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1 Zusammenfassung 1

1. Zusammenfassung

1.1. STRESSistance

In dieser Arbeit wurde die Oxidative-Stress-Hypothese des Malaria-Parasiten Plasmodium falciparum
kritisch hinterfragt und durch kompartiment-spezifische Produktion und Entfernung von
Wasserstoffperoxid (H.02) analysiert. Hierzu wurden erfolgreich Plasmodienstimme mit den
heterologen Redoxenzymen D-Aminosaureoxidase (DAAQ) von Rhodoturula gracilis oder der Katalase
von Toxoplasma gondii in den Kompartimenten Cytosol (Cyto), Verdauungsvakuole (DV),
mitochondriale Matrix (MitoM) und Intermembranraum des Mitochondriums (IMS) hergestellt. Die
Produktion der Proteinkonstrukte wurde mittels Westernblotanalyse charakterisiert. Zur Analyse
wurden Wachstumskurven der Stamme mit kompartiment-spezifischer Erniedrigung und Erhéhung
von H,0; durchgefiihrt, bei denen ein Einfluss der H,0,-Menge auf das Wachstum des Parasiten
beobachtet werden konnte. Die Verringerung der H,0,-Menge im Parasiten fiihrte zu nur geringen
Wachstumsdefekten, hingegen fiihrte die Produktion von H,0; im Cytosol und in der mitochondrialen
Matrix zu einem verringerten Wachstum verglichen mit der Negativkontrolle. Fir den Stamm mit
erhohter H,0,-Menge in der Verdauungsvakuole wurde ein erhohtes Wachstum beobachtet.
Zusatzlich wurden [Cso-Werte der Substanzen Paraquat, Artesunat, Chloroquin, Atovaquon und
Methylenblau ermittelt. Paraquat wurde als Positivkontrolle genutzt und erzeugte sowohl in den
Stammen mit verringerten H,O,-Mengen als auch mit erhéhten H,0,-Mengen im Cytosol und der
mitochondrialen Matrix eine signifikante Steigerung der Sensitivitat im Vergleich zu den jeweiligen
Negativkontrollen. Mit den anderen hier getesteten Substanzen wurden kaum
Sensitivitatsunterschiede zur Negativkontrolle beobachtet. Aufgrund D-Aminosdure-unabhangiger
Unterschiede in den ICso-Werten der DAAO-Stamme kann die Hypothese eines bisher unbekannten
endogenen D-Aminosdurestoffwechsels im Parasiten aufgestellt werden. Zusatzlich kénnen, durch die
in dieser Arbeit erzeugten Ergebnisse, Aussagen (iber proteintoxische Effekte heterologer Proteine

getroffen werden.

In this work, the oxidative stress hypothesis of the malaria parasite Plasmodium falciparum was
critically questioned and analyzed by compartment-specific production and removal of hydrogen
peroxide. For this purpose, Plasmodium strains with the heterologous redox enzymes D-amino acid
oxidase of Rhodoturula gracilis or the catalase of Toxoplasma gondii were successfully produced in the
compartments cytosol, digestive vacuole, mitochondrial matrix and intermembrane space of the
mitochondrion. The production of the protein constructs was characterized by western blot analysis.
For further analysis, growth curves of the strains with compartment-specific decrease and increase of

hydrogen peroxide were performed. An influence of the amount of hydrogen peroxide on the growth



of the parasite could be observed. Removal of H,0; in the parasite led to only minor growth defects,
whereas the production of H,0; in the cytosol and in the mitochondrial matrix led to decreased growth
compared to the negative control. A positive effect on growth was observed for the strain with
increased H,0, amounts in the digestive vacuole. In addition, ICso values of the substances paraquat,
artesunate, chloroquine, atovaquone and methylene blue were determined. Paraquat was used as a
positive control and produced a significant increase in sensitivity both in the strains with decreased
H,0, amounts and with increased H,0, amounts in the cytosol and the mitochondrial matrix compared
to the negative controls. With the other substances tested here, hardly any differences in sensitivity
compared to the negative control could be observed. Due to the D-amino acid-independent differences
in the 1Cso values of the DAAO strains, the hypothesis of a previously unknown endogenous D-amino
acid metabolism in the parasite can be made. In addition, the results obtained in this study can be used

to draw conclusions about the proteotoxic effects of endogenously introduced proteins.
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1.2. Untersuchung der Glutaredoxin-like proteins Glp1, Glp2 und Glp3 in Plasmodium falciparum

Zur Untersuchung der drei Glutaredoxin-like proteins (Glps) in Plasmodium falciparum wurden SLI-
Konstrukte kodierend fur PFGLP1 oder PFGLP2 kloniert. Die Gene fir die Selektionsmarker wurden so
gewahlt, dass ein Knockout in bereits bestehenden 3D7 Aglp2- und NF54 Aglp3-Stammen maoglich ist.
Nach erfolgreicher Klonierung wurden diese Konstrukte in allen Kombinationen in den 3D7 Aglp2- oder
NF54 Aglp3-Stamm transfiziert und erfolgreich auf das Plasmid selektioniert. Nur bei der Selektion der
Integration des potentiellen NF54 Aglp3glp1-Stamms wurden Parasiten beobachtet, jedoch konnte
kein eindeutiger Doppelknockout-Stamm erzeugt werden. Diese Ergebnisse deuten an, dass die
Funktion von PfGlp1 und PfGlp3 durch das noch vorhandene PfGlp2 oder andere Proteine kompensiert
werden kann. Uber die Essentialitdt der Kombination PFGLP3/PFGLP2 und PFGLP1/PFGLP2 kann keine
eindeutige Aussage getroffen werden, jedoch kann die nicht erfolgreiche Selektion ein Hinweis fiir eine
essentielle Funktion sein. Um Aussagen (ber die generelle Funktion der drei Glps treffen zu konnen,

miussen weitere Versuche durchgefiihrt werden.

To study the three glutaredoxin-like proteins (Glps) in Plasmodium falciparum, SLI constructs encoding
PFGLP1 or PFGLP2 were cloned and the genes for the selection markers were chosen to allow knockout
in existing 3D7 Aglp2 and NF54 Aglp3 strains. After successful cloning, these constructs were
transfected in all combinations into the 3D7 Aglp2 or NF54 Aglp3 strain and successfully selected for
the plasmid. Parasites could only be observed when selecting the integration of the potential NF54
Aglp3glp1 strain, but no pure double knockout strain could be generated. These results indicate that
the function of PfGlp1 and PfGlp3 can be compensated by the remaining PfGlp2 or other proteins. No
clear statement can be made about the essentiality of the combination of PFGLP3/PFGLP2 and
PFGLP1/PFGLP2, but the lack of successful selection can be an indication of an essential function. In
order to be able to make statements about the general function of the three Glps, further tests must

be carried out.



1.3. Protein-Fragment-Komplementationsassay mit Split-Dihydrofolatreduktase

Der Protein-Fragment-Komplementationsassay mit der Split-Dihydrofolatreduktase (Split-DHFR) sollte
in dieser Arbeit als Ein-Plasmid-System in Plasmodium falciparum etabliert und die Interaktion der
mitochondrialen small Tims untersucht werden. Es wurden bereits in der Masterarbeit erfolgreich
Konstrukte kodierend fiir die Split-DHFR-Fragmente fusioniert an die small Tims Tim8, Tim9, Tim10
oder Tim13 kloniert und erfolgreich in 3D7 WT-Parasiten transfiziert. In dieser Arbeit wurden
WR-Selektionsversuche mit diesen Stammen durchgefiihrt, um die Interaktion von Tim8/13 und
Tim10/9 zu verifizieren. Diese konnten trotz Anpassung der Versuchsbedingungen nicht erfolgreich
durchgefiihrt werden. Zusatzlich wurde als Positivkontrolle einer bekannten Protein-Protein-
Interaktion das Gen des GCN4 Leucinzippers aus Saccharomyces cerevisiae an die Gene der Split-DHFR-
Fragmente kloniert und das Plasmid erfolgreich transfiziert. Auch mit diesen Staimmen konnte kein
erfolgreicher WR-Selektionsversuch durchgefiihrt werden, weshalb zusammenfassend gesagt werden
kann, dass es nicht moglich war das von Levray et al. bereits in Plasmodium falciparum als

Cotransfektion etablierte Split-DHFR System als ein-Plasmid System zu etablieren.

The protein fragment complementation assay with the split-dihydrofolate reductase (split-DHFR) was
to be established in this work as a single-plasmid system in Plasmodium falciparum and the interaction
of the mitochondrial small Tims was to be investigated. Constructs coding for the split-DHFR fragments
fused to the small Tims Tim8, Tim9, Tim10 or Tim13 were already successfully cloned in the master
thesis and successfully transfected into 3D7 WT parasites. In this work, WR selection experiments were
performed with these strains to verify the interaction of Tim8/13 and Tim10/9. This could not be done
successfully despite adaptation of the experimental conditions. Additionally, as a positive control of a
known protein-protein interaction, the gene of the GCN4 leucine zipper from Saccharomyces
cerevisiae was cloned to the genes of the split-DHFR fragments and the plasmid was successfully
transfected. It was also not possible to carry out a successful WR selection experiment with these
strains. It can be summarized that it was not possible to establish the split-DHFR system already

established as a cotransfection in Plasmodium falciparum by Levray et al. as a single-plasmid system.
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2. Einleitung

2.1. Plasmodium falciparum: Lebenszyklus, Eckdaten und Verbreitung

Die menschliche Malaria wird durch Infektion mit Parasiten der Gattung Plasmodium verursacht. Die
relevantesten Arten sind P. falciparum und P. vivax.>? Der Parasit hat einen komplexen Lebenszyklus
im Hauptwirt, der weiblichen Anophelesmiicke und dem Zwischenwirt, dem Menschen (Abbildung 1).

In der Stechmiicke findet die Gametogonie und die asexuelle Replikation durch Sporogonie statt.3
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Abbildung 1 Lebenszyklus des Parasiten Plasmodium falciparum im Hauptwirt, der weiblichen Anophelesmiicke, und dem
Zwischenwirt, dem Menschen. Quelle: Maier et al 20194

Der Lebenszyklus im Menschen kann in unterschiedliche Stadien unterteilt werden. Wahrend eines
Blutmahls einer infizierten, weiblichen Anophelesmiicke werden Sporozoiten zusammen mit
gerinnungshemmendem Speichel in die Injektionsstelle injiziert. Die Ubertragenen Parasiten treten
aktiv in den Blutstrom ein und befallen in der prd-erythrozytiren Schizogonie Hepatozyten.>® Die
Invasion wird durch einen Co-Rezeptor vermittelt, welcher aus Thrombospondin-Doméanen auf dem
Circumsporozoiten-Protein und dem Thrombospondin-verwandeten Adhdsionsprotein besteht. Diese
Domédne bindet spezifisch an Heparinsulfat-Proteoglykane auf Hepatozyten in der Nahe des
sinusoidalen Endothels und den Kupffer-Zellen.®’ In den Hepatozyten durchliuft der Parasit innerhalb
von neun bis 16 Tagen eine asexuelle Replikation, die exo-erythrozytare Schizogonie. Diese beginnt
mit dem Ubergang vom Trophozoiten zum frithen Schizonten-Stadium, indem die DNA-Replikation und
Kernteilung (Karyokinese) einsetzen. Das Mitochondrium und der Apikoplast wachsen und bilden ein
groRes, miteinander verbundenes Netzwerk.2® Zudem kommt es zu starkem Membranwachstum,

welches im Zytomer-Stadium zur Zytokinese von einem einzelnen Kern und wichtigen Organellen in



einer neu gebildeten Plasmamembran endet.® Diese gebildeten exo-erythrozytiren Merozoiten im

Inneren der Hepatozyten kénnen, durch Freisetzung aus der Leber, Erythrozyten befallen.>2

Die erythrozytére Schizogonie beginnt durch Invasion der Erythrozyten durch Merozoiten.® Merozoiten
erkennen die Erythrozytenmembran und kniipfen reversibel an diese an. Wahrend dieser Pra-Invasion
spielt das Merozoite surface protein (PfMSP) eine zentrale Rolle. Dieses Glycosylphosphatidylinositol
(GPI)-assoziierte Protein befindet sich als integrales Membranprotein auf der Membran des freien
Merozoiten und fiihrt zur Bindung an den Erythrozyten.>1%!! Es kommt zu einer starken Interaktion
zwischen Merozoiten und dem Erythrozyten, was zu einer Actomyosin-vermittelten Deformation der
Wirtszelle fuhrt. In diesem Schritt sind Proteinliganden, wie die erythrocyte binding-like proteins (EBLS)
und Plasmodium falciparum reticulocyte-binding protein homologs (PfRhs) involviert, welche
spezifische Rezeptoren auf dem Erythrozyten binden. Zusétzlich kommt es durch eine Anderung der
cytosolischen Calciumionenkonzentration zu Aktivierung der nachfolgenden Schritte der Invasion.!%12
Es folgt eine Reorganisation des Merozoiten, so dass das apikale Ende an der Erythrozytenmembran
anliegt, gefolgt von der irreversiblen Anheftung des Merozoiten durch die Bildung der tight junction.
AnschlieBend kommt es zur Freisetzung des Rhoptrien- und Mikronemen-Inhaltes, welche die
parasitire Vakuole bilden.>*'* Der Parasit bewegt sich aktiv mithilfe des Actomyosin-Motors in den
Erythrozyten. Durch die Fusion der Membran am hinteren Ende des Merozoiten, ist der Parasit in der

parasitophoren Vakuole und dem Erythrozyten eingeschlossen. 11214

Im Erythrozyten findet eine asexuelle Teilung statt. Der Parasit entwickelt sich durch drei intrazellulare
Stadien. Hierbei ist er abhdngig von der Nahrstoffversorgung des Wirts, weshalb er durch Einfligen von
Proteinen in die Wirtszellplasmamembran neue Permeationswege erzeugt.’>'” Um den Proteinexport
zu gewihrleisten baut der Parasit eine sekretorische Maschinerie, die sogenannte Maurer’s cleft, auf.'’
Eine dieser Modifikation sind Ausbuchtungen der Membran, die sogenannten knobs, welche dazu
dienen, den Parasiten am Endothel zu verankern. Das sogenannte erythrocyte membrane protein 1
(PfEMP1) erméglicht das Anheften der infizierten Erythrozyten an die GefaRwand.*>*"° Dies erméglicht
die Umgehung der Milzpassage. Um das Immunsystem des Wirts zu umgehen werden unterschiedliche

Isoformen von PfEMP1 auf der Oberflache des Erythrozyten prasentiert.!!

Der Parasit bildet fir ca. 20 h das Ringstadium, gefolgt vom Trophozoitenstadium. Diese Phase
zeichnet sich durch starke Proteinsynthese, sowie durch den Verdau des erythrozytaren Hamoglobins
aus.?® Nihrstoffe, Abfallprodukte und Medikamente bendtigen entweder einen Membrantransport
durch die drei Membranen, welche das Cytosol des Parasiten von der extrazellularen Umgebung
abschirmen, oder kleine ungeladene Molekiile kénnen direkt durch die Lipiddoppelmembranen
diffundieren. Der new permeability pathway (NPP) ermoglicht einen gesteigerten Nahrstoffinflux in

infizierte Erythrozyten.?
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Durch die Insertion von zum Beispiel plasmodial surface anion channel (PSAC) in die
Erythrozytenmembran kénnen im Trophozoitenstadium ausreichend Aminosduren, Nukleoside und
Zucker aufgenommen werden.?}2*> Nach der Aufnahme in den Erythrozyten miissen die Nihrstoffe
anschliefend durch weitere Transporter wie zum Beispiel dem Plasmodium falciparum exported
protein 2 (PfExp2) durch die parasitophore Vakuole transportiert werden. Dieser hat eine duale
Funktion und kann neben dem Export von Parasitenproteinen in den Erythrozyten auch als Kanal durch
die Membran der parasitophoren Vakuole dienen.?%?* Zum Schluss wird der Nihrstofftransport durch
die Parasitenplasmamembran (PPM) durch spezifische Transporter, zum Beispiel den Plasmodium
falciparum apicomplexan amino acid transporter oder den Plasmodium falciparum hexose transporter
(HT1), vermittelt.2%>>2¢ Die Aufnahme von Hamoglobin aus dem Cytosol des Erythrozyten erfolgt direkt
Uber Endozytose am Cytostom, einer Einstiilpung der Doppelmembran.??” Das dadurch
aufgenommene host cell cytosol (HCC) wird zum spezialisierten Lysozym, der Verdauungsvakuole,
transportiert und dort abgebaut. Wahrend dieses Prozesses entstehen, neben dem freien Eisen-(ll)-
Ham, welches zu nicht-toxischem, inertem Hamozoin umgewandelt wird, auch Aminosduren, welche
von dem Parasiten als Bausteine genutzt werden.*>®202127.28 7ydem liefern die Endozytose und der
Abbau von erythrozytaren Bestandteilen Platz, welcher fiir das Wachstum des Parasiten im

Erythrozyten notwendig ist.2%27:29:30

Im spaten Trophozoiten kommt es zur DNA-Synthese und die erste Kernteilung leitet das Schizonten-
Stadium ein. Dieses charakterisiert sich durch bis zu 20 nukleare Teilungen ohne Zytokinese und
Vervielfaltigung des Mitochondriums und des Apikoplasten. Zudem kommt es zur vermehrten
Anh3ufung von Lipidvakuolen, welche spater zum Aufbau von Membranen genutzt werden.3! Nach der
Zytokinese lysieren die Erythrozyten und Merozoiten werden freigesetzt, welche weitere nicht-
infizierte Erythrozyten befallen konnen. Innerhalb der Erythrozyten ist der Parasit vor dem
Immunsystem des Wirtes geschitzt, weshalb eine korperliche Reaktion in Form von erhdhter
Korpertemperatur nur bei Hdimozoinfreisetzung und Anwesenheit von freien Merozoiten beobachtet

wird. Der intraerythrozytére Zyklus dauert bei Plasmodium falciparum 48 h.3®

Ein kleiner Teil der Merozoiten in Erythrozyten differenziert zu Gameozyten, welche essentiell fiir die
Ubertragung in die weibliche Anophelesmiicke sind.® Diese durchlaufen keine Schizogonie und kénnen
wahrend einer Blutmahlzeit einer weiblichen Anophelesmiicke aufgenommen werden. Gametozyten
entwickeln sich im Mitteldarm der Anophelesmiicke zu Gameten, welche verschmelzen und Zygoten
bilden. Die anschliefend entstehenden Ookineten kénnen die Wand des Mitteldarms durchdringen
und sich an der Innenseite zu Oozyten entwickeln. Diese durchlaufen die Sporogonie. Die dabei
entstehenden Sporozoiten werden in die Speicheldriise transportiert und kénnen auf den

menschlichen Zwischenwirt tibertragen werden.?



2.1.1. Eckdaten und Verbreitung

Global gab es in 2023 laut WHO schatzungsweise 263 Millionen Malariafdlle in 85 Malaria-
endemischen Landern und Regionen, was einem Anstieg von 11 Millionen Fallen gegeniber 2022
entspricht. 2023 lag die Malariainzidenz bei 60 Fallen pro 1000 gefahrdeten Einwohnern, was einen
geringen Anstieg gegenliber 2022 bedeutet. Die hochste Belastung mit insgesamt 94 % der Malariafalle
gab es in Afrika. Die meisten Falle wurden mit 26 % in Nigeria und mit 13 % in der Demokratischen
Republik Kongo festgestellt.3? Im Vergleich zu 576 000 Malariatoten im Jahr 2019 stieg diese Zahl im
Jahr 2020 um 10 % auf 631 000, mit seit 2015 jahrlich 76 % Kindern unter 5 Jahren.?® Die Anzahl an
Todesfallen sank im Jahr 2023 wieder auf 597 000. Die Mortalitatsrate (Tote pro 100 000 gefahrdeter
Einwohner) von Malaria sank im Jahr 2023 im Vergleich zum Vorjahr gering auf 13.7. Laut WHO
konnten im Zeitraum von 2000 — 2023 schatzungsweise 2.2 Milliarden Malariafalle und 12.7 Millionen
Todesfalle verhindert werden. Die Eliminierung und Eingrenzung von Malaria haben in vielen Landern
an Schwung gewonnen. Die Zahl Malaria-endemischer Lander sank von 85 in 2022 auf 83 im Jahr 2023.
In 2023 wurden Lander wie Aserbaidschan, Belize und Kap Verde als malariafrei zertifiziert. 2024 hat

ebenfalls Agypten den Status malariafrei erlangt.?

Dieser Entwicklung zugrunde liegt die erfolgreiche Auslieferung von 2.9 Milliarden insektizid-
behandelten Stechmiickennetzen (insecticide-treated mosquito nets ITNs) im Zeitraum von 2004 bis
2022. Hierfiir wurden z.B. Pyrethroid-Chlorofenapyr und Pyrethroid-Pyriproxyfen Netze verwendet.
Ersteres flihrt durch die Substanzen Pyrethroid und Pyrrol zu einer Tétung der Stechmiicke und
zweiteres bewirkt eine Stérung des Wachstums und der Fortpflanzung der Stechmiicke.®* Zudem
wurden zwischen 2010 und 2023 weltweit mehr als 4.5 Milliarden Behandlungen mit einer
Artemisinin-basierten Kombinationstherapie durchgefiihrt.3> Neben dieser Therapie empfiehlt die
WHO die Impfung mit den Malariaimpfstoffen RTS,S/AS01 und R21. RTS,S wurde bereits in 6 Millionen
Dosen ausgeliefert und flihrte zu einem Riickgang der Gesamttodesfalle im frilhen Kindesalter um 13 %
und eine Reduktion von schweren Malariafdllen in den Anwendungsgebieten Ghana, Kenia und
Malawi.?? Dieser Wirkstoff ist ein rekombinantes Protein, welches auf das Circumsporozoiten-Protein
von Plasmodium falciparum abzielt. Dieses Protein liegt im pra-erythrozytdren Stadium vor. Ein Teil
der Circumsporozoiten-Sequenz ist mit freiem Hepatitis-B-Oberflichenantigen fusioniert, wird
koexprimiert und mit Adjuvans ASO1 formuliert.333® Zusatzlich wurde im Oktober 2023 der Impfstoff
R21 als weiterer sicherer und effektiver Impfstoff von der WHO empfohlen. Dieses Impfstoff-
Immunogen ist sehr dhnlich zu dem bereits genutzten RTS,S Wirkstoff, jedoch fehlen 80 % des
Hepatitis-B-Oberflachenantigens. Dies fiihrt zu einer erhéhten Dichte an Circumsporozoiten-Protein
auf der Partikeloberflache, was zu einer hohen Menge an malariaspezifischen Anti-Asn-Ala-Asn-Pro

(NANP)-Antikérpern fiihrt.®
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2.2. Oxidativer Stress: Konzept und Hypothesen

“Oxidation-reduction (redox) reactions are central to the existence of life. Reactive species of oxygen,
nitrogen and sulfur mediate redox control of a wide range of essential cellular processes.”*” Die
Reduktion und Oxidation von schwefel-haltigen Aminosauren wie Cystein spielt eine zentrale Rolle in
der Redoxregulation in grundlegenden biologischen Prozessen. Der Redoxmetabolismus ist ein
kritischer Unterpunkt des zelluliren Metabolismus und ist ein fein reguliertes Netzwerk aus
Redoxreaktionen, oxidativen posttranslationalen Modifikationen und deren Auswirkungen.® Unter
Redoxhomoostase bezeichnet man das Gleichgewicht und die Aufrechterhaltung des Redoxstatus
innerhalb der Zelle. Der bisher viel genutzte Begriff des ,,oxidativen Stresses” beschreibt die Storung
von Redoxsignalwegen und die Schadigung von Molekiilen aufgrund eines Ungleichgewichts zwischen
sogenannten , Oxidantien” und ,Antioxidantien”.3”° In der Biologie werden viele Enzyme oder small
molecules als ,,Antioxidantien” beschrieben. Diese reagieren entweder mit einzelnen reactive oxygen
species (ROS), um eine Schadigung zu verringern oder kdnnen auch Teil der Redox-Signalibertragung
sein.*® Viele dieser Antioxidantien sind enzymatische Systeme wie Superoxiddismutasen (SOD) oder
Peroxidasen mit spezifischen Reaktivitditen gegeniiber verschiedenen ,ROS“, welche jedoch selten
benannt werden.*>*! Ebenso sollte statt dem generalisierten Begriff , oxidative damage* die oxidative
Modifikation oder der chemische Prozess aus dem diese Schadigung hervorgeht genauer benannt
werden und auch der Einfluss von Reparations- und Abwehrmechanismen sollte fiir die Interpretation

herangezogen werden.*

Der inflationar genutzte Begriff ROS soll verschiedene sauerstoffhaltige Molekiile beschreiben, die
wahrend des Metabolismus als Nebenprodukt entstehen, wobei davon ausgegangen wurde, dass sie
ausschlieRlich toxische Effekte hervorrufen.®® Dieser Sammelbegriff umfasst eine groRe Bandbreite an
Molekiilen mit unterschiedlichsten Eigenschaften, Reaktivitaten und Interaktionen, die oft nicht weiter
spezifiziert werden.”® Durchaus kann eine erhéhte Konzentration von reaktiven Molekilen zu
wahllosen und irreversiblen Oxidationen von Biomolekiilen wie DNA, Lipiden und Proteinen fiihren
und diese dauerhaft schadigen. Jedoch spielen spezifische ,ROS“-Molekiile, wie zum Beispiel
Wasserstoffperoxid (H.02), eine differenzierte und essentielle Rolle in der Regulierung der
Zellfunktion.34243 Hierbei sind physiologische Oxidationsmittel wie H,O, das Signalmolekil um
Enzymaktivitdten und -funktionen zu kontrollieren und zu modifizieren.3”3%4 Fiir zelluldre Antworten
auf redox-Stress werden redox-sensitive Proteine benétigt, die durch Modifikation durch ,,Oxidantien”

ihre Funktion &ndern.37#?

