H-NMR-Spektren von 60 mM SA in CD3CN, B) nach Zugabe von 60 eq D50 und
C) nach weiterer Zugabe von 1 eq NaOH (R
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Abbildung S2: A) 'H-'3C-HSQC-NMR-Spektren von 60 mM SA in CD3CN B) nach Zugabe von 60 eq
D50 und 1 eq NaOH (R=0OH/O", auch andere R mdglich). Alle Spektren wurden iiber
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28,5 min mit 400 Hz bei RT aufgenommen. Abbildung wurde aus [I] iibernommen.
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Abbildung S3: A) 'H-NMR-Spektren von 60 mM SA, B) 60 mM Dimedon oder C) 60 mM SA und
60 mM Dim in wasserfreiem CD3zCN bei RT. SA und Dim wurden iiber Nacht inkubiert.
Dim liegt in einer stabilen Keto- und Enolform vor, wodurch die alternativen chemischen
Verschiebungen zustande kommen. Spektrum C zeigt keine zusidtzlichen NMR-Signale.
In wasserfreiem CD3CN findet keine Reaktion zwischen SA und Dim statt, Spektrum
C ist eine Uberlagerung der Signale der Spektren A und B. Abbildung wurde aus [I]
iibernommen.
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Abbildung S4: Analyse isosbestischer Punkte der pH-abhéngigen Ringdffnung von SA in 33% ACN und
67% PBS bei 25 °C. A) Spektrale Verdnderungen bei pH 6,9, 7,4 oder 7,9 wihrend der
ersten Reaktionsphase (links) zeigen einen potenziellen isosbestischen Punkt zwischen 214
und 216 nm (rechts). B) Spektrale Verdnderungen wihrend der zweiten Reaktionsphase
(links) ergaben einen potenziellen isosbestischen Punkt zwischen 220 und 230 nm (rechts).
Abbildung wurde aus [I] iibernommen.
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Abbildung S5: ESI-MS-Analyse der wasserabhéngigen Reaktion zwischen SA und Dimedon. A) Nach In-
kubation von 0,1 mM SA mit 0,1 mM Dimedon in wasserfreiem CH3CN fiir 60 Minuten bei
RT wurde keine Reaktion beobachtet. Die Massenspektren zeigten Natrium-koordiniertes
monomeres und dimeres SA (355 bzw. 687 m/z) und kein SA-Dim-Addukt. B) Die Bil-
dung des SA-Dim-Addukts wurde nach Inkubation in CH3CN mit Spuren von Wasser bei
pH=5 nachgewiesen. Eine Erh6hung der Wasserkonzentration bis zu 900 pM beschleunigte
die Adduktbildung nicht. Die Bildung des Thioethers, in Form einer kovalenten Addukt-
Bindung, zwischen Dimedon und SA wurde wie in Abbildung nachgewiesen. C) Das
Variieren der SA-Konzentration in CH3CN mit 570 pM H,O hatte ebenfalls keinen signifi-
kanten Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit mit 0,1 mM Dimedon (Dim). Dargestellt
sind die Mittelwerte + SD von fiinf unabhéngigen Messungen. Abbildung wurde aus [I]
iibernommen.
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Abbildung S6: Fragmentationsanalyse der monomeren- und dimeren Thioether-Addukts von SA und Dim.
Massenspektren von isoliertem (links) und fragmentiertem (rechts) monomerem (A) und
dimerem (B) SA-Dim-Addukt koordiniert an Na™. Abbildung adaptiert aus [IJ.
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ESI-MS-Analyse der Reaktion zwischen Dimedon und der in situ gebildeten Sulfensidure
aus 0,1 mM SA in einer Mischung aus 33 % ACN und 67 % PBS2 bei pH 7,4 und RT. A) Die
Spektren wurden zu den angegebenen Zeitpunkten iiber 60 s Messzeit gemittelt. Aus den
gemittelten Spektren wurden die Intensitéten des Produktpeaks bei 495 m/z bestimmt. B)
Die kops-Werte aus Panel A wurden gegen die entsprechende Dim-Konzentration aufgetra-
gen. Die angegebene Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung wurde aus der Steigung
der linearen Regression ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte & SD von drei unab-
hingigen Messungen. Abbildung wurde aus [1] iibernommen.
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Abbildung S8: A) Chromatogramme der Einzelsubstanzen GSH, GSSG und Dim, Referenzmessungen von
GSH oder Dim mit HyO5 und von GSH mit Dim zum Ausschluss unerwiinschter Neben-
reaktionen, sowie die eigentliche Konkurrenzreaktion zwischen 2 mM GSH, 1 mM H,0,
und 1 mM Dimedon. B) Derivatisierungsexperiment. Durch Zugabe eines 5-fachen Uber-
schusses an DTT (5 mM) im Vergleich zur GSSG-Konzentration, wurde ein vollstandiger
Umsatz von GSSG zu GSH beobachtet. Abbildung wurde aus [I] ibernommen.
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Sequenzierergebnisse