Eine wichtige Gruppe dieser redox-regulierten Proteine sind
Transkriptionsfaktoren, die bei erhéhter physiologischer Oxidation aktiviert werden.?”*>% |n diesem
Zusammenhang sind die Transkriptionsfaktoren nuclear factor erythroid 2-released factor (Nrf2) und
sein Inhibitor Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keapl) fiir das Erkennen von physiologischen

Anderungen des Oxidationsstatus zu nennen.?”*” Keapl ist ein Sensor fiir Oxidationsmittel und
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Elektrophile. Dieser bindet Nrf2, welches liber eine Cullin 3-based Ubiquitin Ligase bei niedrigem
Oxidationsstatus ubiquitinyliert und proteasomal abgebaut wird.3”3%8 Beij erhéhtem Oxidationsstatus
kommt es zur Oxidation spezifischer Cystein-Reste und Konformationsanderungen in Keap1, wodurch
Nfr2 freigesetzt wird und in den Zellkern diffundiert. Dies hat die Expression von Genen zur
Aufrechterhaltung der Redox-Homdostase und der Produktion von Cofaktoren fiir Redox-Reaktionen,

wie GSH und NADPH, zur Folge.?”384°

Zwei physiologisch relevante Molekiile die unter den Begriff ROS fallen sind das Superoxidanionradikal
(02 7) und H,0,, welches sequenziell aus O, ~ produziert werden kann.®® O, ~ wird zum Beispiel von
spezifischen Enzymen wie NADPH-Oxidasen (NOXs)3°° oder bei der Einelektronen-Reduktion von
Sauerstoff am Komplex | und Il der mitochondrialen Elektronentransportkette produziert.3®°! Die
intrazelluldre Konzentration von O, ~ ist gering, da es entweder spontan oder enzymvermittelt durch
SODs zur Disproportionierung zu H,0, und O, kommt.3#>2 Eine direkte Produktion von H,0; kann durch
Flavoenzymen wie die NADPH-Oxidase NOX4°3, Monoaminoxidasen oder Xanthinoxidasen®* erfolgen.
Die Disproportionierung von H;0, wird zum Beispiel durch Ham-haltige Katalasen,
Glutathionperoxidase®® und Thiol-abhingige Peroxiredoxine®® katalysiert. Fiir die anschlieRende
Reduktion der oxidierten Enzymthiole werden niedermolekulare Thiole wie Glutathion und Enzyme
wie Glutathionreduktase, Thioredoxin und Thioredoxinreduktase benétigt. Zudem gibt es weitere
intrazellulare Quellen von O, ~ und H,0,. Hierzu zdhlen zum Beispiel das endoplasmatische Retikulum
(ER), Mitochondrien, Peroxisomen und der Nukleus. Wahrend der Proteinfaltung im ER werden
intramolekulare Disulfidbriicken gebildet, welches in der Produktion von H,0, resultieren kann.3>7 In
den Peroxisomen entsteht H,0, beispielsweise als Nebenprodukt der Oxidasen, wie fatty acyl-

coenzyme A oxidase, wird jedoch direkt durch eine Katalase wieder abgebaut.3%®

2.2.1. Oxidative-Stress-Hypothese im Malaria-Parasiten Plasmodium

Die Blutstadien des Malaria-Parasiten Plasmodium falciparum entwickeln sich in den Erythrozyten des
menschlichen Wirts. Hier ist angeblich die Detoxifikation von ,ROS“ eine grofRe Herausforderung fir
den Parasiten. *° Diese Umgebung ist aufgrund der vergleichsweise hohen Sauerstoffkonzentration
und des Hamoglobins pro-oxidativ.®’ Aufgrund seines schnellen und effektiven Wachstums benétigt
der Parasit eine hohe metabolische Rate, weshalb viele toxische, redox-aktive Nebenprodukte anfallen
sollen.>®% AuRerdem baut der Parasit wihrend seines Lebenszyklus Hamoglobin in der
Verdauungsvakuole ab, um die Aminosauren des Hamoglobins zu nutzen, was in einer Freisetzung von
toxischem Ham und der Produktion von ,ROS“ resultieren soll.’>®! Zudem sollen neben dem
metabolischen ,oxidativen Stress” auch die vom Immunsystem des Wirts produzierten ,ROS“ zur
oxidativen Gesamtbelastung des Parasiten beitragen.>® Durch diese Faktoren wird davon ausgegangen,

dass der Parasit einer hohen Menge an oxidativen Faktoren ausgesetzt wird, die durch ein gutes
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antioxidatives System im Gleichgewicht gehalten werden missen. Hierfiir hat der Parasit ein System
aus zahlreichen Thioredoxin- und Glutathion-abhangigen Enzymen sowie Superoxiddismutasen, die
das Redoxmilieu aufrechterhalten.>®%® Interessanterweise besitzt Plasmodium jedoch keine Katalase

oder klassische Glutathionperoxidasen.>%61.64

Die Datenlage zu differenzierten Auswirkungen von spezifischen ,,ROS” ist in der Malariaforschung
unprazise und undurchsichtig. H,0; kann aufgrund seiner Ladungsfreiheit durch Membranen in Zellen
diffundieren. Durch die Anwesenheit von Katalasen, Peroxiredoxinen und Glutathionperoxidasen im
Erythrozyten wird die H,0,-Konzentration konstant im picomolaren Bereich gehalten.®® Durch diese
Eigenschaft lasst sich der extrem hohe ICso-Wert von 78 £ 10 mM bei Plasmodium falciparum 3D7 WT
Parasiten unter exogener Zugabe von H,0; erkldren. Verglichen dazu ist der ICso-Wert des Elektrophils
tert-Butylhydroperoxid (tBOOH) deutlich geringer, bei 81 +6 UM, da es durch die Katalase im
Erythrozyten nicht abgebaut werden kann.®® Ebenso das Elektrophil Diamid, welches zu unspezifischen
Disulfidbildungen fiihrt, hat einen ICs;-Wert im vergleichbaren micromolaren Bereich (90 + 10 pM).%¢
Zudem wurde gezeigt, dass einige Peroxiredoxine (Prx), das cytosolische TPx-1 und 1-Cys-Prx, im
Blutstadium des Parasiten entbehrlich sind.®”%° Ebenso ist das antioxidant protein (PfAOP) der Prx5
Subfamilie, welches dual im Apikoplasten und im Cytosol lokalisiert ist,’® nicht essentiell fiir das

Uberleben des Parasiten.”*

2.2.1.1. Einfluss und Wirkweise verschiedener Antimalariamittel auf Plasmodium falciparum

Allgemein wird postuliert, dass ,oxidativer Stress” eine zentrale Rolle in der Funktionsweise einiger

Antimalariamittel spielt.”74

Artemisinin (Abbildung 2 A) ist ein Sesquiterpen-Lakton, das aus den Blattern des BeifulR Artemisia
annua extrahiert werden kann.” Es enthilt eine Endoperoxidbriicke, welche essentiell fir die Aktivitat
des Antimalariamittels ist.”® Im Gegensatz zu den Antimalariamitteln Chloroquin oder Atovaquon,
welche spezifische Ziele inhibieren, wurde berichtet, dass Artemisinin eine weite Bandbreite an
Proteinen bindet und eine Vielzahl von zelluldren Prozessen, wie die Himoglobin-Endozytose, die
Glykolyse und die Proteinsynthese und den —abbau, beeinflussen soll.””®! Diese Aktivitit beruht auf
der reduktiven Spaltung der Endoperoxidbriicke durch Him?%*, welches wihrend dem Abbau von
Hamoglobin freigesetzt wird. Das resultierende Radikal kann mit Proteinen und Lipiden reagieren, was

zum Zelltod fiihren kann.”%788081

Die ersten verzogerte parasite clearance nach Artemisinin-Behandlung wurde in West-Kambodscha
beobachtet.®® Die Resistenz ist durch die parasite clearance half-life (PCTi,) von lber 5h
definiert.2%® Die erste Resistenz wurde als Verlangerung der Zeit bis zur vollstindigen Beseitigung der

Parasiten bei identischer Medikamentendosis erkannt.®> Diese Resistenz beruht auf dem Verlust der
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Wirksamkeit von Artemisinin auf Parasiten im frihen Ringstadium. Die weiteren asexuellen
Blutstadien zeigen keine Veranderung der Empfindlichkeit.?>% Die reduzierte Suszeptibilitit geht mit
einer Mutation im PFKELCH13-Gen einher, welches fiir ein Kelch Doméanen-enthaltenes Protein auf
Chromosom 13 kodiert. PfKelch13 ist eines der 5 % konserviertesten Proteine in Plasmodium und
beinhaltet eine N-terminale Apikomplexa-spezifische Region gefolgt von einer GGG-Domane, einer
BTB-Doméne und einer 6-blattrigen Kelch B-Propellerdoméne.®”8 Die meisten Mutationen, welche zu
einer veranderten parasite clearance fiihren, befinden sich in der B-Propellerdoméane. Die C580Y-
Mutation ist am meisten verbreitet.#3%° Auch die Mutationen R539T und I543T fiihren zu einem
gesteigertem Uberleben der Ringstadien, haben jedoch ein geringeres Vorkommen.®°! N-terminal
GFP-getaggtes Wildtyp- und C580Y-PfKelch13-Protein ist in denselben punktierten Strukturen in der
raumlichen Nihe der Verdauungsvakuole®*® und in ringférmigen Strukturen nahe der
Plasmamembran lokalisiert.** Es wird eine Beteiligung von PfKelch13 in der Endozytose vorhergesagt,
was zu einer verringerten Protein-Abundanz, Hamoglobin-Aufnahme und redox-abhdngigen
Aktivierung von Artemisinin in PfKelch13-Mutanten fiihren kdnnte.?*°* PfKelch13 hat hohe Ahnlichkeit
zu Keap1,¥°° welches in Sdugetieren ein wichtiger Redox- und Elektrophil-Sensor ist und mittels seiner
B-Propellerdomine mit dem Transkriptionsfaktor Nrf2 interagiert.*>#% Jedoch ist bisher kein Nrf2-

Homolog in Plasmodium falciparum bekannt.®

B C
cl N\
=
HN
c
Artemisinin Atovaquon Chloroquin

Abbildung 2 Strukturen der Antimalariamittel Artemisinin (A), Atovaquon (B) und Chloroquin (C).

Quinolin-Antimalariamittel, wie z.B. Chloroquin (Abbildung 2 C), vollziehen ihre Funktion, indem sie
den Parasiten-spezifischen Abbau von Hamoglobin hemmen (Abbildung 3). Nach Optimierung
chemischer Synthesen und Durchfiihrung toxikologischer Studien wurde Chloroquin aus einem Quinin-
haltigen Alkaloid der Rinde des Chinarindenbaums derivatisiert.”® Chloroquin akkumuliert als
schwache Base in der Verdauungsvakuole und inhibiert die Himozoinbildung durch Bindung an der am

597397100 wodurch es zum Anstieg von intrazelluldrem freien

schnellsten wachsenden Kristallflache,
Ham und zur Verminderung der Hamozoin-Menge kommt. 8101192 Dje starke Bindung dieser
Antimalariamittel an Eisenporphyrin, gepaart mit einem pH-Trapping-Effekt, flihrt zu einer iber 1000-
fachen Akkumulation in der Verdauungsvakuole.’®® Freies Eisen-(Il)-Hdm kann durch O, zum

zytotoxischen Eisen-(lll)-Hdm autoxidiert werden, welches durch die Fenton-Reaktion mit H,0,



2 Einleitung 13

Hydroxylradikale (OH’) erzeugen kann, was fiir Lipidperoxidation verantwortlich sein kann.8.104

AulRerdem kommt es durch den sauren pH-Wert und die hohen Sauerstoffmengen in der
Verdauungsvakuole tiber die Fenton Reaktion zur Bildung von OH" und O; ~.}% Hier wurde lange
postuliert, dass ,,ROS“, welche durch die inhibierte Detoxifizierung entstehen, am Wirkmechanismus

von Chloroquin beteiligt sind.>%%

Chloroquin-resistente Stamme weisen eine reduzierte Akkumulation von Chloroquin in der
Verdauungsvakuole auf.!” Nach Genomanalysen wurden in Chloroquin-resistenten Stimmen
Mutationen im Plasmodium falciparum Chloroquin resistence transporter Gen (PFCRT) gefunden.1%®
PfCrt ist ein 49kDa groRes, in der Membran der Verdauungsvakuole lokalisiertes
Medikament/Metabolit-Transporterprotein, welches die wichtige Rolle des Transporters in der

t.108111 Jber die physiologische Funktion des

Regulation des Chloroquin-Effluxes unterstitz
Transporters ist bekannt, dass er im Peptidtransport aus der Verdauungsvakuole des Parasitens in das

Cytosol beteiligt ist.12

Ein wichtiger zusatzlicher Faktor der Resistenz von Him-abhadngigen Antimalariamitteln ist der in der

) 81,113,114
7’

Verdauungsvakuole lokalisierte mulitdrug resistance 1 transporter (PfMDR1 dessen

Bindedomine im Cytosol lokalisiert ist.)*> Durch Reduktion der PfMDR1-Kopien steigt die
Suszeptibilitit gegeniiber z.B. Mefloquin, Quininen oder auch Artemisinin-Derivaten an.'?®
Mutationen in PfMDR1, wie zum Beispiel N86Y®, hemmen vermutlich den Transport von
Malariamitteln aus dem Cytosol in die Verdauungsvakuole, wodurch die Konzentration von z.B.
Chloroquin in der Verdauungsvakuole verringert wird. Unterstitzt wird dies durch den Fakt, dass durch
die N86Y-Mutation die Empfindlichkeit gegenliber Mefloquin und Lumefantrin, welche Zielmolekiile
auBerhalb der Verdauungsvakuole haben, grofRer wird, wenn der Transport in die Verdauungsvakuole

reduziert ist.3%116:117

Hamoglobin (Fe?*)

Ham (Fe?) o, Elektronentransportkette ,
Ham (Fe**) 4: :b o 1 4: ; Elektronentransportkette
Chloroquin —|¢ ¢

Hamozoin (inert) H.O
272
Atovaquon

Abbildung 3 Schematische Darstellung der potentiellen Produktion von Superoxidanionradikalen (O2~) und
Wasserstoffperoxid (H202) im Metabolismus von Plasmodium. Links: Abbau vom Hamoglobin zu reaktivem, freiem Ham mit
anschlieBender Detoxifizierung zu Hamozoin in der Verdauungsvakuole. Rechts: Mogliche Produktion von Oy~ und
dementsprechend H,0, durch den Elektronentransport in der Atmungskette. Die Angriffspunkte der Antimalariamittel
Chloroquin und Atovaquon sind in rot angedeutet.
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Atovaquon (Abbildung 2 B) wird als prophylaktisches Antimalariamittel oder zur Behandlung bei
schwachen Formen der Malariaerkrankung eingesetzt.!*819 Atovaquon inhibiert den Cytochrom bc;-
Komplex der mitochondrialen Atmungskette und beeinflusst dadurch die Adenosintriphosphat (ATP)-
Synthese im Mitochondrium (Abbildung 3).1*8120 Der bc;-Komplex ist ein dimerer Proteinkomplex aus
zwei identischen Monomeren, welcher aus mindestens drei Proteinuntereinheiten besteht,
Cytochrom b, dem Rieske Eisen-Schwefel Protein und Cytochrom ¢;.1*31% Der Cytochrom bci-Komplex
Ubertragt Protonen tber den Q-Zyklus. Zwei Ubiquinol (QH,) Molekiile binden in der Q,-Seite, welche
den Fe,S,-Cluster tragt. Es werden zwei Elektronen und zwei Protonen auf den Cytochrom bc;-Komplex
Ubertragen. Die zwei Elektronen wandern durch das Cytochrom c;-Protein und binden an Cytochrom ¢

121 \wihrend zwei weitere Elektronen an der Q;-Seite Ubiquinon (Q) zu QH,

im Intermembranraum,
reduzieren. Hierfiir werden zusitzlich zwei Protonen aus der mitochondrialen Matrix benétigt, 118122123
Die Hauptaufgabe der Mitochondrien in den Blutstadien von Plasmodium ist nicht, wie in den meisten
Organismen, die Durchfiihrung des Citratzyklus als zentrales Element des Kohlenstoffmetabolismus,
sondern die Herstellung von Orotat fir die Pyrimidinsynthese.?*12® Hierfiir wird eine funktionelle
Ubiquinon-abhangige Dihydroorotatdehydrogenase (DHODH) benétigt, welche Q zu QH;
reduziert.'?12 Somit wird durch die Inhibition des Cytochrom bci-Komplexes durch Atovaquon die
Synthese von Pyrimidinbasen verringert, welche fir die DNA-Produktion notwendig ist. Es wird

vorhergesagt, dass durch die Wirkweise von Atovaquon ,ROS“ und ,oxidativer Stress“ erzeugt

erd 74,129

2.3. Heterologe Redoxenzyme
2.3.1. Toxoplasma gondii Katalase

Katalase (EC 1.11.1.6)*%ist eine zentrale Komponente des enzymatischen Detoxifizierungssystems und
verhindert durch die Detoxifizierung von H,0, die Bildung von OH. Dem Enzym vorgeschaltet ist
oftmals eine SOD, welche O, ~ zu H,0, umsetzt. Zusatzlich besitzen die meisten aeroben Zellen zur

Katalase Peroxiredoxine und ggf. Glutathionperoxidasen 3134

Die Funktion der Ham-abhdngigen Katalase, die Detoxifizierung von H,0,, verlauft Uber einen
zweistufigen Katalysezyklus (Schema 1). Im ersten Schritt wird das Hdm (Por-Fe'") von H,0, zur
Oxoferryl-Spezies oxidiert (Por*-Fe=0). Hierbei werden ein Elektron von Eisen und eins vom
Porphyrinring entfernt und es entsteht ein Molekiil Wasser. Im zweiten Schritt reduziert ein weiteres
Molekiil H,O; die Oxoferryl-Spezies unter Freisetzung von O, und Wasser, wodurch der Grundzustand

wieder hergestellt wird 135136
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Cat(Por-Fe"") + HOOH — Cat(Por**—Fe'V=0) + H,0
Cat(Por*—Fe'V=0) + HOOH — Cat(Por-Fe"") + O, + H,0

Schema 1 Schematische Darstellung der zweistufigen Reaktion im katalytischen Zentrum der Katalase. Por: Porphyrin;
FeV =0: Ferryl; Por*: Porphyrin nt-Kationradikal.136

Ham-abhangige mono-funktionale Katalasen kénnen in drei Gruppen unterteilt werden. Die Gruppe 1
beinhaltet Katalasen mit mehr als ca. 500 Aminosaureresten pro Untereinheit, welche meistens
pflanzlichen Ursprungs sind. Gruppe 2 Katalasen sind Enzyme mit sehr groRen Untereinheiten von ca.
750 Aminosaureresten pro Untereinheit. Diese Gruppe kommt hauptsachlich in Bakterien und Pilzen,
aber vereinzelt auch in Archaea, vor. Die letzte Gruppe 3, welche in Bakterien, Archaea, Pilzen und
vielen Eukaryoten vorkommt, beinhaltet kleine Untereinheiten mit ca. 500 Aminosiureresten.’®> Alle
Katalasen dieser drei Untergruppen haben eine Einheit aus ca. 460 Aminosauren, welche sich durch
die charakteristische Tertidrstruktur auszeichnet und ausschliellich in ham-abhangigen Katalasen zu
finden ist (Abbildung 4 B). Diese spezifische Faltung besteht aus einer -Fass und einer a-helikalen
Domaéne, welche mit einem langen sogenannten wrapping loop verbunden sind. Dieser Loop den
Tyrosin-Rest (Y415), der als proximaler Ligand von Ham dient. Der [-Fass Domédne geht ein N-
terminaler Arm voraus und ist C-terminal gefolgt von dem wrapping Loop und der globuldren o-
helikalen Doméne. Die 3-Fass Domane kann in zwei Unterabschnitte unterteilt werden. Die erste Halfte
(B1 —p4) beinhaltet die meisten Reste und definiert die Hdim-Seite. Die zweite Halfte (35 — 38) bildet

die NADP(H)-Bindungstasche. Die Quartarstruktur der Katalase besteht aus kompakten Tetrameren

135

mit D2-Molekiilsymmetrie.

|wrapping

Abbildung 4 Schematische Darstellung der Katalase von Escherichia coli. (A) Darstellung des aktiven Zentrums der Ham-
abhéngigen Katalase. Die fiir die katalytische Aktivitdt essentiellen Reste H128, N201 und Y415 sind angedeutet. Als distaler
Ligand dient H128 und Y415 auf der proximalen Seite; (B) Darstellung einer Untereinheit: N- und C-Terminus, die a-Helix, das
B-Fass Domane und der wrapping loop sind angedeutet. Die Him-Gruppe ist rot dargestellt. Quelle: Modifiziert nach Diaz et
al 2012135 modifiziert

Die Hdm-Bindungstasche ist Uber verschiedene Katalasen gut konserviert (Abbildung 4 A). Es sind drei

Aminosauren essentiell fur die katalytische Aktivitat. Hierbei handelt es sich um einen Tyrosin-Rest
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(Y415), der proximale Ligand des Hams, ein Asparagin-Rest (N201) und das katalytische Histidin (H128)
auf der Ham-distalen Seite.’®>*38 Der Eintritt ins aktive Zentrum wird durch einen Tunnel mit aziden
Aminosduren aufgespannt und durch ein Netz aus Wassermolekiilen geformt.’3413° An der engsten
Stelle dieses Kanals befinden sich konservierte Asp- und Ser-Reste, welche den Zugang zum aktiven

Zentrum kontrollieren.3®

Katalase ist ein effizientes Enzym mit hoher turnover number (k) und es besitzt die Moglichkeit
mehrere Millionen H,0,-Molekiile pro Sekunde zu verstoffwechseln. Laut Enzymaktivitaitsmodellen ist

keine Sattigung mit Substrat moglich,136:140-142

Toxoplasma gondii ist ein intrazellularer einzelliger Parasit des Stammes der Apicomplexa, welcher
sich in einer parasitophoren Vakuole in z.B. Makrophagen repliziert.3**3 Zusitzlich zu Mitochondrien
und den Kompartimenten des sekretorischen Pathways gibt es einen reduzierten Chloroplasten, den
Apikoplasten, sowie phylumspezifische Komponenten des apikalen Komplexes, dichte Granula,

Mikronemen und Rhoptrien.!*® Dieser Parasit besitzt neben einer Katalase3%143

auch ein System aus
Superoxiddismutasen'* und Peroxiredoxinen.13%133145 Bej einer Vielzahl von pathogenen Bakterien
und Pilzen ist die Katalase ein wichtiger Faktor fiir das Uberleben im Wirt.133146-14¢ jedoch besitzen
einige einzellige Parasiten wie z.B. Trypanosoma, Leishmania, oder Plasmodium falciparum kein

Katalase-kodierendes Gen.'33

2.3.2. Rhodotorula gracilis D-Aminosadureoxidase

D-Aminosaure Iminosadure a-Ketosaure
o] o 0
NH ﬁ. NH TT' o
Ho)‘\( 2 HO)‘\K Ho)kf
R FAD FADH, R H,0 NH, R
H0, O,

Schema 2 Reaktionsgleichung der durch die D-Aminosaureoxidase katalysierten Reaktion. Die D-Aminosaure wird mittels
gleichzeitiger Reduktion von FAD zur Iminosaure oxidiert. Bei der Regenerierung des FAD-Cofaktors durch Sauerstoff entsteht
Wasserstoffperoxid. Die Iminosdure hydrolysiert unter Produktion von Ammoniak zur a-Ketosaure.

Die D-Aminosiureoxidase (DAAO, EC 1.4.3.3)¥91% oxidiert die Aminogruppe (NH>-R) von
D-Aminosauren durch Reduktion von Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) (Schema 2). Das reduzierte
Flavin wird durch O, reoxidiert, wodurch H,0; entsteht. Die entstandene Iminosaure wird freigegeben
und reagiert spontan unter Hydrolyse zur korrespondierenden a-Ketosdure und Ammoniak (NH3).1%
153 Dje DAAO der Rothefe Rhodotorula gracilis wurde bereits in verschiedenen Versuchen genutzt und
in vitro charakterisiert.’> Dieses Enzym hat eine hohe Spezifitit gegeniiber D-Aminosduren und eine
relativ niedrige Affinitit, von 1 mM, gegeniiber D-Alanin (D-Ala).>>*> Mit D-Ala als Substrat hat die
DAAO von Rhotodorula gracilis einen ket von ca. 20 000 min™,14%1%5:1% pDje DAAO kann als effektive

genetisch-kodierte Quelle einer von D-Ala-abhingigen Produktion von H,0, genutzt werden, 2157
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Abbildung 5 (A) Ligand-gebundenes aktives Zentrum der D-Aminosdureoxidase aus Rhotodorula gracilis. Der gebundene
Ligand ist D-Ala (magenta); Wasserstoffbriickenbindungen sind in unterbrochenen Linien angedeutet. (B) Ribbon Darstellung
der DAAO Monomerstruktur. (grin: o-Helices; blau: B-Strange; grau: loops; gelb: FAD; lila: Ligand D-Alanin). Quelle:
Modifiziert nach Pilone et al 2000158 modifiziert

Die RgDAAO besteht aus 368 Aminosduren.'9'> Die Sekundarstruktur besteht aus 11 a-Helices und
13 B-Strangen (Abbildung 5 B).'4%16%161 Dje FAD-Bindungsstelle wird durch das konservierte Rossmann-
Faltungsmotiv'®? aus Bof, auch bekannt als Dinukleotid-Bindungsmotiv,49163164 qufgebaut, welches
fiir FAD- und NAD(P)H-abhingige Oxidoreduktasen Ublich ist.14%1651%6 Das native RgDAAO-Protein ist
ein head-to-tail Dimer*>%1%7 qus identischen Untereinheiten, welche je ein nicht-kovalent gebundenes
FAD-Molekiil beinhalten.149150:168169 D ag gktive Zentrum der RgDAAO liegt in einem Hohlraum, welcher
durch B-Strange in der Nahe des Isoalloxazinrings des Flavins und der Substratbindungsstelle definiert
wird. Das Flavin-Molekil befindet sich am unteren Ende dieses Hohlraumes. Die 3-Strdnge haben eine
antiparallele Orientierung und sind durch Wasserstoffbriickenbindungen starr verbunden.4%170
Konservierte Reste im aktiven Zentrum sind Arg285, Tyr238 und Tyr223 (Abbildung 5 A). Mutation des
Arg285 zu Alanin flhrt zu einer Mutante, welche nicht fahig ist das Flavinsemiquinon zu stabilisieren.
Demnach wird Arg285 die elektrostatische Interaktion mit dem negativ geladenen N-C=0-Lokus des
Flavin-Cofaktors nachgesagt, wodurch Arg285 von Bedeutung fir die Lokalisation des Substrates und
des Cofaktors wahrend der Katalyse ist.>®1! Tyr223 spielt eine wichtige Funktion in der
Substratbindung, was in Mutationsstudien gezeigt wurde.'’? Der Rest Tyr238 moduliert die

Zuganglichkeit des aktiven Zentrums.!%8

2.4. Glutaredoxine und Glutaredoxin-like proteins

Glutaredoxine (Grx) sind Glutathion:Disulfid-Oxidoreduktasen, welche Elektronen von Glutathion auf

ein inter- oder intramolekulares Disulfid Gibertragen (Schema 3).173

GSH GSSG 2 GSH GSSG
T Grx < > Grx -
GSSR RSH RSSR’ RSH + HSR’

Schema 3 Reaktionen welche durch enzymatisch aktive Glutaredoxine (Grx) katalysiert werden. Grx nutzt reduziertes
Glutathion (GSH) als Elektronendonor um Glutathiondisulfid-Substrate (GSSR) und nicht-Glutathiondisulfid-Substrate (RSSR‘)
zu reduzieren. Quelle: Modifiziert nach Liedgens et al 2020174 modifiziert
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Klassische Grx besitzen wie Glutathiontransferasen (GST), Glutathionperoxidasen” oder
Peroxiredoxine (Prx)7%'77 eine Thioredoxinfaltung und werden somit der Thioredoxin-Familie
zugeordnet. Diese Thioredoxinfaltung besteht aus vier oder finf zentralen 3-Stréangen, welche von a-
Helices umgeben sind.'>® Der entscheidende Unterschied zwischen Glutaredoxinen und

Thioredoxinen ist ihre Spezifitat gegeniiber Glutathion.'”®

175-181 ynd enzymatisch

Glutaredoxine werden in zwei Klassen eingeteilt, enzymatisch aktive Klasse | Grx
inaktive Klasse Il Grx!8218> 174 Alle Glutaredoxine tragen einen reaktiven Cystein-Rest am N-Terminus
der Helix a1 in Form eines CxxC/S-Motivs.}’#1 Klasse | Grx kénnen Glutathiondisulfid-Substrate (GSSR)
und Nicht-Glutathiondisulfide-Substrate (RSSR‘) mittels reduziertem Glutathion (GSH) als
Elektronendonor reduzieren.’’* Die meisten Klasse | Grx (Abbildung 6 A) tragen ein CPYC-Motiv im
aktiven Zentrum’#1%¢ und nutzen GSH als Substrat zur Redoxkatalyse, wohingegen enzymatisch
inaktive Klasse Il Grx, GSH als Ligand fur einen Eisen-Schwefel-Cluster (Fe/S-Cluster) nutzen (Abbildung
6 B).174173.184 K|asse |l Grx, welche auch als Glutaredoxin-like proteins (Glps) bezeichnet werden, haben

t'* und bilden dimere oder tetramere

eine geringe oder gar keine Oxidoreduktase-Aktivita
Holokomplexe, welche Uber einen Fe,S,-Cluster verbunden sind.'®” Hierbei koordinieren jeweils der
reaktive Cystein-Rest im aktiven Zentrum und zwei nicht-kovalent gebundene GSH an die Eisenionen,
wodurch sie Funktionen in der Biosynthese, dem Transfer und Transport von Fe/S-Clustern erflllen
konnen 18418718 |y Gegensatz zu Klasse | Grx ist in den Klasse Il Grx neben einem Glycin- und
Phenylalanin-Rest der zweite Cystein-Rest im aktiven Zentrum gegen einen Serin-Rest getauscht, was
zu einem CGFS-Motiv fiihrt.17417818 pyrch den Prolin-Rest im CPYC-Motiv der Klasse | Grx wird eine
Fe/S-Clusterbindung verhindert.'’* Wenige Klasse | Grx kénnen [2Fe-2S]-Cluster binden, wenn der
Prolin-Rest im aktiven Zentrum ersetzt ist.174#189-191 Dje Tyrosinhydroxylgruppe des CPYC-Motives der
Klasse | Grx ragt aus der Proteinoberflache und tragt nach Hypothesen zur Glutathionaktivierung bei.
Dieser Rest fehlt in Klasse Il Grx.}”#'%2 Helix 3 ist Teil der Glutathion-Geruststelle und in beiden Grx-
Klassen unterschiedlich.174179192193 |n Klasse Il Grx befindet sich zwischen Helix 3 und Strang 3 ein
konserviertes WP-Motiv, welches in Klasse | Grx normalerweise durch ein oder zwei basische Reste
ersetzt wird.17#17918 Ein weiteres Merkmal der Klasse Il Grx ist die verldngerte Schleife zwischen dem

Lysin- und dem Cystein-Rest im aktiven Zentrum,179:193.194
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Abbildung 6 (A) Schematische Darstellung eines enzymatisch aktiven Klasse | Glutaredoxins. Die charakteristischen
Proteinregionen sind: i. der Prolin-Rest im CPYC-Motiv ii. Helix 3 iii. der basische Rest zwischen Helix 3 und Strang 3 iv. die
Loop-Struktur. (B) Schematische Darstellung eines enzymatisch inaktiven Klasse Il Glutaredoxins oder auch Glutaredoxin-like
protein. Die charakteristischen Proteinregionen sind: i. Fe/S-Clusterbindung durch nicht Vorhandensein des Prolin-Restes ii.

Helix 3 iii. WP-Motiv zwischen Helix 3 und Strang 3 iv. verlangertes Loop-Motiv. Quelle: Modifiziert nach Liedgens et al 2020174
modifiziert

Glutaredoxine spielen eine Rolle flir den Eisenmetabolismus, -transport und die -regulation. Das
humane Grx5 st eines der =zentralen Proteine des mitochondrialen Fe/S-Cluster-
Metabolismus, -transports und der -regulation.'®> Knockout von GRX5 beeinflusst die Fe/S-Cluster-
Assemblierung auf Proteine und fihrt zu einer Eisenuberladung der Mitochondrien.’®® In
Saccharomyces cerevisiae fiihrt die Depletion von Grx5 zu einer eisenabhéngigen Erhéhung des rRNA-
Abbaus aufgrund der Eiseniiberladung.’®” In Schizosaccharomyces pombe fiihrt der Verlust von Grx5
zudem zu einer Abnahme der mitochondrialen DNA.'%8'% Saccharomyces cerevisiae besitzt zwei
weitere Klasse Il Monothiol-Glutaredoxine mit CGFS-Motiv: Grx3 und Grx4. Diese Proteine spielen eine
zentrale Rolle im intrazelluldren Eisentransport und -sensing.1821%92% Sje sind cytosolisch und nuklear
lokalisiert und fungieren als Modulatoren des Transkriptionsfaktors Aft1, welcher die Eisenaufnahme

t 182,183,201

in Hefe regulier Aglp3Aglp4-Zelllinien haben einen Defekt im Zellzyklus, intrazellulare

Eisenakkumulationen und eine verinderte Sensitivitat gegeniiber H,0,.182-201

Plasmodium besitzt ein funktionelles Glutathionsystem aus Glutathionreduktase (GR), einem 2-Cys Grx
und einer GST.22 Die Disulfidoxidoreduktasen Thioredoxin (Trx), Grx und Plasmoredoxin (PIrx) tragen
zum Erhalt des Redoxstatus bei.’>2032% Das Klasse | Grx aus Plasmodium falciparum besitzt ein CPYC-
Motiv. Neben diesem klassischen Grx wurden im Parasiten drei Glutaredoxin-like proteins (PfGlp1,
PfGlp2, PfGlp3) identifiziert.'’#17® Glp1 tragt wie Hefe Grx3, Grx4 und Grx5 ein konserviertes CGFS-
Motiv, eine mitochondriale Targetingsequenz und hat geringe Ahnlichkeit zu dem Klasse | Grx in
Plasmodium falciparum, jedoch hohe Ahnlichkeit mit Saccharomyces cerevisiae Grx5. Im HEDS-Assay
hat das verkiirzte (Start: Asn*) rekombinante Glp1 keine Aktivitit.1’®2% Die Proteine Glp2 und Glp3
haben ein CKFS- bzw. CKYS-Motiv. Beide Proteine tragen zusatzliche Cystein-Reste. Glp2 besitzt C-

terminal lokalisiert ein weiteres Cystein und in Glp3 befindet sich zwei weitere Cystein-Reste in einem
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repetitiven NDKCIK-Motiv, welchem eine geladene Sequenz folgt. Im Vergleich dazu tragt Glp1 nur den
Cys®-Rest im aktiven Zentrum.'”® GFP-Fusionskonstrukte der Glps wurden auf ihre Lokalisation
untersucht. Hierbei war Glp1-GFP und Glp2-GFP cytosolisch und Glp3-GFP mitochondrial lokalisiert.2%®
Die Funktion der drei Glps ist noch unbekannt. Frisch aufgereinigtes Glp1 liegt zu nur 10 % im dimeren
Zustand vor. Nach Inkubation an Luft oder mit H,0, kann der Anteil an Dimer erhdht werden. Unter
nativen Bedingungen fihrt die Zugabe von GSH oder DTT zur Stabilisierung von monomerem Glp1.
Demnach ist das Dimer unter denaturierenden Bedingungen als kovalentes Cys®-Cys*-Disulfid
verbunden. Wenn im aktiven Zentrum ein zweites Cystein eingefiigt wird (Glp1319%), liegt das Protein
hingegen nur als intramolekulares Disulfid vor. Ebenso flihrt GSSG zur Monomerisierung von Glp1l. In
rekombinantem AN-term-Glp2 ist es beiden verfligbaren Cysteinresten moglich mit Glutathion zu

reagieren.l’®

2.5. Protein-Fragment-Komplementationsassay (PCA)

Zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen (PPI) steht eine breite Sammlung an Methoden
zur Verfligung. Es kann die Forster-Resonanzenergietransfermikroskopie genutzt werden, die auf dem
Energietransfer zwischen Donor- und Akzeptorfluorophor basiert. Hierbei wird die Interaktion durch
eine erhéhte Fluoreszenzemission gemessen.?’” Als optische Messmethode kénnen durch Biolayer-
Interferometrie-Wechselwirkungen zwischen Proteinen, Peptiden, Nukleinsduren und kleinen
Molekiilen detektiert werden. Hierbei wird eine Wellenlangenverschiebung gemessen, welche durch
Bindung des Interaktionsmolekiils an einem am Sensor immobilisierten, biomolekularen Kéder

entsteht.?08
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POI1 POI2
Interaktion
Split-Proteine Substrat  Produkt
Zusammengesetztes, funktionales
Split-Protein
POI1 POI3 POI1 POI3

keine Interaktion

v

Split-Proteine XA

Substrat

Schema 4 Beispielhafte Darstellung des Protein-Fragment-Komplementationsassay (PCA). Oben: Bei Interaktion der proteins
of interest (POI, blau) kommt es zur Zusammensetzung des Split-Proteins (lila), es kann seine urspringliche Funktion
durchfiihren und Substrat zu Produkt umsetzen. Unten: Findet keine Interaktion zwischen den beiden POIs (blau und orange)
statt, kommt es zu keiner Zusammensetzung und Faltung des Split-Proteins und nachfolgend zu keinem Umsatz des
Substrates.2°9 modifiziert

Der PCA kann neben reinen PPI-Studien?%2!! gquch fiir Informationen lber die Proteinfaltung?!? und
die Rolle von spezifischen Tertidrstrukturelementen fir die Enzymkatalyse?!® genutzt werden. PCA
kann aulerdem genutzt werden, um das groRe Spektrum an bereits vorhandenen
Proteinsequenzdaten zu verbinden und ein Interaktionsnetzwerk aufzubauen. Dieser Assay beruht auf
der Bildung eines bimolekularen Komplexes zweier nicht aktiver Reporterproteinfragmente, welche
durch Interaktion des fusionierten protein of interest (POI) in rdumliche Ndhe gebracht werden
(Schema 4).209211214  Djes  filhrt  zu  nicht-kovalenten  Interaktionen und  spezifischer
Proteinzusammensetzung und -faltung zur nativen Proteinstruktur, woraus eine Wiederherstellung
der Reporterproteinaktivitit resultiert.2!¥?* Als Reporterproteinfragmente kénnen verschiedene
Arten von Proteinen genutzt werden: die Dihydrofolatreduktase (DHFR)?**, B-Lactamase®'®, das green
fluorescent protein (GFP)?Y, Luciferase?* und viele mehr.?!! Die Verwendung der DHFR erméglicht es
das Uberleben als Nachweis von Proteininteraktionen zu nutzen. Hierfir wird zum Beispiel
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Methotrexat als endogener DHFR-Inhibitor genutzt.210211.214 7ysitzlich kénnen fluoreszierende?'® oder

lumineszierende Proteine?!® genutzt werden um die Interaktion spektroskopisch nachzuweisen.?!24
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2.5.1. Split-Dihydrofolatreduktase (Split-DHFR)

Das Split-DHFR-System wurde bereits genutzt um weite Library Screens durchzufiihren.?1%?1! DHFR
(E.C. 1.5.1.3)% erfiillt die Kriterien, welche bendtigt werden, um als Split-Protein fiir den PCA genutzt
zu werden. Es handelt sich um ein kleines, monomeres Enzym mit bekannter Struktur, Funktion und
Vorkommen. AuRerdem gibt es Literatur Gber DHFR-depletierte Zellen, Assays, welche auf diesem
Enzym basieren und das Gen kann in Eu- und Prokaryoten {berexprimiert werden.?®® DHFR ist in
Saugetierzellen die primdre Quelle von reduziertem Folat. Es katalysiert die Reduktion von
Dihydrofolat in Tetrahydrofolat, welches fiir die Ubertragung von ein-Kohlenstoffeinheiten in der
Biosynthese von z.B. Serin, Methionin, Purinen und Thymidylat zum Aufbau von Thymidin benétigt
wird (Schema 5).299220 |nhibitoren der DHFR, wie Methotrexat??! oder Trimethoprim???, stéren die

Nukleosid-Synthese.*+2?*

H H
H,N._ _N._ N H,N._ _N._ N
= =

e NADPH/H' hh H
HN - —> HN

N - NADP H

HN 0 HN

7,8-Dihydrofolat Tetrahydrofolat

Schema 5 Reaktionsiibersicht der durch Dihydrofolatreduktase katalysierten Reaktion. Unter NADPH/H* Verbrauch wird
7,8-Dihydrofolat zu Tetrahydrofolat reduziert.

DHFR ist aus einer Adenin-Bindungsdomaéne (Rest 47 — 105 Fragment [2]) und einer diskontinuierlichen
Domane (Rest 1 — 47 Fragment [1] und Rest 106 — 186 Fragment [3]) aufgebaut. Fragment [1] und [2]
bauen die Folat-Bindungstelle und die NADPH-Bindungsstelle auf. Nur vier der 29 Reste aus
Fragment [3] sind fir Kontakt mit dem Substrat zustdndig, jedoch nicht in die Katalyse involviert. Die
Reste 101 — 108 der humanen DHFR bilden einen ungeordneten Loop zwischen Fragment [2] und [3],
welcher ohne signifikante Anderung der Aktivitit durchtrennt werden kann. Fragment [1,2] und [3]
wurden fiir den PCA an Stelle 107 voneinander getrennt.2%2%> An jedes dieser Fragmente kdnnen die
POls angefiligt werden (Schema 6). Eine lle114-Mutation im hydrophoben Kern des Proteins fihrt zu
einer Abnahme der Proteindomanenaffinitat von 1 — 5 kcal/mol. Durch diese Modifikation kdnnen mit
der 1114A-Mutation im C-terminalen DHFR-Fragment starke POl-Interaktionen untersucht werden.
Durch L23F- und F32S-Mutationen in Fragment [1,2] kommt es zu einer Resistenz der Split-DHFR

gegeniiber Antifolat-Medikamenten wie Methotrexat.?®

Dieses Split-DHFR-System wurde 2020 von Levray et al. in Plasmodium falciparum etabliert. Hier wurde
das System mit der Sequenz des GCN4 Leucinzippers (LZ) als POl getestet. Es wurde eine Cotransfektion
zweier Plasmide kodierend fiir 1. Fragment [1,2]-LZ und 2. Fragment [3]-LZ durchgefiihrt. Diese

Plasmide kodieren zusétzlich die Gene eines Proteins, das Acyl-Carrier-Protein (ACP) fusioniert an GFP
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(ACPgrp) oder an mCherry oder das von Gen PF3D7_0402000 kodierte POI fusioniert an mCherry,
welches im Cytoskelett lokalisiert ist. Die erfolgreiche Transfektion der Plasmide wurde Uber die
Fluoreszenz und die Interaktion der POl durch Selektion mit WR99210 ermittelt. Als Negativkontrollen

wurden Plasmide ohne POI-Gen oder ohne Split-DHFR-Fragment-Gen genutzt.??*

DHFR[1,2] DHFR[3] Zusammenge;ﬁé:{e, funktionale

Interaktion

v

ANV
UWAAAN]

<
&
v

Schema 6 Schematische Darstellung des Split-DHFR Systems mit Leucinzippern als protein of interest (POl) genutzt von Levray
et al.. Die DHFR-Fragmente [1,2] und [3] sind in lila dargestellt. Bei Interaktion der Leucinzipper (grau) setzt sich das Split-
DHFR-Protein zusammen und kann seine Funktion, die Reduktion von 7,8-Dihydrofolat zu Tetrahydrofolat, durchfiihren.224

modifiziert

2.5.2. Mitochondrialer Proteinimport in Opisthokonten und Plasmodium

Nur £1 % der mitochondrialen Proteine wird in der mitochondrialen DNA kodiert und in der Matrix
synthetisiert.2>22¢ Der GroRteil der im Mitochondrium bendtigten Proteine wird auf den nuklearen
Genen kodiert, als Vorlauferprotein im Cytosol synthetisiert und muss in die Mitochondrien importiert
werden.??2% Die Doppelmembran des Organells resultiert in vier Hauptkompartimenten: die Matrix,
die innere mitochondriale Membran (IM), der Intermembranraum (IMS) und die dulRere Membran
(OM).227-230 Miitochondriale Vorlauferproteine, welche im Nukleus kodiert sind, besitzen i.d.R. eine
subkompartiment-spezifische Targetingsequenz, welche durch Rezeptoren auf der mitochondrialen

Oberfldche erkannt werden.?2>2?8

Das Model des mitochondrialen Proteinimports (MPI) beruht hauptsachlich auf Experimenten in den
Opisthokonten Saccharomyces cerevisiage und Neurospora crassa.?3>233 Einige Importmechanismen
haben sich im Laufe der Evolution in der eukaryotischen Abstammungslinie vermutlich

verandert 188,230,234,235

2.5.2.1. Proteinimport in die Matrix des Mitochondriums

Matrixproteine werden in Plasmodium mit einer positiv geladenen N-terminalen Prasequenz im
Cytosol synthetisiert. Dieses Protein wird (iber den translocase of the outer mitochondrial membrane
(TOM)-Komplex aufgenommen. In Opisthokonten bindet die Prdsequenz an die Rezeptoren Tom20
und Tom22 des TOM-Komplexes und wird anschlieBend durch die Pore, bestehend aus der zentralen

Tom40-Untereinheit, transportiert. Im IMS bindet die Prasequenz an den translocase of the inner
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mitochondrial membrane (TIM) 23-Komplex und die positiv geladene Sequenz wird vom Rezeptor
Tim50 auf die porenbildende und negativ geladene Untereinheit Tim17 tbertragen. Diese bildet mit
der Untereinheit Tim23 das Zentrum des TIM23-Komplexes. Diese Translokation wird durch den
elektrochemischen Gradienten an der IM und den ATP-abhangigen presequence translocase-
associated protein (PAM)-Komplex vorangetrieben. In der Matrix wird das Praprotein mit Hilfe des
PAM-Komplexes und mitochondrialer Chaperone festgehalten, gefaltet und die Prasequenz wird durch
eine Peptidase entfernt.??>-229234236 |n plasmodium sind Kandidaten fiir Tom40, Tim50, Tom17, Tim23,
PAM-Komponenten, die Peptidase und einige konservierte Chaperone bekannt, was darauf hindeutet,
dass der Tim23-abhingige Importmechanismus im Malaria-Parasiten konserviert ist.188230.235 Eg jst
jedoch bekannt, dass die N-terminale Prasequenz in Plasmodium verandert und oft kiirzer ist.18%237
Zudem scheint der Prasequenzrezeptor des TOM-Komplexes, Tom20, zu fehlen und Tom22 fehlt die

cytosolische Rezeptordoméne,188230,235

2.5.2.2. Proteineinbau in die innere mitochondriale Membran (IM)

Opisthokonten kdnnen auf drei verschiedenen Wegen Proteine in die IM importiert. Welcher Weg
genutzt wird ist von der Anzahl der Transmembransegmente und der Topologie abhangig. Der oxidase
assembly insertase (OXA)-Mechanismus ist hoch konserviert und beruht auf einer Insertion des
Proteins ausgehend von der Matrix.22822%23423 (Jper diesen Weg werden sowohl nuklear- als auch
mitochondrial-kodierte Proteine insertiert. In Apikomplexa wurde die Insertase Oxal und das
Ribosom-interagierende Protein Mdm38 identifiziert. Der inner membrane-associated ribosome
receptor Mbal scheint nicht vorhanden zu sein.’®23925 Ein weiterer Importweg nutzt den TIM23-
Komplex zum Einbau von Proteinen mit einem Transmembransegment. Wichtig ist flr diesen
Importweg, dass es eine zweigeteilte Prasequenz gibt. Der erste Teil der Sequenz dhnelt den
Prasequenzen von loslichen Matrixproteinen, der zweite Teil besteht aus einer hydrophoben Sequenz,
welche die Translokation in der TIM23-Pore unterbricht und zur Freigabe des Proteins in die IM
fihrt. 228229234236 Der Insertionsweg Gber den TIM23-Komplex scheint in Plasmodium konserviert zu