Alle klonierten Konstrukte wurden korrekt sequenziert und sind im folgenden aufgelis-
tet. Die Sequenzabschnitte sind, wie im Konstruktnamen entsprechend eingefirbt. Die

Restriktionsschnittstellen sind in Magenta markiert.

Konstrukt pHBIRH- 3xHA-RGDAAQ?368 k367G, WT

Verwendete Primer: P19 (RgDAAO /seq/s) und P20 (RgDAAO /seq/as)
a) Nukleotidsequenz:

1 .. ATCHGIEGEATGAAAAGAAGTTTTAGATCAATGTTAAGAAGTATATTTATGAGAATATTATA
66 TTTCTTAACATCAAATATTAGTTCAATAATTATATTTTGTGTTAGTATATCATTTTTAGGATATT
131
196
261
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391
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1236 AGCAGCTAAAGAAAAAGAAGTTACATTAGTACATGCTTATGGATTTAGTTCAGCTGGTTATCAAC
1301 AATCATGGGGTGCAGCTGAAGATGTTGCACAATTAGTAGATGAAGCATTTCAAAGATATCATGGA
1366 GCAGCAAGAGAATCAGGTTTATAAGAGCTCGCT. . .
b) Aminosiuresequenz:
1 ESMKRSFRSMLRSIFMRILYFLTSNISSIIIFCVSISFLGYFGKELHNNNKGSGSGSGSESYPYD
66 VPDYAGYPYDVPDYAGYPYDVPDYARRAHSQKRVVVLGSGVIGLSSALILARKGYSVHILARDLP
131 EDVSSQTFASPWAGANWTPFMTLTDGPRQAKWEESTFKKWVELVPTGHAMWLKGTRRFAQNEDGL
196 LGHWYKDITPNYRPLPSSECPPGAIGVTYDTLSVHAPKYCQYLARELQKLGATFERRTVTSLEQA
261 FDGADLVVNATGLGAKSIAGIDDQAAEPIRGQTVLVKSPCKRCTMDSSDPASPAYIIPRPGGEVI
326 CGGTYGVGDWDLSVNPETVQRILKHCLRLDPTISSDGTIEGIEVLRHNVGLRPARRGGPRVEAER
391 IVLPLDRTKSPLSLGRGSARAAKEKEVTLVHAYGFSSAGYQQSWGAAEDVAQLVDEAFQRYHGAA
456 RESGE-EN

Konstrukt pHBIRH- 3xHA-RGDAAQ?-368. K367G, R285A

Verwendete Primer: P11 (RgDAAOR?%A /) P12 (RgDAAORA /a5),
P19 (RgDAAO/seq/s), P20 (RgDAAO/seq/as)
a) Nukleotidsequenz:
1 .. ATCHGEMGEATGAAAAGAAGTTTTAGATCAATGTTAAGAAGTATATTTATGAGAATATTATA
66 TTTCTTAACATCAAATATTAGTTCAATAATTATATTTTGTIGTTAGTATATCATTTTTAGGATATT
131 TTGGTAAAGAATTACATAATAATAATAAAGGAAGTGGTTCAGGAAGTGGTTCAGGEEGETATCCT
196
261
326
391
456
521
586