Sein.188’230’235
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Abbildung 7 Mitochondrialer Proteinimport von Proteinen mit sechs Transmembransegmenten in die innere mitochondriale
Membran (IM) lber den translocase of the inner membrane (TIM) 22-Komplex in Opisthokonten (links) und Plasmodium
(rechts). Komponenten, fiir die in Plasmodium keine Homologe bekannt sind, werden durch gestrichelte Linien dargestellt.
(OM: outer mitochondrial membrane; IMS: intermembrane space of the mitochondrion; TOM: translocase of the outer
mitochondrial membrane). Quelle: Deponte et al 2013235

Der TIM22-Insertionsweg wird hauptsachlich genutzt, um Carrier mit sechs Transmembransegmenten
in die IM einzubauen (Abbildung 7). Diese Substrate haben statt einer Prasequenz eine interne
Signalsequenz. In Opisthokonten werden die Substrate chaperongebunden von Tom70 des TOM-
Komplexes an der OM erkannt. Nach Entfernen der cytosolischen Chaperone wird das Substrat durch
den TOM-Komplex in den IMS transportiert. Hier wird es von den small Tim-Proteinen, welche
Chaperonkomplexe bilden, zum TIM22-Komplex transportiert und durch den Rezeptor Tim54
erkannt,22>:228.229,234-236,238-240 D g zentrale Element dieses Komplexes, Tim22, bildet eine Pore durch die
IM. Der TIM22-Insertionsweg ist in Plasmodium stark unterschiedlich. Es sind keine Homologe der

Rezeptoren Tom70 und Tim54 und des Helferproteins Tim12 bekannt. 18230235
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2.5.2.3. Proteineinbau in dulRere mitochondriale Membran (OM)
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Abbildung 8 Mitochondrialer Proteinimport von -Fass Proteinen in die duRere mitochondriale Membran (OM) Uber den
TOB/SAM-Komplex (sorting and assembly machinery) in Opisthokonten (oben) und Plasmodium (unten). Komponenten fur
die in Plasmodium keine Homologe bekannt sind, werden durch gestrichelte Linien dargestellt. (IMS: intermembrane space
of the mitochondrion; TOM: translocase of the outer mitochondrial membrane). Quelle: Deponte et al 2013235

Der Einbau von B-Fass Proteinen in die duBere mitochondriale Membran findet ausgehend vom IMS
statt (Abbildung 8). Die Proteine haben ein spezialisiertes internes (-Signal nahe dem C-Terminus.
[-Fass-Proteine werden zuerst Gber den TOM-Komplex in den IMS importiert, wo die hydrophoben
Proteine einen Komplex mit den small Tim-Proteinen formen. AnschlieBend werden sie liber den
TOB/SAM-Komplex (sorting and assembly machinery) registriert und in die OM insertiert,22>228229.234-
236241285 |n Apikomplexa sind Homologe der Rezeptoren des TOM- und TOB/SAM-Komplexes,
Tom70/Tom20 bzw. Tob38/Sam35, nicht bekannt.'8239235 Es ist noch unklar wie die Substrate in

Plasmodium erkannt werden.

2.5.2.4. Proteinimport in den Intermembranraum des Mitochondriums (IMS)

Proteine des IMS kdnnen (ber verschiedene Wege importiert werden. Alle Wege starten mit der
Aufnahme des Proteins Gber den TOM-Komplex. AnschlieRend kénnen sie tiber den TIM23-Komplex in
die IM insertiert und durch Proteasen prozessiert werden. Ein weiterer Weg beinhaltet das trapping
durch Cofaktorbindung oder oxidative Faltung.?28229234+236 pje oxidative Proteinfaltung benétigt einen
Elektronentransfer des Substrates mit oxidierbaren Cysteinresten. In Opisthokonten ist fir diese
Erkennung und Oxidation das Protein mitochondrial intermembrane space assembly 40 (Mia40)

zustandig. Durch die Bildung von stabilen Disulfidbriicken wird die korrekte Faltung des Proteins
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vorangetrieben und es wird im IMS gehalten. Das resultierende reduzierte Mia40 (bertragt seine
Elektronen auf das Flavoenzym Ervl, welches als Redoxswitch fungiert und anschlieend die
Elektronen auf Cytochrom c und den Komplex IV der Elektronentransportkette tibertragt,228:229,235246,247
In Plasmodium sind Homologe von Ervl, Cytochrom c und des Komplexes IV bekannt, jedoch fehlt das

Homolog von Miad0, welches fiir die Substraterkennung und die oxidative Faltung zustandig

ist. 188,230,235,246

2.5.3. small Tims im Intermembranraum des Mitochondriums

Die small Tims sind eine Proteinfamilie homologer ca. 10 kDa Polypeptide, die Vorlaufer-
Membranproteine durch den IMS zum Tim22- oder SAM-Komplex transportieren.?3%24820 7y der small
Tim-Familie gehéren Tim8, Tim9, Tim10, Tim12 und Tim13. Es sind I6sliche Proteine im IMS in
Opisthokonten die heterologe Komplexe aus Tim9/Tim10 bzw. Tim8/Tim13 bilden.239249.251.252 Timg
und Tim10 sind essentiell in Hefe, 23920251 pesitzen ein ,twin CXsC“-Motiv, welches essentiell fiir ihre

Funktion ist?3%:244249.251.253,254 nd formen einen 70 kDa groRen Komplex aus je drei Kopien pro

Protein 239,252,255,256

Upper face

“Twin
Outer CXC’
helix

Abbildung 9 Ribbon Diagramm der orthogonalen Ansicht (links) auf die a-Propeller Faltung und Seitenansicht (mitte) des
Tim9/10 Komplexes. Individuelle Untereinheiten von Tim9 und Tim10 (rechts). Die charakteristischen Cystein-Reste sind
angedeutet. (Tim9: lila, Tim10: griin). Quelle: Webb et al 200623°

Der Tim9/10 Komplex besitzt eine a-Propeller Struktur bestehend aus fast ausschlieRlich a-helikaler
Sekundarstruktur (Abbildung 9). Jede individuelle Untereinheit faltet in eine Helix-Loop-Helix-Struktur,
welche durch die zentralen Disulfidbriicken des twin CX3C-Motivs zusammengehalten werden. Der
Komplex kann in eine innere und aulere Seite aufgeteilt werden, jede besteht aus 6 Helices. Die
kiirzere N-terminale Helix zeigt in das Innere des Komplexes und die polaren Aminosdurereste zeigen
in das Innere der Pore. Die dulleren 6 Helices formen durch eine leichte Verdrehung einen sechs-

blattrigen a-Propeller.?®

Bisher konnten Uber die small Tim-Homologen in Plasmodium falciparum nur in silico Vorhersagen

getroffen werden. Es wurden Homologe von Tim8, Tim9, Tim10 und Tim13 gefunden (Tabelle 1).18%23>
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Tabelle 1 Bezeichnung der homologen small Tim-Proteinen Tim8, Tim9, Tim10 und Tim13 in Plasmodium falciparum.188235

Tim9
Tim10
Tim8
Tim13

PF13_0358
PFLO430w
PF14_0208
PFL2065c¢
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3. Zielsetzung

In dieser Promotionsarbeit sollte untersucht werden, ob die Blutstadien des Malaria-Parasiten
Plasmodium falciparum wahrend physiologischen oder substanzinduzierten Redoxverdanderungen in
unterschiedlichen Kompartimenten ein adaptives Verhalten aufweisen. AuBRerdem sollte untersucht
werden, ob verschiedene Antimalariamittel (Artesunat, Chloroquin, Atovaquon und Methylenblau)

Uber H,0, bzw. die hierdurch entstehende Akkumulation von beschadigten Molekilen wirken.

Zur Untersuchung dieser Fragen sollte der Redoxstatus der Blutstadien des Malaria-Parasiten
Plasmodium falciparum in den Kompartimenten Cytosol, Verdauungsvakuole, mitochondriale Matrix
und Intermembranraum des Mitochondriums aus dem Gleichgewicht gebracht werden. Hierfiir sollten
Plasmide transfiziert werden, welche heterologe Redoxenzyme, z.B. die Katalase aus Toxoplasma
gondii oder die D-Aminosdureoxidase aus Rhodotorula gracilis, kodieren. Zudem sollten die
kompartiment-spezifischen Redoxanderungen mittels roGFP2-Fluoreszenzsensoren untersucht

werden.

Des Weiteren sollten die drei Glutaredoxin-like proteins auf ihre Essentialitdt untersucht werden.
Hierfir sollten Doppelknockouts der entsprechenden Gene in Plasmodium falciparum erstellt werden.
Bei erfolgreichem Knockout sollte mit diesen Stdmmen die Funktion der Glps im Eisenstoffwechsel
analysiert werden. Zu diesem Zweck sollten ICso-Analysen bei hohen Eisenmengen und mit einem
Eisenchelator gemessen werden. Anschliefend sollten ebenfalls Eisen- oder Eisen-Schwefelcluster-

Protein-abhangige Antimalariamittel untersucht werden.

Im dritten Projekt sollte die bereits in der Masterarbeit begonnene Etablierung des Protein-
Fragmenten-Komplementationsassays mit dem Split-DHFR-System als Ein-Plasmid-System in
Plasmodium falciparum etabliert werden. Dieses sollte genutzt werden, um die Protein-Protein-

Interaktionen der small Tim-Proteine Tim8 und Tim13 sowie Tim9 und Tim10 zu untersuchen.
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4. Material und Methoden

4.1. Material

4.1.1. Technische Gerate

Tabelle 2 Liste des technische Gerate.
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Gerat

Hersteller

Zellkultur Gerate

Biologische Sicherheitswerkbank (Escherichia coli) MCS-Advantage
Biologische Sicherheitswerkbank (Plasmodium falciparum) SAFE 2020

Elektroporationskammer Nucleofector™ 2b
Inkubator (Escherichia coli) INCU-Line

Inkubator (Escherichia coli) MaxQ 4450

Inkubator (Plasmodium falciparum)

Mikroskop Kamera AXIOCAM 105 color
Mikroskop LAB.A1 AXIO

Schiittler innova®44 Inkubator Shaker Series
Wasserbad (Aqualine ALS)

Verwendete Zellkultur

Chemisch kompetente Escherichia coli XL1 blue
Plasmodium falciparum 3D7 WT

Plasmodium falciparum 3D7 Aglp1

Plasmodium falciparum 3D7 Aglp2

Plasmodium falciparum NF54 Aglp3
Molekularbiologie Gerate
DNA-Elektrophoreseapparatur

Hitzeblock ETG MBT 250

Mikrowelle

NanoDrop Oce®

Netzgerat Mini 300 V

Rotlichtlampe

ThermoMixer C

Zelldichtemessgerat Ultrospec 10

Zentrifuge J-6B, Rotor JA10

Proteinbiochemie

Gel- und Blot-Dokumentiersystem ECL CHEMOSTAR
Mini Trans-Blot Elektrophorese Zelle fiir Westernblot
Mini-PROTEAN Tetra Cell Casting Stand and Clamps
Mini-PROTEAN Tetra vertikale Elektrophorseszelle
Netzgerat PowerPac Basic

Rocking Platform Duomay 1030

UV-Tisch zur Agarose-Geldokumentation
Generelle Gerate

Autoclave (VX-95)

CLARIOstar BMG

Eppendorfpipetten

Feinwaage ABT 120-5DNM

Magnetic cell separation (MACS)

Magnetriihrer

Mikroplattenleser CLARIOstar

ThermoScientific
ThermoScientific
LONZA

VWR
ThermoScientific
Memmert

ZEISS

ZEISS

Eppendorf

Lauda

Stratagene

AG Deponte
AG Deponte
Herrn Jude M Przyborski

Biostep

Kleinfeld Labortechnik
Severin

Thermo Scientific
Major Science

Petra Electric
Eppendorf

Beckmann

Beckmann

Intas
BioRad
BioRad
BioRad
BioRad
Heidolph
Frobel

Systec
LABTECH
Gilson

Kern

Miltenyi Biotec
Heidolph

BMG Labtech
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Mikrozentrifuge SU1550

Neubauer Zahlkammer improved

pH-Meter Basic Meter PB-11

Pipette Accu-Jet

Reinstwasseranlage

UV-Vis Photometer V-650 Spectrophotometer
Waage

Zentrifuge (Escherichia coli) Mikro 200
Zentrifuge (Escherichia coli) Mikro 220 R
Zentrifuge (Plasmodium falciparum) Mikro 220 R
Zentrifuge (Plasmodium falciparum) Rotina 380R

Sunlab

Marienfeld
Sartorius

Brand

Stakpure

Jasco

Sartorius

Hettich Zentrifugen
Hettich Zentrifugen
Hettich Zentrifugen
Hettich Zentrifugen

4.1.2. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3 Liste der Verbrauchsmaterialien.

Material Hersteller
p-Slide 8 Well Glass Bottom ibidi
Bottle-Top-Filter Steritop Durappre mit PVDF Menbran 0.22 uM  Merck Millipore
Cryovials 2 mL Greiner
Einmalhandschuhe ROTIPROTECT Nitrole light Carl Roth
Einmal-Spritzen VWR o. Braun
Elektroporationskivetten Cell projects
Immersionsol Carl Roth
Objekttrager Superfrost Kanten geschliffen, 45°, weil Menzel
Parafilm Sigma-Aldrich
Petrischale Escherichia coli Waldeck
Petrischale mit Nocken, 145/20 mm Greiner
Petrischale mit Nocken, schwere Ausfiihrung Greiner

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen gelb und blau

Polystyrol-Kiivetten

Prazisionskiivetten Quarzglas SUPRASIL Schichtdicke 10 mm
Promega WizardKit® Gel und PCR Clean-up System
Reaktionsgefafle (1.5 mL, 2 mL, 15 mL, 50 mL)
ReaktionsgefaRe 0.5, 1.5 und 2.0 mL
ReaktionsgefaRe 15 mL, 50 mL

Schwarze 96-Well Mikrotiterplatten

Serologische Pipetten

Sterile Filter 0.22 uM Syring Filter

TC-Platten 6 Well Standard F

Transfermembran ROTI PVDF 0.45

Whatman Paper 3 mm CHR

Zellstofftlicher, einlagig, fusselfrei

Steinbrenner Laborsysteme
Starlab

Sarstedt

Hellma

Promega

Greiner bio-one
Sarstedt

Griener Bio-One

Falcon o. ThermoFisher
SARSTEDT

Starlab

SARSTEDT

Carl Roth

GE Healthcare

Kimteck
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4.1.3. Chemikalien

Tabelle 4 Liste der Chemikalien.
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Chemikalie

Hersteller

1 kb DNA Ladder 500 pg/mL

1,4-Dithiothreitol (DTT) 299 % p.a.
5-5‘-Dithio-bis(2-Nitrobenzoesaure) 99 % (DTNB)
Acrylamid 4K-Solution 30 % Mit 37.5:1

Agarose

AlbuMax™ Il Lipid Rich Bovine Serum Albumin
Albumin bovine Fraction V Fatty Acid free lyophil
AlexaFluor™ 488 goat anti-rat IgG (H+L)
Ammoniumeisen(ll)citrat ~ 18 % Fe
Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Ampicillin Natriumsalz

Anti-HA-Biotin, High Affinity (3F10)

Artesunat

Bathophenanthrolindisulfonat 98 %

Blasticidin 10 mg/mL

Bromphenolblau

Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl; - 2 H,0) 99.0 %
Chloroquin diphosphat salt (98.5 — 101.0 % (EP))
Color Prestained Protein Standard, Broad Range (10 — 250 kDa)
Concanavalin A aus Canavalia ensiformis (Jackbohne)
Coomassie Brillant Blue G250

CutSmart® Buffer (10x)

D-Alanin 2 98 %

DAPI 298 %

Diamid

Dikaliumhydrogenphosphat (K;HPO4 - 3 H,0) 99 %
DNase | bovine pancreas, grade Il

dNTPs 10 mM

D-Sorbitol 97 %

Essigsaure 100 %

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) 99.0 - 101.0 %

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)N,N,N‘,N‘-tetraessigsaure (EGTA)

Fosmidomycin Natriumsalz-Hydrat > 95 %
Gel Loading Dye, Orange (6x)

Gel Loading Dye, Purple (6x)

Gel Loading Dye, Purple (6x), no SDS
GelRed® Nucleic Acid Strain 10000x in H,O
Gentamycin 50 mg/mL

GFP-AB (Mouse)

Giemsa-Stammldsung fir die Mikroskopie
Glutathione Reductase from baker’s yeast 100 — 300 u/mg
Glycerin reinst wasserfrei 99.0 %

Glycerol

Glycin 99 % for analysis

Goat Anti-mouse 1gG (H+L)-HRP conjugate
Goat Anti-rabbit I1gG (H+L)-HRP conjugate
HA-Tag Rabbit mAB (C29F4)

HEPES 100.2 %

New England BiolLabs Inc.
Roth

Aldrich

PanReac AppliChem
SERVA

Gibco Thermofisher
Serva

invitrogen

Carl Roth

Sigma-Aldrich

PanReac AppliChem
Roche

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

invivoGen

Waldeck

MERCK

Sigma

New England BiolLabs Inc.
Sigma-Aldrich

AppliChem

New England BiolLabs Inc.
Roth

Roth

Sigma

Sigma Aldrich

Roche

VWR

ACROS Organics

Carl Roth

MERCK

AppliChem

Sigma Aldrich

New England Biolabs Inc.
New England Biolabs Inc.
New England Biolabs Inc.
EMD Millipore Corp.
CCpro

Prof. Dr. A. Reichert

Carl Roth

Sigma

CHEMSolute

AppliChem

Thermo Scientific

BioRad

BioRad

Cell Signaling Technology
Calbiochem
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Hoechst 33342 20 mM

Hypoxanthin 10 mM

Imidazol buffer substance

Isoliertes Erythrozyten-Konzentrat, A*

Isopropanol 99.96 %
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) research grade
Kaliumacetat (KAc) 99 — 100 %

Kaliumchlorid (KCI) 99.5 %
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,4) 99 %
Kohlenstoffdioxid, CO,

LB-Agar Luria-Miller

LB-Medium Luria Miller

L-Glutathion oxidiert > 98 % HPLC (GSSG)

L-Glutathion reduziert > 98.0 % (GSH)

Luminol (5-Amino-2,3-dihydro-1,4phthalazinedione free acid)
Lysozyme from chicken egg white min 15000 u/mg
Menadion (2-Methyl-1,4-naphthoquinone 98 %)
Methanol 99.9 %

Methylene blue

MitoTracker®Orange CMTMRos

MitoTracker®Red CMXRos

N, N, N, N*-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
NADPH

Natriumacetat (NaAc)

Natriumchlorid (> 99.5 % p.a.)

Natriumhydroxid (NaOH) 98 %

Natriumlaurylsulfat (SDS)

NEBuffer 3.1 (10x)

Ni-NTA Agarose

Paraformaldehyd

Paraquat (Methyl viologen dichloride hydrate 98 %)
p-Coumarin acid 2 98.0 % HPLC
Poly(ethylenglykol),4-methylether-maleimid (mmPEG)
Ponceau S

Proteaseinhibitor cOmplete Tablets EDTA-free, EASYpack
Proteinase K, recombinant PCR grade

RNAse A > 85 %

RPMI-Medium 1640 (1x)

Salzsdure (HCl) 37 %

Saponin

Stickstoff, N, 99.999 %

SYBR™Green | Nucleic Acid Gel Strain 10000x in DMSO
T4 DNA Ligase Reaction Buffer (2x)

TRIS99.3 %

Triton X-100 98 — 100 %

WR99210

B-Mercaptoethanol 299 % p.a.

Thermo Scientific
C-Cpro

Merck

DRK Mannheim
Fisher Chemicals
Serva

Sigma Aldrich
AppliChem
ACROS Organics
AirLiquide

Carl Roth

Carl Roth

Merck

Merck

Sigma

Serva

Alfa Aesar
Fisher Chemicals
Merck
Invitrogen
Invitrogen

Serva

Gerbu

Sigma Aldrich
Roth

Sigma Aldrich
SERVA

New England BiolLabs Inc.

Qiagen

Fisher Scientific
Aldrich

Sigma

Iris Biotech
Serva

Roche

Roche

Sigma Aldrich

Gibco Thermofisher

Bernkraft
Sigma Aldrich
AirLiquide
LONZA

New England BiolLabs Inc.

Carl Roth
MERCK

Jacobus Pharmaceutical

Roth




4  Material und Methoden

Tabelle 5 Liste der Enzyme. Alle Enzyme vom Hersteller New England BioLabs Inc.
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Enzym

Konzentration

Antarctic Phosphatase
BamHI-HF

Bglll

Dpnl
EcoRI-HF
HindIlI-HF

Phusion DNA Polymerase
Sacl-HF

Spel-HF

T4 DNA Ligase

Tag DNA Polymerase
Xhol

5 000 units/mL
20 000 units/mL
10 000 units/mL
20 000 units/mL
20 000 units/mL
20 000 units/mL
2 000 units/mL
20 000 units/mL
20 000 units/mL
400 000 units/mL
5 000 units/mL
20 000 units/mL

Tabelle 6 Liste der genutzten Sequenzierprimer. Alle Primer des Herstellers Metabion international.

Primer

Sequenz (5 = 3)

Split-mDHFR-MCS1 s
Split-mDHFR-MCS2 s
PHBIRH/seq/s
PHBIRH/MCS1/seq/s
PHBIRH/MCS1/seqg/as
PHBIRH/neulseq/as
PHBIRH/neu2seq/as
TgKatalase/seq/s
TgKatalase/seqg2/s
TgKatalase/seq/as
RgDAAO/seq/s
RgDAAO/seq/as
TgKatalase/seq3/s
TgKatalase/seq3/as
IMSTS/seq/as
roGFP2/seq/as
roGFP2/seqg2/as
bsd/seq/s
bsd/seq/as
yDHODH/seq/s
yDHODH/seq/as
hDHFR/seq/s
Chacl/seq/s
Chacl/seqg/as
DHODH/seq2/s
PHBIRH/bsd/seq/s
PHBIRH/bsd/seq/as

CCTACATACATATACAAACCTAC
GCCGTTGCTCTTTCAATGAGGAG
CCTACATACATATACAAACCTAC
GCCGTTGCTCTTTCAATGAGG
ACACCCACACGTAAACATATCC
TTTTGTAATTTCTGTGTTTATG
ATTCTATATTTATAAGGAAGATTAC
GAACACCAGTATTTGCAAGATT
CACATTTACATGATCCAAATATG
GACTTCCATAACCATTCATGTG
CATTACCAAGTTCAGAATGTCC
GTTCTAAACTTGTTACTGTTCTTC
CATGGTGATTATCCATTAATTC
GAATTAATGGATAATCACCATG
CATATATATAATCATTATCTAATAC
GTATACATTGTGACAGTTGTAG
CTAACAATACCATATGGTC
CGCATCTTCACTGGTGTCAAT
CACTATCGCTTTGATCCCAGG
GAACCACGTTACATTTCTGTC
GATAATTCTTTTGACGGTTTAATAC
GGAGGAGAAAGGCATTAAGTAC
GGCAAGGAGATACATTTCATAGA
CCTAATACAGCTTCTCTAACAT
GGTGTTCATTGCATGACTACAC
GATCGCGACGATACAAGTCAG
GCGACGGCCGCATCTTCAC
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Tabelle 7 Liste der genutzten Klonierungsprimer. Alle Primer des Herstellers Metabion international.