6561
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716
781
846
911
976
1041
1106
1171
1236

1301
1366 GCAGCAAGAGAATCAGGTTTATAAGAGCTCGCT. . .
b) Aminosiuresequenz:
1 ESMKRSFRSMLRSIFMRILYFLTSNISSIIIFCVSISFLGYFGKELHNNNKGSGSGSGSESYPYD
66 VPDYAGYPYDVPDYAGYPYDVPDYARARHSQKRVVVLGSGVIGLSSALILARKGYSVHILARDLP
131 EDVSSQTFASPWAGANWTPFMTLTDGPRQAKWEESTFKKWVELVPTGHAMWLKGTRRFAQNEDGL
196 LGHWYKDITPNYRPLPSSECPPGAIGVTYDTLSVHAPKYCQYLARELQKLGATFERRTVTSLEQA
261 FDGADLVVNATGLGAKSIAGIDDQAAEPIRGQTVLVKSPCKRCTMDSSDPASPAYITPRPGGEVI
326 CGGTYGVGDWDLSVNPETVQRILKHCLRLDPTISSDGTIEGIEVLRHNVGLAPARRGGPRVEAER

391 IVLPLDRTKSPLSLGRGSARAAKEKEVTLVHAYGFSSAGYQQSWGAAEDVAQLVDEAFQRYHGAA
456 RESGH-EN

Konstrukt pHBIRH- roGFP2-RGDAAQ?368 K367G, WT

Verwendete Primer: P19 (RgDAAO/seq/s), P20 (RgDAAO /seq/as),
P30 (roGFP2/seq/as), P31 (roGFP2/seq2/as)
a) Nukleotidsequenz
1 .. ATCHGEEGWATGAAAAGAAGTTTTAGATCAATGTTAAGAAGTATATTTATGAGAATATTATA
66 TTTCTTAACATCAAATATTAGTTCAATAATTATATTTTGTGTTAGTATATCATTTTTAGGATATT
131 TTGGTAAAGAATTACATAATAATAATAAAGGAAGTGGTTCAGGAAGTGGTTCAGEGEEEGEGCAAGC
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196
261
326
391
456
521
586
651
716
781
846
911
976
1041
1106
1171
1236
1301
1366
1431
1496
1561
1626
1691
1756
1821
1886
1951
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2016 ATTTAGTTCAGCTGGTTATCAACAATCATGGGGTGCAGCTGAAGATGTTGCACAATTAGTAGATG
2081 AAGCATTTCAAAGATATCATGGAGCAGCAAGAGAATCAGGTTTATAAGAGCTCGCT. . .
b) Aminosiuresequenz:
1 ESMKRSFRSMLRSIFMRILYFLTSNISSIIIFCVSISFLGYFGKELHNNNKGSGSGSGSESASEE
66
131
196
261
326
391
456
521
586
651

Konstrukt pHBIRH- roGEP2- RGDAAQ?- 368, K367G, R285A

Verwendete Primer: P19 (RgDAAO /seq/s), P20 (RgDAAO /seq/as),
P30 (roGFP2/seq/as), P31 (roGFP2/seq2/as)
a) Nukleotidsequenz:
1 .. ATCHGIEGHATGAAAAGAAGTTTTAGATCAATGTTAAGAAGTATATTTATGAGAATATTATA
66 TTTCTTAACATCAAATATTAGTTCAATAATTATATTTTGTGTTAGTATATCATTTTTAGGATATT
131 TTGGTAAAGAATTACATAATAATAATAAAGGAAGTGGTTCAGGAAGTGGTTCAGEEEGEGCAAGC
196 GAATTCTCAAAGGGTGAAGAATTGTTTACAGGTGTTGTTCCTATTTTAGTCGAATTGGACGGTGA
261 CGTTAATGGTCATAAGTTTAGTGTTAGTGGTGAAGGTGAAGGTGACGCAACATACGGTAAATTGA
326 CCTTGAAGTTTATTTCAACTACTGGTAAATTGCCAGTTCCTTGGCCAACTTTGGTAACCACTTTA
391 ACATATGGTGTACAATGTTTCAGTAGATACCCTGATCATATGAAACAACACGACTTTTTCAAGTC
456 TGCTATGCCAGAAGGTTACGTTCAAGAAAGAACTATTTTCTTTAAGGATGACGGTAACTACAAGA
521 CCAGAGCAGAAGTCAAATTTGAAGGTGACACTTTGGTTAACAGAATCGAATTGAAGGGTATCGAT
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[¢)]
(0]
@]