Primer Sequenz (5 = 3)

Cytosol+3xHA/s GATCACTAGTATGGGATCCTATCCTTATGATGTTC
TgKatalase/as GATCGAGCTCTTACATTTTTGCTGG

RgDAAO/aS GATCGAGCTCTTATAAACCTGATTCTC

TgKatalase H64N/s
TgKatalase H64N/as
RgDAAO R285A/s
RgDAAO_R285A/as
Cytosol+roGFP2/s
SpeI+MitoTS/s
SpeI+DVTS/s
SpeI+IMSTS/s
SpeI+IMSTSnew/s
ScLeucinZ/MCS1/s
ScLeucinZ/MCS1l/as
ScLeucinZ/MCS2/s
ScLeucinZ/MCS2/as
ScLeucinz/162/s
ScLeucinZ/162/as
EcoRV-Crt5'/s
BamHI-Crt5’ /as
BamHI-bsd/s
HindIII-bsd/as
HindIII-PfDHFR-TS/s
EcoRI-PfDHFR-TS/as
SalI-Skip-2A/s
XhoI-yDHODH/as
EcCoRV-Crt5'2/s
EcoRV-Crt5'3/s
BamHI-Crt5’2/as
DHODH/mut/T41lins/s
DHODH/mut/T41lins/as

GAATACCAGAAAGAGTTGTAAATGCAAAAGGTGGAGGAGC
GCTCCTCCACCTTTTGCATTTACAACTCTTTCTGGTATTC
GACATAATGTAGGATTAGCACCAGCTAGAAGAGGTGG
CCACCTCTTCTAGCTGGTGCTAATCCTACATTATGTC
GATCACTAGTATGGGATCCGCAAGCGAATTCTC
GATCACTAGTATGATAAGTACATTAAGAG
GATCACTAGTATGGCATTAACAGTAAA
GATCACTAGTATGATTAGTAAATTAAAACC
GATCACTAGTATGAAAAGAAGTTTTAGATC
GATCGGATCCATGTCCGAATATCAGCCAAG
GATCCTCGAGGCGTTCGCCAACTAATTTC
GATCACTAGTATGTCCGAATATCAGCCAAG
GATCGAATTCGCGTTCGCCAACTAATTTC
CAAGACTGAAGAGGACCCAATTATCAAACAGG
CCTGTTTGATAATTGGGTCCTCTTCAGTCTTG
GATCGATATCTTTAATAATATATGAAAAAAATT
GATCGGATCCTTATATGTAAGAAATTAA
GATCGGATCCATGCCTTTGTCTCAA
GATCAAGCTTAGCCCTCCCACACA
GATCAAGCTTGGATATGGCAGCTTAA
GATCGAATTCTGATATCGAAATTGAAG
GATCGTCGACGGAGAAGGAAGAGGAAGTTT
GATCCTCGAGAATGCTGTTCAACTTC
GATCGATATCGGAGAATATTTAATAATATATG
GATCGATATCCAATATTTGTATAACACATG
GATGGTACCAGCTCGAGTTATATG
GTATCAACTCCATGGGTTTACCAAACGAAGGTATCG
CGATACCTTCGTTTGGTAAACCCATGGAGTTGATAC

4.1.4. Verwendete Stammldsungen

Tabelle 8 Materialien flir Westernblotanalyse und Immunofluoreszenz.

aHA-Tag (Rabbit)

aHA-Biotin, High Affinity (3F10)

MitoTracker®Red CMXRos
MitoTracker®Orange CMTM Ros

1:1000

25 ng/mL  (Stock 50 pg/mL
1:2000)

50 nM

100 nM

Goat anti-Rat 1gG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, 4 pg/mL (Stock 2 mg/mL 1:500)

Alexa Fluor 488

Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)-HRP Conjugate
Goat Anti-Mouse IgG (H+L)-HRP Conjugate

aGFP (Mouse)
DAPI

1:5000

1:5000

Prof. Dr. A. Reichert*, 1:500
300 nM (Stock 300 uM 1:1000)

* Buchmann Institut fir Molecular Life Sciences, Goethe Universitat Frankfurt
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Tabelle 9 Stammldsungen und Verdiinnungen von Antibiotika und Selektionsmitteln.

WR99210 20 uM (RPMI 0.1 % DMSO, 1:5000 — 1:10000), — 20 °C
Blasticidin 10 mg/mL (1:500 — 1:10000), 4 °C
Ampicillin in 50 % EtOH 100 mg/mL (1:1000), — 20 °C

Tabelle 10 Stamml&sungen fiir ICso-Messungen. Alle Lésungen wurden mit RPMI-Medium hergestellt und wurden bei—20 °C
gelagert.

Atovaquon 500 nM (0.0025 % DMSO)
Artesunat 1 uM (0.06 % DMSO)
Chloroquin 3 uM

Paraquat 40 mM

Menadion 930 uM (1 % DMSO)
Methylenblau 3 uM

WR99210 50 nM (0.00025 % DMSO)

4.1.5. Verwendete Programme

Bioinformatics Reverse Complement, ChemDraw Ultra 12.0, CorelDRAW Technical Suite 2020, JustBio
Aligner, JustBio Translator, MitoProt I, NCBI National Center for Biotechnology Information, SigmaPlot

13.0, Fiji (Imagel-win64).
4.2. Sterilisation

Alle fur die Zellkultur verwendeten Fliissigmedien wurden bei 121 °C fir 15 min autoklaviert. Hitze
instabile Lésungen (PBS, AlbuMax™ II, Antibiotika, ICso-Stammldsungen) wurden mittels Filter
(0.22 uM) sterilisiert. Glasgerate, Pipettenspitzen, andere Gebrauchsgegenstinde, Flissig- und

Festabfall wurden bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert.

4.3. Molekularbiologische Methoden in Escherichia coli

Die in dieser Arbeit verwendeten DNA-Konstrukte wurden in Syntheseauftrag zu GenScript gegeben

(siehe 8.2).

4.3.1. Restriktionsverdau von DNA

Fir einen Restriktionsverdau von DNA wurde das Standardprotokoll von New England BiolLabs Inc.

verwendet.

Hierbei wurden 1 pg (4—30 uL) DNA in H,O mit Reaktionspuffer (5 pL, CutSmart® 10x) und den
Restriktionsenzymen 1/2 (1 pL) gemischt. Das Volumen des Reaktionsgemisches wurde mit H,O

(millipore) auf 50 L aufgefiillt und inkubiert (37 °C, 1 h oder tiber Nacht),"ww-neb-online.de
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DNA in H,O 1lug
Buffer 10x 5uL
Restriktionsenzym 1 1puL
Restriktionsenzym 2 1uL
H,0 (millipore) auf 50 pL auffiillen

Die Aufreinigung erfolgt mit dem Promega WizardKit®.

4.3.2. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Durchfihrung einer Agarose-Gelelektrophorese wurde 1 -2 % Agarose in TAE-Puffer (1x, 1:50
Verdinnung des TAE-Puffers (50x) in H,O (millipore)) gemischt und unter zu Hilfenahme der
Mikrowelle gelost. Die Losung (30, 50, 100 mL) wurde nach Abkihlen auf RT und Versetzen mit
GelRed® Nucleic Acid Strain (1:10000) in einen Agarose-Gelschlitten gefiillt und bis zur Verfestigung
gewartet. Die DNA-Proben (5 — 20 L, in H,O (millipore)) wurden mittels LoadingDye (1 — 10 L, 5x, 1:5)
aufgetragen. AnschlieBend wurde die Gelelektrophorese in einer Elektrophoresekammer durchgefiihrt
(90-120V, 30— 90 min). Das Ergebnis wurde mittels UV-Lampe (302 nm oder 312 nm) und Lichtbild

dokumentiert.

TAE-Puffer (50x):

2M Tris

1M Essigsaure

50mM EDTA
pH=8.9

1:50 mit H,0 (millipore) verdinnt.

4.3.3. Ligation von Plasmid-DNA

Zur Ligation wurden Vektor-DNA (4 uL in H,O (millipore), Insert-DNA (4 pL in H2O (millipore), T4 DNA
Ligase Buffer 10x (2 pL), T4 DNA Ligase (1 pL) und H,O (millipore, 9 uL) in einem Reaktionsgefal
inkubiert (RT fiir 1 h oder 16 °C (iber Nacht).www-neb-online.de

Vektor-DNA in H,0 4 uL
Insert-DNA in H,0 4L
T4 DNA Ligase Buffer 10x 2 uL
H,0 (millipore) auf 20 pL auffiillen
T4 DNA Ligase 1ul

Verhaltnis Vektor/Insert-DNA-Konzentration ca. 1:3

4.3.4. Amplifikation von DNA-Konstrukten mittels Polymerase chain reaction (PCR)

Um DNA-Konstrukte zur Klonierung zu amplifizieren, wurden Primer mit sticky ends entworfen. Diese

wurden im PCR-Cycler unter folgenden Bedingungen genutzt.
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H,0 (millipore)

5x Phusion HF Buffer

10 mM dNTPs

100 uM Primer for

100 puM Primer rev
Template DNA

Phusion DNA Polymerase

36 uL

10 pL

1ul

0.5 uL

0.5 uL

1 uL (~60 ng)
1uL(2u)
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Fir PCR-Konstrukte welche nicht weiter zum Klonieren genutzt wurden, wurde die Tag DNA

Polymerase (5 u) genutzt.

Bei PCR-Ansatzen zur Mutagenese wurde anschlieBend Dpnl (1 pL, 20 u) zugegeben und inkubiert

(37°C, 1 h).

PCR Programm:

Temperatur (°C) Zeit

95 30s

95 30s
45-75 30s

72 1kb/30s
72 5 min

4 ~

x25-30

4.3.5. Transformation von Plasmid-DNA in Escherichia coli

Chemisch kompetente Escherichia coli XL1 blue Zellen wurden auf Eis aufgetaut. AnschlieRend wurden

die Zellen (10 — 50 pL) unter sterilen Bedingungen mit DNA-L6sung (1 —5 pL) gemischt und auf Eis

inkubiert (30 min). Nach einem Hitzeschock (42 °C, 90 s) und anschlieRender Inkubation auf Eis (5 min)

wurde LB-Medium (10 Volumenaquivalente, steril) hinzugefligt. Das Gemisch wurde bei 37 °C

(30 -60 min) inkubiert, auf Agarplatten (100 pg/mL Ampicillin (Stammlésung 100 mg/mL in 50 %

EtOH, 1:1000)) ausgestrichen und (iber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Agarplatten wurden bis zu zwei

Monate bei 4 °C gelagert.

4.3.6. Minipraparation von Plasmid-DNA

Puffer 1 (gelagert bei 4 °C):

50 mM Tris
10 mM EDTA
pH = 8.0 bei RT

0.1 mg/mL  RNAse A
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Puffer 2 (gelagert bei RT):

0.2M NaOH
1% (w/v) SDS

Puffer 3 (gelagert bei 4 °C):

1.8 M KAc
11.5% (v/v) Essigsaure (100 %)

Zur Praparation von DNA wurde eine Ubernachtkultur (3 —5 mL) angesetzt. Hierfir wurde steriles
LB-Medium unter sterilen Bedingungen in einem Reaktionsgefall mit Antibiotikum versetzt (100 pug/mL
Ampicillin (Stammlésung 100 mg/mL in 50 % EtOH (v/v), 1:1000)). AnschlieBend wurde ein Klon von

einer Agarplatte in das Reaktionsgefal Gberfiihrt und Giber Nacht inkubiert (220 rpm, 37 °C).

Am Folgetag wurden die Zellen zentrifugiert (4 °C, 13000 x g, 30 s) und der Uberstand verworfen. Das
Zellpellet wurde in kaltem Puffer 1 (100 pL) resuspendiert und mit Puffer 2 (150 plL) versetzt. Die
Mischung wurde bei RT inkubiert, bis keine Trilbung mehr sichtbar war. AnschlieBend wurde kalter
Puffer 3 (150 plL) zugegeben und zentrifugiert (4 °C, 13000 x g, 10 min). Der Uberstand wurde in ein
neues Reaktionsgefall tberfiihrt, mit Isopropanol (600 pL) versetzt und zentrifugiert (4 °C, 13000 g,
5 min). Der Uberstand wurde verworfen, das DNA-Pellet in kaltem EtOH (70 % (v/v), 600 uL)
resuspendiert und zentrifugiert (4 °C, 13000 x g, 5 min). Der Uberstand wurde entfernt, das Pellet
unter Rotlicht getrocknet und in H,O (millipore, 30 uL) aufgenommen. Die Probe wurde bei — 20 °C

gelagert.

4.3.7. Midipraparation von Plasmid-DNA

Fir eine Midipraparation von Plasmid-DNA wurde eine abgewandelte Version der in 4.3.6

beschriebenen Methode verwendet.

Es wurde eine Ubernachtkultur mit einem Volumen von 100mL vorbereitet. Alle
Zentrifugationsschritte wurden bei 4 °C, 5000 x g fir 30 min durchgefiihrt. Das Volumen der
verwendeten Losungen wurde um das 40-fache erhoht. Das DNA-Pellet wurde in 1 mL H,O (millipore)

aufgenommen.

4.4. Zellbiologische Verfahren und genetische Manipulation von Plasmodium falciparum

Die Plasmodium falciparum Parasiten wurden unter sterilen Bedingungen kultiviert und behandelt.
Alle verwendeten Losungen wurden sterilisiert und bei 4 °C oder — 20 °C gelagert. Das verwendete

Material wurde vor der Nutzung mit 70 % Ethanol desinfiziert.
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4.4.1. Einfrieren von Plasmodium falciparum

Einfrierlésung:

20 % (v/v) Glycerol
0.65 % (w/v) NaCl
3% (w/v) D-Sorbitol

in H,0O (millipore)

Die Parasitenkultur (ca. 3 % Parasitamie) wurde zentrifugiert (20 °C, 1243 rpm (300 g), 5 min) und der
Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde im gleichen Volumen Einfrierldsung vorsichtig

aufgenommen, in ein Cryo-Vial Gberfiihrt und im Flussigstickstofftank gelagert.

4.4.2. Auftauen von Plasmodium falciparum

Eine iRBC-Kultur wurde aus dem Flussigstickstofftank entnommen und zligig bei 37 °C im Wasserbad
aufgetaut. Die Kultur wurde in ein Reaktionsgefal} (iberfiihrt, tropfenweise mit 12 % NaCl-L6sung
((w/v), 0.2 Volumenaquivalente) versetzt und 2 min inkubiert. AnschlieRend wurde eine 1.6 % NaCl-
Lésung ((w/v), 10 Volumenaquivalente) portionsweise hinzugegeben und zentrifugiert (20 °C,
1243 rpm (300 x g), 5 min). Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in einer Lésung aus 0.9 % NaCl
und 0.2 % Glucose ((w/v), 10 Volumené&quivalente) resuspendiert und zentrifugiert (20 °C, 1243 rpm
(300 x g), 5 min). AnschlieRend wurde mit vorgewarmtem, kompletten RPMI-Medium (10 mL, siehe
4.4.3) gewaschen, der Uberstand verworfen, die iRBC mit frischen uRBC (250 — 500 pL) in komplettem

RPMI-Medium (14 mL) in einer Petrischale resuspendiert und wie unter 4.4.3 kontinuierlich kultiviert.

4.4.3. Kultivierung von Plasmodium falciparum

Plasmodium falciparum wurden in RPMI-Medium 1640 1x (500 mL) unter Zugabe von 5 % AlbuMax™ 1|
(50 mL), 1.35 pg/mL Gentamycin (30 pL, 50 mg/mL) und 0.2 mM Hypoxanthin (11 mL, 10 mM)
kultiviert. Das Medium wurde bei 4 °C gelagert und vor Nutzung auf 37 °C vorgewarmt. Die Kulturen
wurden bei 5% CO,, 5% 0,, 95 % Luftfeuchtigkeit und 37 °C inkubiert. Standard-Kulturen bestehen
aus einem Gesamtvolumen von 14 mL, mit einem Hamatokriten von 3.5% (500 uL RBC).
Versuchsabhdngig wurden groRRe Petrischalen mit 40 mL Medium und 1.5 mL RBCs verwendet. Das
Medium wurde 6-Mal pro Woche gewechselt, die Parasitimie regelmaRig mittels Giemsa-Ausstrich

Uberprift und auf eine Parasitimie von 0.5 — 1 % eingestellt.?’

4.4.4. Giemsa-Ausstriche

Auf einem Glasobjekttrager wurden ca. 10 pL Suspension einer Kultur ausgestrichen, luftgetrocknet,
in MeOH (100 %, > 10 s) fixiert und nochmal luftgetrocknet. AnschlieRend wurden Objekttrdger in
einer 10 % Giemsa-Lésung ((v/v), in H,0 (millipore), > 30 min) inkubiert, mit Wasser abgewaschen und

getrocknet. Die gefarbten RBC wurden unter einem Lichtmikroskop bei 100 x VergroRerung
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angeschaut. Zur Bestimmung der Parasitdmie der Kultur wurde die Anzahl an RBC gezahlt und die

Parasitamie als Prozentsatz der iRBC relativ zur Gesamtzahl der RBC ausgedruickt.

4.4.5. D-Sorbitol-Synchronisation von Plasmodium falciparum

Eine Plasmodienkultur wurde zentrifugiert (20 °C, 1243 rpm (300 x g), 5 min) und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde mit einer 5 % D-Sorbitol-Losung ((w/v), in H,0 (millipore), 5 mL) versetzt,
bei RT inkubiert (5 min) und zentrifugiert (20 °C, 1243 rpm (300 x g), 5 min). Der Uberstand wurde
verworfen, das Zellpellet mit RPMI (komplett, 10 mL) gewaschen und anschlieBend mit frischem RPMI-

Medium (komplett, 14 mL) weiter kultiviert.®

4.4.6. Sterilisierung von Plasmid-DNA fiir Plasmodium falciparum Transfektion

Plasmid-DNA (230 pL, z.B. aus 4.3.7) wurde mit 3 M Natriumacetat-Losung (pH =5, 20 uL) angesauert
und kaltes EtOH (100 %, (v/v), 500 uL) zugegeben. Die Mischung wurde durch Vortexen gemischt und
bei — 20 °C fiir mindestens 30 min inkubiert. AnschlieRend wurde die DNA durch Zentrifugation (4 °C,
18 000 x g, 30 min) pelletiert. Der Uberstand wurde entfernt und das DNA-Pellet in kaltem EtOH (70 %,
(v/v), 500 pL) suspendiert. AnschlieRend wurde zentrifugiert (4 °C, 18 000 x g, 15 min), der Uberstand
verworfen und die DNA unter sterilen Bedingungen luftgetrocknet. Die DNA wurde in H,O oder
inkomplettem Cytomix (< 50 uL) resuspendiert. Die in Wasser aufgenommene Probe wurde bei— 20 °C
gelagert. In inkomplettem Cytomix aufgenommene DNA wurde anschlieBend direkt zur Transfektion

genutzt.

4.4.7. Transfektion von Plasmodium falciparum

Cytomix (inkomplett):

120 mM KCl
0.15 mM CaCl,
2mM EGTA
5mM MgCl,
10 mM KzHPO4
10 mM KH2P04
25 mM HEPES
pH=7.6

Das Medium wurde sterilfiltriert und bei — 20 °C gelagert.

Synchrone Schizonten iRBCs (100 pL) mit einer Parasitdimie von mindestens 1 % wurden in RPMI-
Medium (komplett, 8 mL) vorbereitet. uRBCs (2 mL) wurden mit Cytomix (inkomplett, 2x 6 mL)
gewaschen (Zentrifugation 20 °C, 1243 rpm (300 x g), 5 min). Sterile DNA (siehe 4.4.6) wurde mit
Cytomix (inkomplett, 400 uL) und gewaschenen uRBCs (400 uL) gemischt. Die Suspension wurde auf
zwei vorgekihlte Elektroporationskiivetten aufgeteilt und auf Eis (5 min) inkubiert. Jede Kivette

wurde mit Programm U-033 oder X-001 (Lonza Nucleofector™2b) behandelt und anschlieRend auf Eis
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(5 min) inkubiert. Die Zellen einer Transfektion wurden mittels RPMI-Medium (komplett, 4 mL pro
Kivette) aus der Klvette in ein ReaktionsgefaR tiberfihrt und zentrifugiert (20 °C, 1243 rpm (300 x g),
5 min). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde mit RPMI-Medium (10 mL) gewaschen.
Das Zellpellet wurde zu der vorbereiteten iRBC-Kultur gegeben und 24 h im Inkubator gelagert. Die
Kultur wurde anschlieBend mit RPMI-Medium (10 mL) gewaschen und RPMI-Medium (komplett,
14 mL) und frische uRBCs (250 — 500 pL) wurde zugegeben. Zusatzlich wurde das Selektionsmittel (z.B.
2 pug/mL Blasticidin (Stammldsung 10 pg/mL) oder 2 nM WR99210 (Stamml6sung 20 uM) zugegeben.

Die Kultur wurde wie in 4.4.3 kontinuierlich kultiviert. ©ma Lonza Company 259,260
4.5. Phanotypisierung
4.5.1. Westernblotanalyse von Plasmodium falciparum Kulturen

Fiir die Herstellung von Westernblotlysat von Plasmodium falciparum Kulturen wurden Kulturen

synchronisiert und in 40 mL Petrischalen kultiviert.

4.5.1.1. Aufkonzentrieren von Plasmodium falciparum Parasiten im Schizontenstadium

PBS:
1.84 mM KH,PO4
10 mM NazHPO4
137 mM NaCl
2.7 mM KCl
pH 7.4 @ 24 °C

5x Lammli:
50 mM pH = 6.8 Tris/HCI
10 % (w/v) SDS
25 % (w/v) Glycerol
0.1% (w/v) Bromphenolblau

Zum Aufkonzentrieren von Parasitenkulturen wurde magnetic cell separation (MACS) genutzt. Vorab
wurde eine MACS CS Saule mit RPMI-Medium (10 mL) auBRerhalb des Magneten equilibriert. Dieser
Schritt wurde mit der im Magneten montierten Sdule wiederholt und die Sdule 5 min mit RPMI-

Medium inkubiert.

Vom Uberstand einer synchronen Schizontenkulturen (40 mL Kulturen, Parasitdmie 5 — 10 %) wurden
20 mL verworfen. Die iRBCs wurden im restlichen Medium resuspendiert und auf die im Magneten
montierten Saule gegeben. Die Sdule wurde mit RPMI-Medium (20 mL) gewaschen und zur Elution aus

dem Magneten entfernt. Die Elution wurde mit RPMI-Medium (10 mL) durchgefihrt.
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Das Eluat wurde zentrifugiert (RT, 1970 rpm (755 x g), 5 min) und der Uberstand verworfen. Fiir
Westernblotproben wurde das Pellet in PBS (mit Proteaseinhibitor, 80 uL) aufgenommen und mit
Lammli (5x, mit 500 mM DTT, 20 pL) versetzt. Die Probe wurde aufgekocht (95 °C, 5 min) und bei

— 80 °C gelagert.
Die Zellzahl wurde mittels Neubauerkammer und die Parasitamie mittels Giemsa-Ausstrich ermittelt.

Die S&ule wurde durch Spilen mit RPMI-Medium (50 mL) und H,O (millipore, entgast, steril, 50 mL)

gewaschen, in H,O (millipore, entgast, steril) gelagert und mehrmals wiederverwendet.

4.5.1.2. Saponinlyse von Plasmodium falciparum

Die Parasitenkultur wurde zentrifugiert (20 °C, 1243 rpm (300 x g), 5 min) oder das Eluat aus 4.5.1.1
wurde verwendet. Das Zellpellet wurde mit PBS (10 mL) gewaschen und anschlieRend in PBS
(5 - 10 mL) aufgenommen. Es wurde Saponin (Stammlésung 3 % (w/v), 1:100 Verdiinnung) zugegeben
und auf Eis inkubiert (mindestens 10 min). AnschlieRend wurde zentrifugiert (4 °C, 1800 x g, 10 min),
der Uberstand entfernt und mit kaltem PBS (2x 5 mL, 1x 1 mL) gewaschen. Das Pellet wurde in PBS (fiir
Westernblotproben mit Proteaseinhibitor, 40 uL — 80 pL) aufgenommen. Die Probe wurde entweder
im FlUssigstickstofftank eingefroren oder mit Lammli (5x, 500 mM DTT, 1:5) versetzt, aufgekocht

(95 °C, 5 min) und bei — 80 °C gelagert.
4.5.2. SDS-Gele zur Proteinanalyse

SDS Trenngel 10 %:

H,0 (millipore) 380 pL/mL

Acrylamid-Mix (30 %) 340 pL/mL 10%

Tris (1.5 mM (w/v), pH = 8.8) 260 pL/mL 0.4 mM

SDS (10 % (w/v)) 20 uL/mL 2%

APS (10 % (w/v)) 20 uL/mL 2%

TEMED 0.4 uL/mL 0.4%
SDS Sammelgel:

H>0 (millipore) 136 pL/mL

Acrylamid-Mix (30 %) 34 uL/mL 1%

Tris (1.0 mM (w/v), pH = 6.8) 26 pL/mL 0.02 mM

SDS (10 % (w/v)) 2 ub/mL 0.2%

APS (10 % (w/v)) 2 ul/mL 0.2%

TEMED 0.2 ul/mL 0.2%

SDS-PAGE Laufpuffer:

25 mM Tris/HCI
250 mM (w/v) Glycin
0.1% (w/v) SDS
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Die in 4.5.1 hergestellten Proben fiir die Westernblotanalysen wurden durch drei Einfrier-Auftauzyklen
lysiert. AnschlieRend wurden die Proben aufgekocht (95 °C, 5 min) und ca. 10® Parasiten auf das SDS-

Gel aufgetragen. Das Gel wurde bei 25 mA (pro Gel) fir ca. 1 h laufen gelassen.

4.5.3. Westernblotanalyse von Plasmodium falciparum Zelllysaten

Blotting-Puffer:

24.76 mM Tris
0.193 M Glycerin
20 % (v/v) MeOH
TBS:
19.81 mM Tris
150 mM NacCl
pH=74
TBST/T:
19.81 mM Tris
150 mM NacCl
2% (v/v) Triton-X 100
0.5 % (v/v) Tween
pH=7.4
ECL1:
100 mM Tris pH =8.5
2.5mM Luminol
0.4 mM p-Coumarin
ECL2:
100 mM Tris pH =8.5
5.9 mM H,0,

Eine SDS-Gelelektrophorese wurde wie in 4.5.2 durchgefiihrt. Das Gel wurde mit H,O (millipore)
gewaschen. Es wurden mit MeOH aktivierte PVDF-Membranen verwendet. Es wurde mit kaltem
Blotting-Puffer geblottet (10 °C, 100 V pro Gel, 1.5 h oder 15V, lber Nacht pro Gel). Anschliefend
wurde die Membran mit H,O (millipore) gewaschen und der Ubertrag mittels Ponceau-Farbung
Uberprift. Die Membran wurde in TBS (1 h) und Blocking-Lésung (5 % Milchpulver in TBS, 1 h)
equilibriert. Es wurde mit Priméarantikorper (in Blocking-Losung siehe Tabelle 8 , 1 h bei RT oder bei
10 °C Gber Nacht) inkubiert. AnschlieBend wurde mit TBST/T (10 min, 2x) und TBS (10 min) gewaschen,
mit Sekundéarantikorper (in Blocking-Losung, siehe Tabelle 8, 1 h bei RT) inkubiert und mit TBS (10 min)
und TBST/T (10 min, 2x) gewaschen.
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Zur Detektion wurden die ECL Lésungen (1:1) und der INTAS ECL Chemostar Imager genutzt.

4.5.4. Immunofluoreszenzanalyse von fixierten Plasmodium falciparum

8-Well-Platten wurden mit Concanavalin A (5 mg/mL, 80 uL) beschichtet und inkubiert (37 °C, 20 min).
AnschlieBend wurde mit PBS (steril, 200 uL 2x) gewaschen. Zellen einer resuspendierten
Parasitenkultur (~150 pL/well) wurden zentrifugiert (RT, 800 x g, 30 s) und mit vorgewarmtem RPMI
(200 pL 2x) gewaschen. Die Zellen wurden in RPMI-Medium aufgenommen (150 uL), in die mit
Concanavalin A beschichteten Wells gegeben und inkubiert (37 °C, 10 min). Die Wells wurden mit RPMI
(200 pL 5 — 7x) gewaschen, bis sich eine Monolayer gebildet hat. RPMI-Medium (komplett, 200 puL) mit
MitoTrackerRed (50 nM) oder MitoTrackerOrange (100 nM) wurden zugegeben und inkubiert (37 °C,
20 min — 2 h). Es wurde mit RPMI (komplett, 200 uL 5x) gewaschen. Die Wells wurden mit PBS (steril,
200 L, 3x) gewaschen, mit vorgewarmter Paraformaldehyd-Losung (4 % in PBS (w/v), 37 °C, 20 min)
inkubiert und mit PBS (200 pL) gewaschen. AnschlieRend wurde mit Triton X-100 (0.1 % in PBS (v/v),
RT, dunkel, 15 min) inkubiert und mit PBS (200 L, 3x) gewaschen. Es wurde mit BSA (3 % in PBS (w/v),
RT, dunkel, 200 pL, 30 min — 1 h) und anschlieRend mit Primarantikorper (Anti-HA-Biotin High Affinity
(3F10) in 3% BSA/PBS (w/v), RT, dunkel, schwenken, 100 — 200 pL, 2 h) inkubiert. Es wurde mit
Tween-20 (0.5 % in PBS (v/v), RT, dunkel, schwenken, 200 pL, 5—10 min 3x) gewaschen und mit
Sekundarantikorper und DAPI (Alexa 488 goat anti rat 1IgG (H+L) und 300 nM DAPI siehe Tabelle 8 in
3 % BSA/PBS (w/v), RT, dunkel, schwenken, 100 — 200 pL, 30 min —1 h) inkubiert. Die Wells wurden
mit Tween-20 (0.5 % in PBS (v/v), RT, dunkel, schwenken, 200 pL, 5— 10 min 2x) und PBS (RT, dunkel,
schwenken, 200 pL, 5 — 10 min) gewaschen. AnschlieBend wurde mit PFA (4 % in PBS (w/v), RT, dunkel,
110 pL, 10 — 15 min) inkubiert, mit PBS (200 pL) gewaschen und die Proben wurden in PBS (200 L) bei

4 °C im Dunkeln gelagert.

Zur Immunofluoreszenzmessung wurde das Konfokalmikroskop Axio Observer, LSM 880 Mikroskop

von Zeiss verwendet.

4.5.5. Wachstumsanalyse von Plasmodium faciparum

Zur Wachstumsanalyse von Plasmodium falciparum Kulturen wurden asynchrone Kulturen auf eine
Parasitamie von 0.1 % eingestellt und kontinuierlich kultiviert. Das Medium wurde taglich gewechselt
und taglich ggf. 5 mM D-Alanin (5 uL/mL Stock 1 M in RPMI) bzw. Blasticidin (4 oder 15 pg/mL)
zugegeben. Die Parasitamie wurde alle 24 h von > 2000 RBCs und einer Abweichung von maximal 0.1 %

mittels Giemsa-Ausstrichen (4.4.4) ermittelt.

4.5.6. ICso-Messungen mit Plasmodium falciparum Kulturen

Eine 0.5 %ige Parasitenkultur wurde zentrifugiert (20 °C, 1243 rpm (300 x g), 5 min) und der Uberstand

verworfen. 300 puL wurden in ein neues Reaktionsgefal Gberfiihrt. Es wurde RPMI-Medium (AlbuMax-
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frei (2.7 pg/mL Gentamycin (50 mg/mL), 0.2 mM Hypoxanthin (10 mM)), 9.7 mL) und AlbuMax™ [I-
Losung (10 % (w/v) in RPMI-Medium, 1 mL) zugegeben. Zusatzlich wurde eine Mischung mit uRBC
(300 pL) hergestellt. Eine Stammlosung der zu testenden Substanz wurde in RPMI-Medium (AlbuMax-
frei) vorbereitet. In sterilen 96-Well-Platten wurde RPMI-Medium (AlbuMax-frei, 50 pL) vorgelegt. In
den &duReren Wells wurde die uRBC-Losung (50 uL) zugegeben. In Well B2 -G2 wurde die
Testsubstanz-Lésung (z.B. 25 uL) zugegeben und mittels Ubergabe des Mediums in die folgenden Wells
verdiinnt (bis z.B. B10). Aus Well 10 wurde das zugegebene Volumen verworfen, sodass in Well 11
keine Substanzlésung enthalten ist. Den vorbereiteten Parasitenkulturen wurde ggf. Blasticidin und
D-Ala (110 pL einer 1 M D-Ala Stammlosung (in RPMI), Endkonzentration nach Verdiinnung in Wells
5 mM) zugegeben. Hierbei wurde die doppelte Konzentration der gewiinschten Endkonzentration
verwendet. AnschlieRend wurde die Parasitenlosung (50 uL, entspricht 1:1 Verdiinnung) zugegeben,

72 h unter Kultivierungsbedingungen inkubiert und bei — 80 °C fiir mindestens 1 h eingefroren.

Zur Analyse von Split-DHFR Kulturen wurden 96-Well-Platten mit einer Konzentrationsreihe WR99210
(Stock 50 nM, 1:3 Verdiinnung) wie oben beschrieben hergestellt. AnschlieRend wurde mit WR
inkubiert (1 h, Standardkultivierungsbedingungen) und mit RPMI-Medium (100 pL, 3x) gewaschen. Die
Platten wurden 72h ohne Medienwechsel unter Kultivierungsbedingungen inkubiert und

anschlieRend bei — 80 °C gelagert.

4.5.6.1. SYBR™Green I-Assay

SYBR™Green | Lyse-Puffer:

5mM 2 Na EDTA 2 H,0
0.08 % (v/v) Triton X-100
0.008 % (w/v) Saponin

20 mM Tris Puffer Losung
pH=7.5

Die 96-Well-Platten wurden 1 h aufgetaut. SYBR™Green | Lyse-Puffer (11 mL pro 96-Well Platte) wurde
SYBR™Green | Nucleic Acid Gel Strain (10000 x, 1.2 uL pro 96-Well Platte) hinzugefiigt. Mittels
CLARIOstar wurde der Puffer (100 pL) in jedes Well gegeben und gemischt. Die Platten wurden 1 h bei
RT unter Lichtausschluss inkubiert. Die Fluoreszenz wurde mittels CLARIOstar-Photometer (Ex: 485 nm,

Em: 535 nM) gemessen.

4.5.7. Glutathionbestimmung des Erythrozyten mit Plasmodium falciparum Stammen

Zur Analyse des Glutathiongehaltes im Erythrozyten wurden 2 x 1 mL iRBC einer synchronen 5 %
Schizontenkultur Gber eine MACS CS Saule aufkonzentriert (4.5.1.1). Die Erythrozytenmembran der
erhaltenen, vereinigten Pellets wurde mittels Saponinlyse (250 mL PBS, 25 pL 0.5 % Saponin, 10 min
auf Eis) aufgeschlossen (4.5.1.2) und zentrifugiert (4 °C, 1800 x g, 10 min). Es wurden 10 pL der Probe

zur Hambestimmung in ein neues ReaktionsgefilR iberfiihrt. Der restliche Uberstand wurde mit
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46 mM Sulfosalicylsdure gefallt, zentrifugiert (4 °C, 13000 x g, 30 min) und in ein neues Reaktionsgefald

Uberfiihrt. Die Proben wurden bei — 20 °C gelagert. 261 modifiziert

DTNB-Puffer:

100 mM NasPO,
1mMm EDTA
0.2 mM B-NADPH
pH=7.4

Die bereits vorbereitete, gefallte Probe wurde aufgetaut und eine Verdiinnungsreihe von GSH (2.5 mM
bis ~0.06 mM, 1:10) in PBS wurde vorbereitet. Der DTNB-Puffer wurde frisch mit 0.18 mM DTNB und
0.5 u/mL GR versetzt. Die Probe (40 pL) und jede Konzentration der GSH-Reihe (40 pL) wurde mit
vollstandigem Assaypuffer (360 uL) gemischt und 1 h inkubiert. Als Blank wurde PBS (40 ulL) mit
Assaypuffer (360 uL) angesetzt und ebenfalls inkubiert. Die Absorption bei 405 nM wurde gemessen
und der Gesamtglutathiongehalt der Probe aus der graphischen Auswertung der GSH-

Konzentrationsreihe ermittelt.

Zur Normalisierung des Glutathiongehaltes wurde die Probe zur Hambestimmung aufgetaut, mit

390 uL PBS versetzt und die Absorption bei 450 und 545 nm gemessen.

4.5.8. Selektion und Isolierung von genomischer DNA

Parasiten mit erfolgreicher Selektion fir ein SLI-Plasmid (4.4.7) wurden weiter zur Selektion der
Integration genutzt. Bei einer Parasitdmie von 3 — 5 % wurde die Kultur zentrifugiert (20 °C, 1243 rpm
(300 x g), 5min) und in eine neue Kulturschale Uberfihrt. AnschlieRend wurde 10— 14 Tage mit
900 nM DSM1 inkubiert und unter Standardkultivierungsbedingungen kultiviert. Das Medium wurde
taglich gewechselt. Nach 10 — 14 Tagen wurde zentrifugiert (20 °C, 1243 rpm (300 x g), 5 min) und die
Kultur wurde in einer neuen Kulturschale 2 —4 Wochen ohne DSM1 kultiviert. In dieser Zeit sollte es

zum Wachstum der Parasiten kommen.

Bei erfolgreicher Selektion wurden DNA-Proben zur Durchfiihrung einer analytischen PCR mit
genomischer DNA genommen. Hierflir wurden iRBCs (100 uL) mit einer Parasitimie von 1 —3 % mit
500 uM EDTA (in H,0O (millipore), 1.9 mL) durch Vortexen gemischt und auf Eis inkubiert (10 min).
AnschlieRend wurde zentrifugiert (RT, 12000 x g, 5 min), der Uberstand verworfen und das Pellet in
TE-Puffer (40 pL) aufgenommen. Es wurde Proteinase K (22 mg/mL in TE Puffer, 10 pL) zugegeben,
inkubiert (56 °C, 400 rpm, 1 h) und inaktiviert (80 °C, 10 min). Nach Zentrifugation (12000 x g, 5 min)

wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt und die Probe bei — 20 °C gelagert.



4  Material und Methoden 49

TE-Puffer (bei 4 °C gelagert):

10 mM Tris
1 mM EDTA
pH=7.6

Diese Proben wurden zur Analyse der genomischen DNA mittels PCR genutzt. Bei Erhalt einer
Mischkultur wurde der Kultur erneut das Selektionsmittel der Plasmidselektion (WR oder Blasticidin)

zugegeben und nach 7 Tagen wurde erneut DNA isoliert.

4.5.9. WR-Selektion und Wachstumsanalyse von Plasmodium falciparum Kulturen

Eine Kultur mit einer Parasitamie von 0.5 % wurde in 6-Well-Platten oder in Petrischalen aufgeteilt. Es
wurden unterschiedlichen Blasticidin Konzentrationen (2 — 10 pg/mL) und WR (4 nM) zugegeben. Als
Negativkontrollen wurden eine Kultur ohne WR99210 und eine 3D7 WT Kultur mit WR99210
mitgefiihrt. Die Platten wurden kontinuierlich kultiviert und die Parasitamie mittels Giemsa-Ausstrich

bestimmt.
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5. Ergebnisse

5.1. STRESSistance

5.1.1. Klonierung der Toxoplasma gondii Katalase und Rhodotorula gracilis D-Aminosaureoxidase

Konstrukte

Zur Untersuchung der Oxidativen-Stress-Hypothese in Plasmodium falciparum wurden zwei
Redoxenzyme gewadhlt, welche H,0O, produzieren bzw. detoxifizieren. Es wurde eine Katalase aus
Toxoplamsa gondii und die D-Aminosaureoxidase aus Rhodotorula gracilis gewahlt. Wichtige Kriterien
fiir die Wahl der Enzyme waren das pH-Optimum, Robustheit, Reaktionsart, bisherige Studienlage und

die Moglichkeit es markieren zu kénnen.

Die Katalase von Toxoplasma gondii (TGME49_232250) hat hohe Ahnlichkeit zur humanen tetrameren
Katalase. Die H64N-Mutante (siehe Abbildung 4 A H128) wurde PCR-amplifiziert und als inaktive
Negativkontrolle genutzt.33135143 Dje D-Aminosiureoxidase aus Rhodotorula gracilis (ATCC 26217)
generiert H,0, nach der Zugabe von D-Aminosiuren.® Die DAAO aus Rhodotorula gracilis/toruloides
hat ein C-Terminales SKL-Motiv welches fiir den Transport in Peroxisomen verantwortlich ist,*>*
weshalb der Lysin-Rest in einen Glycin-Rest gedndert wurde. Im Vergleich zu anderen DAAO:s ist die
der Hefe Rhodotorula gracilis stabil und aktiv bei einer Temperatur von 37 °C,%*° hat jedoch bei pH =6
nur eine Aktivitat von unter 25 %.2 In heterologen, menschlichen Zellen und in vitro ist D-Alanin ein
gutes Substrat fuir die RgDAAO.'> Ebenso kann RgDAAO N-Terminal markiert werden, was fiir HyPer-
RgDAAO-Konstrukte bereits getestet wurde.?®? Es wurde neben dem aktiven Enzym die inaktive

Mutante RgDAAOR?® (siehe Abbildung 5 A R285) als Negativkontrolle genutzt.?”?

Als Targetingsequenz flir die Verdauungsvakuole wurden die 70 N-terminalen Reste von Plasmepsin IV
(PF3D7_1407800/PF14_0075) verwendet. Plasmepsin IV hat einen Typ Il Membrananker. Die
Targetingsequenz von Plasmepsin IV wurde bereits fir Transportstudien von GFP genutzt.?®® Zum
Targeting der mitochondrialen Matrix wurden die 68 N-terminalen Aminosaurereste des Plasmodium
falciparum heat shock protein 60 (PfHsp60) (PF3D7_1015600) genutzt. Als Sequenz fiir den
Intermembranraum des Mitochondriums wurden die Sequenzen von zwei unterschiedlichen Proteinen
getestet. Es wurden die N-terminalen 162 Aminosduren der Plasmodium falciparum
Dihydroorotatdehydrogenase (PF3D7_0603300 type 2) oder die 57 N-terminalen Aminosauren der
Plasmodium falciparum NADH-Cytochrom bs-Reduktase (PF3D7_1367500) genutzt. Zum Erzielen einer
cytosolischen Lokalisation wurde mittels PCR ein ATG statt der Targetingsequenz amplifiziert. Die
Sequenzen wurden von GenScript flir die Codonhaufigkeit von Plasmodium falciparum optimiert und
mit passenden Schnittstellen flr die Herstellung eines modularen Klonierungsplans versehen.

Zusatzlich zu den Targetingsequenzen wurde N-Terminal zum jeweiligen Enzym ein 3xHA- oder
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roGFP2-Tag eingefiigt. An die Sequenz des roGFP2 wurde ein 30 Aminosduren langer Glycin/Serin-
Linker angefiigt.?%* Zusatzlich wurde an das 3‘ Ende der DNA-Sequenz des Enzyms die Sequenz des
GImS-Systems angefligt, mit welcher die Menge an translatierter RNA kontrolliert werden kann.

AuBerdem wurde eine GImSM*-Mutante als Negativkontrolle genutzt,26>26¢

Zwischen die Sequenzen der Module: Targetingsequenz, Tag, Enzym und GImS wurden passende
Restriktionsschnittstellen zur Klonierung eingefiigt: vor die Gensequenz der Targetingsequenz eine
Xhol- und Spel-Schnittstelle, zwischen Targetingsequenz und Tag eine BamHI|-Schnittstelle und
zwischen der Gensequenz des Tags und Enzyms eine Notl-Schnittstelle mit einem zusétzlichen Codon
flr Adenin, um im Leseraster zu bleiben. Nach der Gensequenz des Enzymes wurden die Basen TAA als
Stopcodon und eine Sacl-Schnittstelle angefiigt. Nach der GImS-Sequenz wurde die Xmal-Schnittstelle

geplant (Abbildung 10).
Xhol Spel BamH! Notl Sacl er|70|
TS Tag | Enzym | GImS
’/ pUC57-Simple
Abbildung 10 Schematische Darstellung des genutzten pUC57-Simple-Plasmids mit Genabschnitten kodierend fiir die

Targetingsequenz (TS), den Tag (3xHA oder roGFP2) und heterologe Redoxenzyme. Die genutzten Restriktionsschnittstellen
sind angedeutet.

Die fur Plasmodium falciparum Codon-optimierten Sequenzen wurden von der Firma GenScript in den
kommerziellen pUC57-Simple-Vektor kloniert. In diesem wurden die erforderlichen Kombinationen
aus den Genabschnitten kodierend filir die Targetingsequenz, den Tag und das Enzym kloniert.
AnschlieBend wurden die Konstrukte fiir eine Proteinlokalisation in der mitochondrialen Matrix, dem
Intermembranraum des Mitochondriums und der Verdauungsvakuole mittels Restriktionsverdau mit
Spel und Sacl und anschlieRender Ligation in den pHBIRH-Vektor erzeugt (Abbildung 11). Fiir eine
Lokalisation in das Cytosol wurde das Konstrukt mittels PCR amplifiziert und das Startcodon ATG ohne

anhangende Targetingsequenz angefiigt.

hilid
‘/l bsd ]—[ var intron ]—[ TS [Tag[ Enzymw

pHBIRH

Abbildung 11 Schematische Darstellung des genutzten pHBIRH-Plasmids mit Blasticidin-Desaminase-Gen (bsd), dem
bidirektionalen Promotor (var intron) und den Genabschnitten kodierend fiir die Targetingsequenz (TS), den Tag (3xHA oder
roGFP2) und das heterologe Redoxenzym.267

Es wurden Plasmide fiir eine Proteinlokalisation im Cytosol, in der Verdauungsvakuole, der
mitochondrialen Matrix und dem Intermembranraum der Mitochondrien (entweder mit 3xHA-Tag
oder der Sequenz fiir roGFP2) fiir Toxoplasma gondii Katalase" oder der H64N-Mutante kloniert. Die
Targetingsequenz der DHODH wurde nur fir Plasmide mit Genabschnitten fiur den 3xHA-Tag und

Katalase"T genutzt.
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Ebenfalls wurden alle beschriebenen Plasmide mit der Sequenz der DAAO bzw. DAAOR®>A kloniert.
Hier wurden die Plasmide mit Genabschnitten fiir die Targetingsequenz der NADH-Cytochrom bs-

Reduktase von Eileen Bischoff kloniert.%®

Alle hergestellten Plasmide wurden erfolgreich korrekt sequenziert (Anhang 8.1.1) und in Plasmodium

falciparum 3D7 WT transfiziert.
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5.1.2. Produktion der heterologen Redoxenzyme in Plasmodium falciparum

Die Expression des Plasmids kodierend fiir die heterologe Katalase und die inaktive Punktmutante in
den Plasmodium falciparum 3D7 Parasiten und die Produktion des Enzyms wurde (iber
Westernblotanalyse Gberprift. Hierfir wurden die Stamme mit 3xHA-Tag genutzt. Die erfolgreiche

Produktion der heterologen Katalase wurde fiir alle vier Lokalisationen nachgewiesen.
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Abbildung 12 Westernblot der Stdamme mit Plasmid kodierend fiir die heterologe Katalase oder die inaktive Punktmutante
KatalaseM®4N im Cytosol (A), der mitochondrialen Matrix (B), dem Intermembranraum des Mitochondriums (B) oder der
Verdauungsvakuole (B, C) unter 4 ug/mL Blasticidin. Als Negativkontrolle wurde ein Stamm mit dem pHBIRH-
Expressionsvektor mit Luciferasegen genutzt. Erwartete GroRRen: prozessiert: 60 kDa; unprozessiert: MitoM 68 kDa, IMS
67 kDa, DV 69 kDa.