651

716

781

846

911

976
1041
1106
1171
1236
1301
1366
1431
1496
1561
1626
1691
1756
1821
1886
19561
2016
2081

AAGCATTTCAAAGATATCATGGAGCAGCAAGAGAATCAGGTTTATAAGAGCTCGCT . . .

b) Aminosiuresequenz:

1
66
131

BSMKRSFRSMLRSIFMRILYFLTSNISSIIIFCVSISFLGYFGKELHNNNKGSGSGSGSESASEE
SKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFISTTGKLPVPWPTLVTTLTY
GVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFK
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Abbildung S9: Westernblot-Analyse der Stimme mit Cyto, MitoM und IMS RgDAAOWT bzw.
RgDAAOR?85A Die Westernblot-Proben wurden mittels Magnetséulenisolierung aus 40 ml
Kultur bei einem Selektionsdruck von 4 pg/ml Blasticidin und einer Parasitdmie > 5 %
gewonnen. Von jeder Lysatprobe wurden 3 x 10 7 Parasiten in einem 10 %igen SDS-
Gel geladen und mit Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden auf eine
PVDF-Membran iibertragen und zunéchst mit Ponceau-Reagenz gefirbt (rechts) bzw.
anschliefiend mit einem o-HA Primérantikérper (Hase), sowie einem a-Hase Sekundéran-
tikérper behandelt (links). Von links nach rechts sind die Stimme 3D7 RgDAAOWT 3D7
RgDAAOR?%5A ynd die Negativkontrolle (pHBIRH, NC) aufgetragen. Fiir die Stimme
mit Cyto RgDAAOWT bzw. RgDAAOR?85A wurde eine Bande bei 43,8 kDa erwartet,
3D7 MitoM RgDAAOWT bzw. 3D7 RgDAAOR?34 zeigten drei Banden bei 43,8 kDa,
~46,0 kDa und 51,0 kDa und die Stimme mit IMSRgDAAOWT bzw. RgDAAOR?85A zwei
Banden bei 43,8 kDa und 52,6 kDa (berechnete Grofse: 50,4 kDa).
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Abbildung S10: Quantitative Westernblot-Analyse der Stimme mit Cyto RgDAAOWT und MitoM

RgDAAOWT in Abhiingigkeit der Blasticidinkonzentration. A) Die Westernblot-Proben
wurden mittels Magnetsdulenisolierung aus 40 ml Kultur bei einer Parasitdmie > 5 %
gewonnen. Von jeder Lysatprobe wurden 3 x 10 7 Parasiten in einem 10 %igen SDS-Gel
geladen und mit Hilfe von SDS-PAGE aufgetrennt. Die der Grofe nach aufgetrennten Pro-
teine wurden auf eine PVDF-Membran iibertragen und zunichst mit Ponceau-Reagenz
gefarbt (rechts) bzw. anschlieRend mit einem a-HA Primérantikérper vom Hasen, so-
wie einem a-Hase Sekundérantikérper behandelt (links). Die Blasticidinkonzentration
wurde zwischen 4-50 pg/ml variiert, als Negativkontrolle (NC) wurde der urspriingliche
pHBIRH-Vektor ganz rechts aufgetragen. Die erwartete Grofe des Enzyms im Stamm
mit CytoRgDAAOWT betriigt 43,8 kDa. Fiir den Stamm mit MitoM RgDAAOWT liegt
die Grofe des Enzyms inklusive MitoM Zielsequenz bei 51,0 kDa. Die anderen Banden
zeigen das Protein nach mitochondrialem Import nach teilweiser- (46,0 kDa) bzw. kom-
pletter Abspaltung (43,8 kDa) der MitoM Zielsequenz.
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