In allen Stimmen konnte eine Bande bei ca. 70 kDa beobachtet werden (Abbildung 12). Fir das
prozessierte Protein war eine Bande bei 60 kDa zu erwarten. Aufgrund der hohen Bandenintensitat bei
70 kDa wurde von einem verdnderten Laufverhalten des Proteins ausgegangen und das prozessierte
Protein wurde der Bande bei 70 kDa zugeordnet. Fir die Stiamme mit der heterologen Katalase im
Cytosol konnte eine dquivalente Produktion im Katalase"'™- und dem Katalase"®*N-Stamm beobachtet
werden (Abbildung 12 A). Bei den Stammen mit der Targetingsequenz fiir die mitochondriale Matrix
(Abbildung 12 B) wurde neben der prozessierten GrofRe eine weitere Bande oberhalb von 72 kDa
beobachtet. Diese wurde dem unprozessierten Protein mit einer Grofle von 68 kDa und einem
veranderten Laufverhalten zugeordnet. In diesem Katalase-Stamm wurde eine anndhernd dquivalente
Produktion von prozessiertem und unprozessiertem Produkt beobachtet. Im Katalase"®*N-Stamm mit
mitochondrialer Matrix-Targetingsequenz wurde ca. die doppelte Menge an prozessiertem Protein
verglichen mit dem unprozessiertem Protein ermittelt. Die Stamme mit der heterologen Katalase mit
Targetingsequenz der NADH-Cytochrom bs-Reduktase flir den Intermembranraum des
Mitochondriums (Abbildung 12 B) hatten im Westernblot eine dquivalente Bandenintensitat bei ca.

70 kDa. In der Ponceau-Farbung war eine intensivere Farbung in der Katalase"®N-Probe zu erkennen.
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Die Stamme mit der Targetingsequenz der Dihydroorotatdehydrogenase fiir den Intermembranraum
des Mitochondriums wurden verworfen, da hier die Produktion der heterologen Proteine nicht
nachgewiesen werden konnte. Mit den Stdmmen, welche das heterologe Protein mit der
Targetingsequenz fir die Verdauungsvakuole (Abbildung 12 B, C) tragen, wurde nur ein schwaches

Signal bei ca. 70 kDa erhalten, welches nicht in jeder Probenaufarbeitung sichtbar war.

Die Produktion der heterologen DAAO mit den verschiedenen Targetingsequenzen wurde fir
cytosolische Lokalisation, mitochondriale Matrix und Intermembranraum des Mitochondriums von

Eileen Bischoff durchgefiihrt und sind in ihrer Arbeit dargestellt.?®
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Abbildung 13 Westernblot der Stamme mit Plasmid kodierend firr die heterologe DAAO oder die inaktive Punktmutante
DAAOR?A in der Verdauungsvakuole. Als Negativkontrolle wurde ein Stamm mit dem pHBIRH-Expressionsvektor mit
Luciferasegen genutzt (4 ug/mL Blasticidin). Erwartete GroBen: prozessiert: 44 kDa; unprozessiert: DV 52 kDa, PK: 68/60 kDa
(PK: MitoM TgCatalase).

In dem Stamm der heterologen DAAO mit Targetingsequenz fiir die Verdauungsvakuole wurde keine
passende Bande bei 44 kDa fiir das prozessierte Protein oder bei 52 kDa fiir das unprozessierte Protein
beobachtet (Abbildung 13). Im Stamm der Punktmutante DAAOR?®* mit Targetingsequenz fur die
Verdauungsvakuole wurden mehrere Banden detektiert, welche nicht in der Negativkontrolle
beobachtet wurden. Unter diesen konnte auch die Bande fiir das prozessierte und unprozessierte
Protein bei 44 bzw. 52 kDa vermutet werden. Diese Westernblotanalyse zeigte jedoch kein eindeutiges
Ergebnis, da auch die Positivkontrolle (MitoM TgCatalase) bei 68 bzw. 60 kDa nicht beobachtet wurde.

Die Produktion der heterologen DAAO in der Verdauungsvakuole wurde nicht erfolgreich detektiert.

Um die Produktion der roGFP2-Katalase-Konstrukte in 3D7 Parasiten zu Uberpriifen, wurde der
primare Antikorper aus dem Arbeitskreis Prof. Dr. A. Reichert genutzt. Hiermit wurde kein Ergebnis

erlangt, weshalb die Westernblotergebnisse dieser Versuche nicht weiter abgebildet sind.

Zur Produktion der heterologen Proteine in Plasmodium falciparum wurde der spezialisierte pHBIRH-
Expressionsvektor genutzt. Dieser hat die spezielle Eigenschaft, dass die Menge an produziertem

Plasmid durch Anderung der Menge der Selektionssubstanz, geandert werden kann. Diese Eigenschaft
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wurde Uber semi-quantitative Westernblotanalyse tGberprift (Abbildung 14). Hierflir wurde der Stamm
mit der heterologen Katalase mit Targetingsequenz fiir die mitochondriale Matrix mit
unterschiedlichen Mengen an Blasticidin selektioniert. Es wurden Stdmme mit 4, 10, 20, 30, 40 und
50 pg/mL Blasticidin genutzt und &dquivalente Mengen der Proben fiir die Westernblotanalyse
verwendet. Die Graustufe und deren Prozent wurden mittels Imagel ermittelt und auf die

entsprechende Bande der Ponceaufarbung normalisiert.

MitoM TgCatalase MitoM TgCatalase
100 1 yntere Bande
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Abbildung 14 Semi-quantitative Westernblotanalyse der Titrierbarkeit des pHBIRH- O
Vektor-Systems. Stamm mit Plasmid kodierend fir die heterologe Katalase mit 20 1
Targetingsequenz  fiir die mitochondriale  Matrix bei  unterschiedlichen n=3
Blasticidinmengen (4, 10, 20, 30, 40, 50 pug/mL). Als Negativkontrolle wurde der Stamm 0 T
mit pHBIRH-Vektor mit Luciferasegen genutzt. Die Graustufe wurde mittels Imagel 0 10 20 30 40 50
Analyse ermittelt. Bla [ug/mL]

Es konnte ein sigmoidaler Zusammenhang zwischen der Blasticidinmenge, welche fir die Selektion
genutzt wurde, und der Menge an produziertem Protein ermittelt werden. Diese Eigenschaft wurde
flr die prozessierte und unprozessierte Bande ermittelt und es wurde keine Akkumulation des

unprozessierten Proteins beobachtet.

Es wurde die titrierbare Produktion der heterologen Katalase und Katalase"®" im Cytosol, der

mitochondrialen Matrix und dem Intermembranraum des Mitochondriums in Plasmodium falciparum

erfolgreich etabliert.
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5.1.3. Lokalisation von heterologer Toxoplasma gondii Katalase und Rhodotorula gracilis

D-Aminosaureoxidase in Plasmodium falciparum

Die Lokalisation der heterologen Redoxenzyme Katalase und DAAO mit unterschiedlichen

Targetingsequenzen wurde mittels Immunofluoreszenzmikroskopie analysiert (Abbildung 15).

DAPI Mitotracker merged merged
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. . . . . ".
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H64N

MitoM Catalase

Abbildung 15 Immunofluoreszenzmikroskopie der Stdmme mit Katalase oder inaktiven Punktmutante Katalase"*N im Cytosol
oder der mitochondrialen Matrix. Die Stimme wurden mit 4 ug/mL Blasticidin selektioniert, mit Paraformaldehyd fixiert und
mit MitoTracker orange CMTM Ros, aHA Antikorper, DAPI und Alexafluor 488 Sekundarantikorper behandelt.

Die mittels Antikorperfdarbung erhaltenen Signale konnten keine eindeutige Lokalisation der
heterologen Katalase im Cytosol bzw. der mitochondrialen Matrix nachweisen. Durch sehr starke
Intensitat des MitoTracker-Signals kann von einem Durchscheinen in das aHA-Signal ausgegangen
werden. Durch die hier abgebildeten Ergebnisse konnte bisher keine Aussage Uber die Lokalisation

getroffen werden.

Die Lokalisation der heterologen DAAO im Cytosol und der mitochondrialen Matrix wurde von Eileen

Bischoff erfolgreich in allen Stadien nachgewiesen.?%®
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5.1.4. Wachstumsanalyse von Plasmodium falciparum Stammen mit heterologen Redoxenzymen

Zur Untersuchung der Relevanz von H;0; fir den Organismus Plasmodium falciparum wurden 3D7
Stimme mit heterologen Redoxenzymen in verschiedenen Kompartimenten auf ihr
Wachstumsverhalten untersucht. Hierflir wurden Stimme mit der Katalase von Toxoplasma gondii zur
Verminderung der H,0,-Mengen und Stdmme mit der DAAO von Rotodurula gracilis mit erhéhten
H,0,-Mengen auf lhr Wachstumsverhalten analysiert. Den beiden Redoxenzyme wurden im Cytosol
der Verdauungsvakuole, der mitochondrialen Matrix oder dem Intermembranraum des

Mitochondriums lokalisiert und sind mit einem 3xHA-Tag versehen.

Die Arbeitsgruppe von Dr. Tobias Dansen des University Medical Center Utrecht hat die Oxygen
consumption rate der hier genutzten DAAO und DAAOR?®A gemessen und konnte zeigen, dass die

DAAQ, nicht aber die DAAOR?®A-Mutante, aktiv und durch D-Alanin-Zugabe induzierbar ist.
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Abbildung 16 Wachstumskurven der Stimme mit heterologer Katalase (A/B rot) oder heterologer D-Aminosaureoxidase (C/D
blau) oder den Negativkontrollen KatalaseH%*N (A/B hellrot) und DAAOR285A (C/D hellblau) im Cytosol. Die Kulturen wurden an
Tag 0 auf eine Parasitdmie von 0.1 % angesetzt und unter Standardkultivierungsbedingungen kultiviert. Die Kulturen DAAO
und DAAOR285A wurden ab Tag 0 kontinuierlich mit 5 mM D-Alanin inkubiert. Der Versuch wurde jeweils bei 4 ug/mL (oben)
und 15 pg/mL (unten) Blasticidin durchgefihrt. Die Parasitamie wurde taglich mittels Giemsa-Ausstrich ermittelt. Jeder
Datenpunkt reprdsentiert die Parasitdmie von >2000 RBCs mit einer Standardabweichung von <0.1 %. Die Datenpunkte
bilden eigenstdndige Versuche ab. Der Mittelwert der Replikate wird durch das gestrichelte Symbol dargestellt. (n =2;
n = biologische Replikate).

Bei verminderten H,0,-Mengen im Cytosol wurde bei 4 pg/mL Blasticidin eine 1.16-fach erhdhte
Verdopplungszeit des Katalase-Stammes von 0.85 d verglichen mit 0.73 d fiir die Negativkontrolle der
Stamm mit inaktiver Punktmutante Katalase™®N beobachtet (Abbildung 16 A). Ebenso wurde bei
15 pg/mL Blasticidin eine Veranderung der Verdopplungszeit von 0.81 d verglichen mit 0.68 d der
Kontrollkultur Katalase"®N ermittelt (Abbildung 16 B). Hierbei handelt es sich um eine 1.18-fache
Verdopplungszeit des Katalase-Stammes. Der Anstieg der Verdopplungszeit bedeutet ein verringertes
Wachstum bei verminderten H.O0,-Mengen im Cytosol des Parasiten. Bei erhéhter H,0,-Menge im
Cytosol durch die DAAO wurde sowohl bei 4 pg/mL Blasticidin als auch bei erh6hter Menge an DAAO
bei 15 pg/mL Blasticidin eine Abnahme des Wachstums im Stamm mit der aktiven DAAO beobachtet
(Abbildung 16 C bzw. D). Hier betrugen die Verdopplungszeiten bei 4 pg/mL Blasticidin fir den DAAO-
Stamm unter Inkubation mit D-Alanin 1.10 d und fir den DAAOR?®**-Stamm 0.74 d. Ebenfalls bei
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15 pg/mL Blasticidin hatte der DAAO-Stamm eine erhdhte Verdopplungszeit von 1.31 d verglichen mit
0.79 d des DAAOR®>A.Stammes. Es handelte sich um eine Erhéhung der Verdopplungszeit um das 1.48-
bzw. 1.67-fache. Das Wachstumsverhalten der Negativkontrollen Katalase"®N und DAAOR*>* wurde

durch die veranderte Blasticidinmenge nicht beeinflusst.

Tabelle 11 Verdopplungszeiten der Stamme mit heterologer Katalase oder heterologer DAAO und den Negativkontrollen
Katalase"®*N und DAAOR?85A im Cytosol bei 4 und 15 pg/mL Blasticidin. Die Verdopplungszeiten wurden aus den in Abbildung
16 dargestellten Wachstumskurven bestimmt. Das Ergebnis der biologischen Replikate wurde gemittelt. Das Verhaltnis der
Verdopplungszeiten WT/Mut wurde angegeben.

4 pg/mL Blasticidin 15 pg/mL Blasticidin
Verdopplungszeit  Verhdltnis | Verdopplungszeit  Verhaltnis
[d] WT/Mut [d] WT/Mut
Katalase 0.85 1.16 0.81 1.18
Katalase"®N 0.73 0.68
Cyto
DAAO 1.10 1.48 1.31 1.67
DAAQR8A 0.74 0.79

Dies bedeutet, dass sowohl verminderten als auch erhohte Mengen an H;0O, im Cytosol einen
negativen Einfluss auf das Wachstumsverhalten des Parasiten hatten. Jedoch war der Effekt von

erhohten H,0,-Mengen durch heterologe DAAO schon bei 4 ug/mL Blasticidin erkennbar (Tabelle 11).



5  Ergebnisse 61

A C
DV, 4 ug/mLBla
0 10 4
Catalase DAAO
8 8 1
S
2 6 6
£
!‘I'g
e 4 4
| @
2 g 2 - 4 g
@ O A §
0e 9 é . 09 9 . .
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
B D
15 pg/mL Bla
0 10 -
8 8 1
S
2 6 6
5 o
5 4l a
E ®
a @ ©o
2 Q 2
o 8 o
06 : . . . 00 : . .
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

Tag [d] Tag [d]

Abbildung 17 Wachstumskurven der Stimme mit heterologer Katalase (A/B rot) oder heterologer D-Aminosaureoxidase (C/D
blau) oder den Negativkontrollen KatalaseH*N (A/B hellrot) und DAAOR283A (C/D hellblau) in der Verdauungsvakuole. Die
Kulturen wurden an Tag 0 auf eine Parasitamie von 0.1 % angesetzt und unter Standardkultivierungsbedingungen kultiviert.
Die Kulturen DAAO und DAAOR?35A wurden ab Tag 0 kontinuierlich mit 5 mM D-Alanin inkubiert. Der Versuch wurde jeweils
bei 4 ug/mL (oben) und 15 pg/mL (unten) Blasticidin durchgefiihrt. Die Parasitamie wurde taglich mittels Giemsa-Ausstrich
ermittelt. Jeder Datenpunkt reprasentiert die Parasitamie von > 2000 RBCs mit einer Standardabweichung von < 0.1 %. Die
Datenpunkte bilden eigenstandige Versuche ab. Der Mittelwert der Replikate wird durch das gestrichelte Symbol dargestellt.
(A/B/C: n=2; D: n =3; n = biologische Replikate).

Bei verringerter H,0>,-Menge in der Verdauungsvakuole wurde bei 4 ug/mL Blasticidin in der Kultur mit
aktiver Katalase eine Verdopplungszeit von 1.05 d ermittelt (Abbildung 17 A). Die Verdopplungszeit
der dazugehérigen Negativkontrolle Katalase"®" betrug 0.98 d. Dies entspricht einer 1.07-fachen
Anderung, demnach keinem verdndertes Wachstumsverhalten. Bei 15 pg/mL Blasticidin betrugen die
Verdopplungszeit des Katalase-Stammes 0.76 d und des Katalase™®*N-Stammes 0.84 d (Abbildung 17
B). Ebenso wurde hier kein verdndertes Wachstum bei verringerten H,0,-Mengen ermittelt (0.90-
fach). Unter beiden Bedingungen wurden &dhnliche Verdopplungszeiten bestimmt. Bei durch DAAO
erhohten H,0,-Mengen wurde bei 4 pg/mL Blasticidin eine um das 0.78-fache verringerte
Verdopplungszeit bei D-Alanin-Inkubation beobachtet (Abbildung 17 C). Die Verdopplungszeit betrug
0.79 d. Fiir die Negativkontrolle DAAOR?®* wurde eine Verdopplungszeit von 1.02 d bestimmt. Der

Stamm mit erhohten H,0,-Mengen in der Verdauungsvakuole hatte demnach im Vergleich zur
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Kontrolle ein erhohtes Wachstum nach 4 Tagen. Bei erhdohten DAAO-Mengen in der
Verdauungsvakuole bei 15 pg/mL Blasticidin wurde derselbe Trend beobachtet (Abbildung 17 D). Hier
betrugen die Verdopplungszeiten fiir den DAAO-Stamm 0.76 + 0.10 d und fiir den DAAOR?*A-Stamm
1.00+0.12 d, was einer 0.76-fachen Verdopplungszeit entspricht. Die erhdhte Blasticidinmenge,
welche fir die Selektion genutzt wurde, hatte hier keinen Einfluss auf das Wachstumsverhalten der

Stamme, welche die DAAO in der Verdauungsvakuole tragen.

Tabelle 12 Verdopplungszeiten der Stamme mit heterologer Katalase oder heterologer DAAO und den Negativkontrollen
Katalase"®4N und DAAOR28A in der Verdauungsvakuole bei 4 und 15 ug/mL Blasticidin. Die Verdopplungszeiten wurden aus
den in Abbildung 17 dargestellten Wachstumskurven bestimmt. Das Ergebnis der biologischen Replikate wurde gemittelt.
Das Verhéltnis der Verdopplungszeiten WT/Mut wurde angegeben.

4 pg/mL Blasticidin 15 pg/mL Blasticidin
Verdopplungszeit  Verhaltnis | Verdopplungszeit  Verhaltnis
[d] WT/Mut [d] WT/Mut
Katalase 1.05 1.07 0.76 0.90
DV Katalase®4N 0.98 0.84
DAAO 0.79 0.78 0.76 £0.10 0.76
DAAQR8A 1.02 1.00+0.12

Bei verringerten H,0,-Mengen in der Verdauungsvakuole wurden keine Wachstumsunterschiede
zwischen dem Katalase- und Katalase"®N-Stamm beobachtet. Erhéhte H,0,-Menge in der
Verdauungsvakuole haben einen positiven Effekt auf das Wachstum des Parasiten. Hier verringert sich

die Verdopplungszeit sowohl bei 4 pg/mL als auch bei 15 pg/mL Blasticidin (Tabelle 12).
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Abbildung 18 Wachstumskurven der Stimme mit heterologer Katalase (A/B rot) oder heterologer D-Aminosaureoxidase (C/D
blau) oder den Negativkontrollen KatalaseH*N (A/B hellrot) und DAAOR283A (C/D hellblau) in der mitochondrialen Matrix. Die
Kulturen wurden an Tag 0 auf eine Parasitdmie von 0.1 % angesetzt und unter Standardkultivierungsbedingungen kultiviert.
Die Kulturen DAAO und DAAOR?85A wurden ab Tag 0 kontinuierlich mit 5 mM D-Alanin inkubiert. Der Versuch wurde jeweils
bei 4 ug/mL (oben) und 15 pg/mL (unten) Blasticidin durchgefiihrt. Die Parasitamie wurde taglich mittels Giemsa-Ausstrich
ermittelt. Jeder Datenpunkt reprasentiert die Parasitamie von > 2000 RBCs mit einer Standardabweichung von < 0.1 %. Die
Datenpunkte bilden eigenstandige Versuche ab. Der Mittelwert der Replikate wird durch das gestrichelte Symbol dargestellt.
(n =2; n = biologische Replikate).

In der mitochondrialen Matrix wurde bei durch heterologe Katalase verringerte H,0,-Mengen eine im
Vergleich zur Negativkontrolle 0.84-fache Verdopplungszeit beobachtet. Diese betrug fir den
Katalase-Stamm 0.85 d und fiir den Katalase"®*N-Stamm 1.01 d bei 4 ug/mL Blasticidin (Abbildung 18
A). Gleiches wurde fiir die Stimme bei 15 pg/mL Blasticidin beobachtet (Katalase: 0.81 d; Katalase"®*N:
0.91 d; 0.89-fach; Abbildung 18 B). Bei erhohten H,0,-Mengen wurde der gegenteilige Effekt
beobachtet. Bei 4 ug/mL Blasticidin betrugen die Verdopplungszeit des DAAO-Stammes 1.06 d, der des
DAAOR?®AStammes 0.78d (Abbildung 18 C). Der Stamm mit erhdhten H,0,-Mengen in der
mitochondrialen Matrix hatte eine um das 1.36-fache erhohte Verdopplungszeit verglichen mit der
Negativkontrolle. Dieser Effekt wurde mit erh6hter Blasticidinmenge von 15 pg/mL weiter gesteigert

(Abbildung 18 D). Hier betrugen die Verdopplungszeiten 1.46 d fir den DAAO-Stamm und 0.83 d fiir
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den DAAOR?®*A-Stamm, was einer 1.76-fachen Verdopplungszeit entspricht. Das Wachstumsverhalten

der Negativkontrolle DAAOR?A wurde durch die veranderte Blasticidinmenge nicht beeinflusst.

Tabelle 13 Verdopplungszeiten der Stamme mit heterologer Katalase oder heterologer DAAO und den Negativkontrollen
Katalase"®*N und DAAOR285A in der mitochondrialen Matrix bei 4 und 15 pg/mL Blasticidin. Die Verdopplungszeiten wurden
aus den in Abbildung 18 dargestellten Wachstumskurven bestimmt. Das Ergebnis der biologischen Replikate wurde gemittelt.
Das Verhéltnis der Verdopplungszeiten WT/Mut wurde angegeben.

4 pg/mL Blasticidin 15 pg/mL Blasticidin
Verdopplungszeit  Verhéltnis | Verdopplungszeit  Verhaltnis
[d] WT/Mut [d] WT/Mut
Katalase 0.85 0.84 0.81 0.89
) Katalase"®*N 1.01 0.91
MitoM
DAAO 1.06 1.36 1.46 1.76
DAAQR8A 0.78 0.83

Verringerte H,0,-Mengen in der mitochondrialen Matrix erzeugen eine leicht erniedrigte
Verdopplungszeit sowohl bei 4 pg/mL als auch bei 15 pg/mL Blasticidin. Dies entspricht einem
gesteigerten Wachstum im Katalase-Stamm verglichen mit dem Katalase"®*N-Stamm. Hingegen haben
erhohte H,0,-Mengen in der mitochondrialen Matrix einen negativen Einfluss auf das Wachstum des

Parasiten (Tabelle 13).
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Abbildung 19 Wachstumskurven der Stimme mit heterologer Katalase (A/B rot) oder heterologer D-Aminosaureoxidase (C/D
blau) oder den Negativkontrollen Katalase"®*N (A/B hellrot) und DAAOR285A (C/D hellblau) im Intermembranraum des
Mitochondriums. Die Kulturen wurden an Tag O auf eine Parasitimie von 0.1% angesetzt und unter
Standardkultivierungsbedingungen kultiviert. Die Kulturen DAAO und DAAOR285A wurden ab Tag O kontinuierlich mit 5 mM
D-Alanin inkubiert. Der Versuch wurde jeweils bei 4 pg/mL (oben) und 15 pg/mL (unten) Blasticidin durchgefihrt. Die
Parasitamie wurde taglich mittels Giemsa-Ausstrich ermittelt. Jeder Datenpunkt reprasentiert die Parasitamie von > 2000
RBCs mit einer Standardabweichung von < 0.1 %. Die Datenpunkte bilden eigenstandige Versuche ab. Der Mittelwert der
Replikate wird durch das gestrichelte Symbol dargestellt. (n = 2; n = biologische Replikate).

Die Stamme mit den heterologen Redoxenzymen im Intermembranraum des Mitochondriums wurden
ebenfalls auf ihr Wachstumsverhalten untersucht. Der Stamm mit verringerten H.O,-Mengen bei
4 pg/mL Blasticidin zeigte in den zwei durchgefiihrten Versuchen kein eindeutiges Ergebnis (Abbildung
19 A). Die Verdopplungszeit des Katalase-Stammes betrug im Mittel 0.91 d, jedoch unterschieden sich
die Verdopplungszeiten der Einzelmessungen des Kontrollstammes Katalase"®*N zwischen 1.81 d und
0.89 d. Das Mittel von 1.35 d spiegelt demnach vermutlich nicht das korrekte Ergebnis wider. Wenn
nur der Versuch mit der Verdopplungszeit 0.89 d betrachtet wird, konnte kein verandertes
Wachstumsverhalten zwischen dem Katalase- und Katalase"®N-Stamm beobachtet werden (1.02-
fach). Verglichen mit den Verdopplungszeiten der Katalase-Stimme mit zum Beispiel cytosolischer
Lokalisation oder Lokalisation in der Verdauungsvakuole und der mitochondrialen Matrix

unterscheidet sich das Wachstum des hier dargestellten Stammes mit Katalase im Intermembranraum
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des Mitochondriums nicht. Ebenso wurde bei gesteigerter Blasticidinmenge von 15 ug/mL keine
Abweichung in der Verdopplungszeit zwischen dem Katalase- und Katalase"®*N-Stammes beobachtet
(Abbildung 19 B). Der Katalase-Stamm besall eine 0.96-fache Verdopplungszeit. Die
Verdopplungszeiten betrugen fiir den Katalase-Stamm 0.86 d und fiir den Katalase"®*N-Stamm 0.89 d.
Bei erhéhten H,0,-Mengen im Intermembranraum des Mitochondriums wurde bei 4 pug/mL Blasticidin
ebenfalls keine veranderte Verdopplungszeit beobachtet (DAAO: 0.86 d; DAAOR?A: 0.89 d; 0.99-fach;
Abbildung 19 C). Bei 15 pg/mL Blasticidin wurde ein Anstieg der Verdopplungszeit um das 1.19-fache
beobachtet (Abbildung 19 D). Die Verdopplungszeiten betrugen fiir den DAAO-Stamm 0.99 d und fur
den DAAOR®A- Stamm 0.83 d.

Tabelle 14 Verdopplungszeiten der Stamme mit heterologer Katalase oder heterologer DAAO und den Negativkontrollen
Katalase"®4N und DAAOR28A in der mitochondrialen Matrix bei 4 und 15 pg/mL Blasticidin. Die Verdopplungszeiten wurden
aus den in Abbildung 19 dargestellten Wachstumskurven bestimmt. Das Ergebnis der biologischen Replikate wurde gemittelt.
Das Verhiltnis der Verdopplungszeiten WT/Mut wurde angegeben.

4 pg/mL Blasticidin 15 pg/mL Blasticidin
Verdopplungszeit  Verhaltnis | Verdopplungszeit  Verhaltnis
[d] WT/Mut [d] WT/Mut
Katalase 0.91 0.67 0.86 0.96
IMS Katalase!®N (1.35) (1.02) 0.89
DAAO 0.75 0.99 0.99 1.19
DAAQRZ8A 0.75 0.83

Bei veranderten H,0,-Mengen im Intermembranraum des Mitochondriums wurde nur bei erhéhten
H,0,-Mengen (15 pug/mL Blasticidin) ein Einfluss auf das Wachstum beobachtet. Hier wurde ein

verringertes Wachstum des DAAO-Stammes verglichen mit der Kontrolle beobachtet (Tabelle 14).
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5.1.5. ICso-Analysen von Plasmodium falciparum Stammen mit heterologen Redoxenzymen

Zur Analyse der Plasmodium falciparum 3D7 Stamme mit heterologer Toxoplasma gondii Katalase und
Rotodurula  gracilis  D-Aminosdureoxidase  wurden ICs;-Messungen mit  verschiedenen
Antimalariamitteln durchgefiihrt. Hierbei wurde getestet, ob diese liber H,0, wirken. Ebenfalls wurde
die Kompartimentspezifitat untersucht. Der ICso-Wert wurde mit der jeweiligen Negativkontrolle, den

Stammen mit identischer Lokalisation der inaktiven Punktmutante, verglichen.

Zuerst wurde das erstellte System mit bekannten redoxaktiven Substanzen getestet, welche lber eine
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies, wie H,0, und Oz ~, wirken. Paraquat kann zum
Paraquatradikal reduziert werden, welches anschlieBend O, zum O; ~ reduziert, welches zu H,0;
reagieren kann.?® Als zusatzliche Positivkontrolle wurde Menadion getestet. Hier konnte kein Effekt

beobachtet werden, weshalb die Daten im Anhang abgebildet sind (Abbildung 41, Tabelle 27).

Zudem wurde das Antimalariamittel Artesunat untersucht. Artesunat ist ein Artemisinin-Derivat,
welches durch die Eisen-vermittelte Offnung der Endoperoxidbriicke aktiviert wird. Das entstehende
Radikal kann Proteine und Lipide schidigen.” Zusatzlich wurde Chloroquin untersucht, welches die
Detoxifizierung von redox-aktivem Ham zu Hamozoin inhibiert. Hierbei kommt es zur Akkumulation
des reaktiven Ham-Fe?*, welches mit O, reagieren und Oy ~, H,0, und OH" erzeugen kann.>® Das
Antimalariamittel Atovaquon inhibiert den Cytochrom bci-Komplex des Elektronentransports der
Atmungskette.!?® Zudem wurde die Substanz Methylenblau untersucht. Diese Substanz wurde als
potentielles Antimalariamittel getestet und hatte eine effektive Wirkweise.?’® Methylenblau
beeinflusst den Glutathionmetabolismus in vitro durch die Inhibition der Glutathionreduktase und
Glutathion wird scheinbar direkt ohne vorherige Produktion von H,0, oxidiert.?’>?’! Zudem hat
Methylenblau eine Rolle als Redoxzyklussubstrat bei der Wechselwirkung mit der Hamgruppe von

Himozoin.?”?

Zur Untersuchung des Einflusses von H,0, wurden die Plasmodien-Stamme, mit Plasmid kodierend fiir
die heterologe Katalase oder DAAO im Cytosol, der Verdauungsvakuole, der mitochondrialen Matrix
oder dem Intermembranraum des Mitochondriums mit 3xHA-Tag genutzt. Bei den Messungen der
Stimme mit heterologer Katalase wurden die ICso-Werte der Katalase- und Katalase"®"N-Stimme im
gleichen Kompartiment verglichen. Bei den Messungen mit heterologer DAAO wurde neben den DAAO
und DAAORPA |Cso-Werten ebenfalls Werte der jeweiligen Stimme ohne Zugabe von D-Alanin

bestimmt.

Alle Messungen wurden mit 4 ug/mL und 15 pg/mL Blasticidin zur Selektion durchgefuhrt. Es wurden

ICso-Werte fiir Paraquat, Artesunat, Chloroquin, Atovaquon und Methylenblau bestimmt.
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5.1.5.1. ICso-Analysen von Plasmodium falciparum Stammen mit cytosolischen heterologen

Redoxenzymen
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Abbildung 20 ICso-Messungen der Stamme mit heterologer cytosolischer Katalase oder Mutante Katalase"®*N mit den
Substanzen Paraquat (A grau), Artesunat (B rot/orange), Chloroquin (C griin), Atovaquon (D lila) und Methylenblau (E blau).
Alle Messungen wurden bei 4 und 15 pg/mL Blasticidin zur Selektion durchgefiihrt. Fir die Messungen wurden asynchrone
Parasitenkulturen in 96-Wellplatten genutzt. Die Kulturen wurden bei einer Anfangsparasitdmie von 0.5% 72 h bei
Standardkultivierungsbedingungen kultiviert. Das Wachstum wurde tGber Messung der DNA mittels SYBRgreen | bestimmt
(100 % Wachstum entspricht einer Kultur ohne Zugabe von Substanz). (n =y * z; y = biologisches Replikat; z = technisches
Replikat; Statistik (t-Test): *: P < 0.05, **: P <0.01, ***: P <0.001).

Fir den Stamm mit heterologer cytosolischer Katalase wurde fiir Paraquat (Abbildung 20 A) bei
4 pg/mL Blasticidin ein ICsp-Wert von 158 + 60 uM und 192 + 89 uM fiir den Katalase"®*N-Stamm
ermittelt. Bei 15 pg/mL Blasticidin betrug der Wert fiir den Katalase"®*N-Stamm 138 + 25 uM und fuir
den Katalase-Stamm 61 £ 28 uM. Es war zu beobachten, dass der ICso-Wert des Stammes mit aktiver
Katalase niedriger war als der des Stammes mit inaktiver Katalase"®V, was bedeutet, dass der Stamm
mit aktiver Katalase bei 15 pug/mL Blasticidin sensitiver gegenliber Paraquat ist. Der Unterschied

zwischen diesen beiden ICso-Werten bei 15 pg/mL Blasticidin war statistisch signifikant (P = 0.002).

Fur Artesunat (Abbildung 20 B) wurde bei 4 ug/mL Blasticidin ein signifikanter Unterschied zwischen
dem ICso-Wert des Katalase- und des Katalase"®*N-Stammes ermittelt (P = 0.025). Die ICso-Werte

betrugen 5.6 + 0.7 nM und 9.7 + 1.9 nM fiir Katalase und Katalase"®*N, Bei 15 ug/mL Blasticidin konnte
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kein signifikanter Unterschied zwischen den ICso-Werten des Katalase- und KatalaseM®*N-Stammes

beobachtet werden (Katalase: 5.1 + 1.0 nM; Katalase"®": 5.7 + 1.3 nM).

Fir Chloroquin (Abbildung 20 C) betrug der ICso-Wert fiir den Katalase-Stamm 9.1 £ 1.5 nM und fur
den Katalase"®*N-Stamm 12.4 + 2.8 nM bei 4 pg/mL Blasticidin und 7.4 + 0.5 nM und 8.7 + 0.6 nM bei
15 pug/mL Blasticidin. Bei der hoheren Blasticidinmenge wurde ein signifikanter Unterschied

beobachtet (P = 0.045).

Fir Atovaquon (Abbildung 20 D) betrugen die Werte bei 4 ug/mL Blasticidin 6.0+ 2.6 nM und
7.8+ 2.2 nM. Es wurde ein Unterschied von einer GroRenordnung zwischen den ICso-Werten fiir
Atovaquon bei 4 pg/mL und 15 pg/mL Blasticidin (Katalase: 0.7 + 0.5 nM; Katalase"®*N: 0.5 + 0.3 nM)

beobachtet.

Fir Methylenblau (Abbildung 20 E) wurde mit 4 pg/mL Blasticidin ein signifikanter Unterschied
zwischen dem ICs-Wert des Katalase-Stammes und des Katalase"®*N-Stammes beobachtet (Katalase:
9.8 + 1.5 nM; Katalase"®*": 16.0 + 3.5 nM; P = 0.017). Bei 15 pug/mL Blasticidin wurde fiir Methylenblau
ein I1Cso-Wert von 12.5+4.2 nM fir den Katalase- und 14.5+ 1.2 nM fur den Katalase"®*N-Stamm

ermittelt.

Tabelle 15 Gemessene [Cso-Werte der Plasmodium falciparum Stamme mit heterologer Katalase oder inaktiven
Punktmutante Katalase"®*N im Cytosol.

Cyto 4 pg/mL Blasticidin 15 pg/mL Blasticidin
Katalase Katalase"e*N Katalase Katalaset®N
Paraquat [uM] 158 £+ 60 192 £ 89 61+28 138 £ 25
Artesunat [nM] 56+0.7 9.7+19 51+1.0 57+13
Chloroquin [nM] 9.1+15 12.4+2.8 7.4+0.5 8.7+0.6
Atovaquon [nM] 6.0+2.6 7.8+2.2 0.7+0.5 0.5+0.3
Methylenblau [nM] 9.8+1.5 16.0£35 12.51+4.2 14523

Alle Unterschiede zeigen, dass der Stamm mit verringerten H,0,-Mengen im Cytosol tendenziell leicht
sensitiver gegeniiber der jeweiligen Substanz war als die Negativkontrolle. Signifikante Unterschiede
wurden hier mit Paraquat, Artesunat, Chloroquin und Methylenblau erzielt. Eine Anomalie wurde bei
Atovaquon zwischen den ICso-Werten bei 4 und 15 pg/mL Blasticidin beobachtet. Hier wurde ein
groRRer Unterschied zwischen den Messungen, jedoch nicht zwischen der aktiven und inaktiven DAAO

ermittelt. Generell wurden nur geringe, bzw. keine Effekte beobachtet (Tabelle 15).
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Abbildung 21 ICso-Messungen der Stamme mit heterologer cytosolischer DAAO oder Mutante DAAOR285A mit den Substanzen
Paraquat (A grau)?%8, Artesunat (B rot/orange), Chloroquin (C griin), Atovaquon (D lila) und Methylenblau (E blau). Alle
Messungen wurden mit (ausgefillte Balken) und ohne (gestreifte Balken) 5 mM D-Alanin und bei entweder 4 oder 15 pg/mL
Blasticidin zur Selektion durchgefiihrt. Fiir die Messungen wurden asynchrone Parasitenkulturen in 96-Wellplatten genutzt.
Die Kulturen wurden bei einer Anfangsparasitimie von 0.5 % 72 h bei Standardkultivierungsbedingungen kultiviert. Das
Wachstum wurde lber Messung der DNA mittels SYBRgreen | bestimmt (100 % Wachstum entspricht einer Kultur ohne
Zugabe von Substanz). (n =y; y = biologisches Replikat; technisches Replikat (z): mit D-Ala: z = 4; ohne D-Ala: z = 2; Statistik
(One Way ANOVA Holm-Sidak Methode): *: P <0.05, **: P <0.01, ***: P <0.001).

Ebenfalls wurden ICso-Messungen mit den Stdmmen mit heterologer DAAO im Cytosol ermittelt. Hier
wurden neben der inaktiven Punktmutante DAAOR®>A 3ls Negativkontrolle Messungen mit (DAAO*)

und ohne (DAAO™) 5 mM D-Alanin durchgefihrt.

Die Ermittlung des ICso-Wertes flr Paraquat mit heterologer cytosolischer DAAO wurde von Eileen
Bischoff durchfiihrt.?®® Die Daten wurden hier neu ausgewertet und zur Vollstindigkeit nochmals

beschrieben.

Mit Paraquat (Abbildung 21 A) wurde bei 4 ug/mL Blasticidin ein signifikanter Unterschied zwischen
DAAO* und DAAO™ beobachtet (P = 0.038). Hier waren die 1Cso-Werte 103 + 22 uM fiir den DAAO*-
Stamm und 140 % 14 uM fiur den DAAO™-Stamm. Die ICso-Werte mit dem Stamm der inaktiven Mutante
DAAOR?A waren bei gleicher Blasticidinmenge geringer und betrugen 77 =5 uM fiir den DAAQR?E5A*.

Stamm mit D-Alanin und 75 + 5 pM fir den DAAOR®>A~_Stamm ohne D-Alanin. Es wurde bei hdherer
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Blasticidinmenge von 15 pg/mL kein signifikanter Unterschied zwischen den ICso-Werten des DAAO*-
und DAAO -Stammes ermittelt (DAAO*: 160 £ 36 uM; DAAO™: 151 + 21 uM). Die ICso-Werte der
Negativkontrolle dem inaktiven DAAOR?A-Stamm betrugen 121 + 9 uM mit und 125 + 8 uM ohne

D-Aminosaure.

Flr Artesunat (Abbildung 21 B) betrugen die ICso-Werte 6.1 £ 0.6 nM mit dem DAAO*-Stamm und
6.7 £ 2.1 nM mit DAAO™ bei 4 ug/mL Blasticidin. Bei gleicher Blasticidinmenge betrugen die ICso-Werte
fir den Stamm mit der inaktiven Punktmutante 6.2 + 0.9 nM fiir DAAOR?®*** und 5.6 + 1.3 nM fir
DAAOR®A Fiir diese Bedingungen wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den ICso-
Werten mit und ohne D-Alanin ermittelt. Bei 15 pg/mL Blasticidin betrugen die Werte 6.0 £ 0.5 nM fir

DAAO*, 6.2 £ 0.2 nM fiir DAAO™, 7.0 £ 1.3 nM fiir DAAOR®* und 5.2 + 0.7 nM fiir DAAQR®5A~,

Ebenfalls wurde kein signifikanter Unterschied der ICso-Werte fiir den Stamm mit heterologer aktiver
DAAO im Cytosol fir Chloroquin (Abbildung 21 C) ermittelt. Die Werte bei 4 ug/mL Blasticidin betrugen
11.3 £ 1.0 nM fiir DAAO* und 10.4 + 0.5 nM fiir DAAO™. Fiir den Stamm mit inaktiver Mutante wurden
Werte von 8.7 +1.6 nM fiir DAAOR®A* und 10.2 + 1.1 nM fur DAAOR?®A~ ermittelt. Bei 15 pg/mL
Blasticidin wurden ebenfalls keine Unterschiede ermittelt (DAAO*: 11.3+1.5nM; DAAO™:
12.3 + 3.9 nM; DAAOR®>A*: 9 6 + 1.0 nM; DAAOR?°A~: 9.2 + 2.2 nM).

Mit den heterologen DAAO-Stammen war mit Atovaquon (Abbildung 21 D) der gegenteilige Effekt wie
bei den Katalase-Staimmen zu erkennen. Hier war der generelle ICso-Wert der 4 pg/mL Blasticidin-
Messungen verglichen mit den 15 pg/mL Blasticidin-Messungen geringer. Bei 4 pug/mL Blasticidin
betrugen sie: 2.4+ 1.4nM fir DAAO*, 2.2+1.0nM fir DAAO-, 3.1+ 1.7 nM fiir DAAOR?®A* ynd
4.4 + 3.7 nM fur DAAOR®>A Bei 15 ug/mL Blasticidin war ein Unterschied zwischen den ICso-Werten
mit dem Stamm mit aktiver heterologer DAAO und dem Stamm mit inaktiver Punktmutante zu
erkennen. Der Stamm mit DAAO war mit und ohne Zugabe von D-Alanin sensitiver gegeniiber
Atovaquon als der DAAOR®>A-Stamm. Die ICso-Werte fiir den DAAO-Stamm betrugen 7.2 + 1.2 nM fir
DAAO* und 7.0 £ 2.1 nM fiir DAAO". Fiir den Stamm mit inaktivem Enzym wurden 11.8 + 1.7 nM fiir
DAAOR®A* ynd 12.2 + 2.5 nM fiir DAAOR®>A ermittelt. Innerhalb des gleichen Stammes wurde kein

Unterschied zwischen den Messungen mit und ohne D-Aminosaure beobachtet.

Fur die Substanz Methylenblau (Abbildung 21 E) wurden bei 15 pug/mL Blasticidin 1Cso-Werte von
6.4+ 0.1 nM fiir DAAO*, 6.6 + 0.3 nM fiir DAAO", 6.2 £ 0.1 nM fiir DAAOR?®#*A* und 6.4 + 0.1 nM fir
DAAOR?®A- hestimmt. Hier wurden keine Unterschiede zwischen den ICso-Werten beobachtet. Bei der
geringeren Menge von 4 pg/mL Blasticidin wurde ein Unterschied zwischen dem ICso-Wert von DAAO™
und den anderen ICso-Werten beobachtet. Der Stamm mit aktiver DAAO ohne D-Alanin war weniger
sensitiv gegenliber Methylenblau. Der Wert fir DAAO™ betrug 12.1 + 2.5 nM und war héher als die
Werte fir DAAO* 8.4 + 1.0 nM, DAAOR?®A* 6.6 + 0.1 nM und DAAOR?8>A- 8.1 + 1.2 nM. Der beobachtete
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Unterschied war jedoch nicht signifikant. Bei 15 pg/mL Blasticidin wurde kein Unterschied zwischen
den ICso-Werten beobachtet (DAAO*: 6.4 + 0.1 nM; DAAO™: 6.6 = 0.3 nM; DAAOR?%A*: 6.2 + 0.1 nM;
DAAOR®A™: 6.4 £ 0.1 nM).

Tabelle 16 Gemessene ICso-Werte der Plasmodium falciparum Stamme mit heterologer D-Aminosdureoxidase (DAAO) oder

inaktiver Punktmutante DAAOR285A im Cytosol.

Cyto 4 pg/mL Blasticidin

DAAO* DAAO™ DAAQR28A+ DAAQR28A
Paraquat [pM]?%8 103 £ 22 140+ 14 77 5 755
Artesunat [nM] 6.1+0.6 6.7+2.1 6.2+0.9 5.6+1.3
Chloroquin [nM] 11.3+1.0 104 +0.5 87116 10.2+1.1
Atovaquon [nM] 24114 22+1.0 31+1.7 44+3.7
Methylenblau [nM] 8.4+1.0 12.1+25 6.6+0.1 8.1+1.2

15 pg/mL Blasticidin

DAAO* DAAO™ DAAQR2EA+ DAAQR?8A
Paraquat [M]268 160 + 36 151 +21 121+9 125+ 8
Artesunat [nM] 6.0+0.5 6.2+0.2 70+1.3 5.2+0.7
Chloroquin [nM] 11.3+15 12.3+39 9.6+1.0 9.2+2.2
Atovaquon [nM] 7.2+1.2 7.0+2.1 11.8+1.7 12.2+25
Methylenblau [nM] 6.4+0.1 6.6+0.3 6.210.1 6.4+0.1

Mit erhohter H,0,-Menge im Cytosol wurden keine Unterschiede in der Sensitivitdt gegeniiber den
Substanzen Artesunat, Chloroquin, Atovaquon und Methylenblau ermittelt. Fir die Positivkontrolle
Paraquat wurde bei 4 pg/mL Blasticidin ein geringer Effekt durch Zugabe von D-Alanin beobachtet, was

auf eine H,0,-abhangige Wirkweise hinweisen kénnte (Tabelle 16).
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5.1.5.2. ICso-Analysen von Plasmodium falciparum Stammen mit heterologen Redoxenzymen in der

Verdauungsvakuole
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Abbildung 22 ICso-Messungen der Stamme mit heterologer Katalase oder Mutante Katalase"®*N in der Verdauungsvakuole
mit den Substanzen Paraquat (A grau), Artesunat (B rot/orange), Chloroquin (C griin), Atovaquon (D lila) und Methylenblau
(E blau). Alle Messungen wurden bei 4 und 15 pg/mL Blasticidin zur Selektion durchgefiihrt. Fiir die Messungen wurden
asynchrone Parasitenkulturen in 96-Wellplatten genutzt. Die Kulturen wurden bei einer Anfangsparasitamie von 0.5 % 72 h
bei Standardkultivierungsbedingungen kultiviert. Das Wachstum wurde tiber Messung der DNA mittels SYBRgreen | bestimmt
(100 % Wachstum entspricht einer Kultur ohne Zugabe von Substanz). (n =y * z; y = biologisches Replikat; z = technisches
Replikat; Statistik (t-Test): *: P < 0.05, **: P <0.01, ***: P <0.001).

Fir den Stamm mit heterologer Katalase in der Verdauungsvakuole von Plasmodium falciparum
wurden die ICso-Werte fir Paraquat, Artesunat, Chloroquin, Atovaquon und Methylenblau untersucht.

H64N

Als Negativkontrolle wurde ein Stamm mit inaktiver Mutante Katalase™**" genutzt.

Mit Paraquat (Abbildung 22 A) wurde bei 4 pg/mL Blasticidin ein ICso-Wert von 323 + 257 uM fir den
Katalase-Stamm und 247 + 88 uM fiir den Katalase"®"-Stamm ermittelt. Hier war der Stamm mit
aktiver Katalase weniger sensitiv gegeniiber Paraquat als die Negativkontrolle Katalase"®*N, Dieser
Unterschied war jedoch nicht signifikant. Bei 15 pg/mL Blasticidin war der Katalase-Stamm sensitiver.

Die ICso-Werte betrugen 105 + 47 uM fir Katalase und 141 + 40 uM fiir Katalase"®",

Fir die Messungen mit Artesunat (Abbildung 22 B) wurden keine Unterschiede zwischen dem ICso-

Wert des Katalase- und des Katalase"®*N-Stammes mit Lokalisation in der Verdauungsvakuole ermittelt.



74

Die Werte betrugen bei 4 ug/mL Blasticidin 5.9 + 1.0 nM fir den Katalase- und 5.7 £ 0.9 nM fir den
Katalase"®*N-Stamm. Bei 15 pg/mL Blasticidin wurden 3.0 +0.2 nM fiir den Katalase-Stamm und

3.3+ 0.6 nM fir Katalase"®*N bestimmt.

Fur Chloroquin (Abbildung 22 C) wurde bei 4 pg/mL Blasticidin ein nicht signifikanter Unterschied
zwischen dem ICso-Wert des Katalase- und Katalase"®N-Stammes beobachtet. Hier war, wie auch bei
Paraquat, der Stamm mit aktiver Katalase weniger sensitiv gegenliber Chloroquin als der Stamm mit
der inaktiven Punktmutante Katalase"®*N (Katalase: 14.3 + 4.2 nM; Katalase"®*N: 11.0 + 1.3 nM). Bei
15 pg/mL Blasticidin war jedoch der gegenteilige Effekt zu beobachten. Hier wurde ein signifikanter
Unterschied zwischen dem 1Cso-Wert des Katalase-Stammes von 8.5 + 0.8 nM und des Katalase"®*"-

Stammes von 10.3 + 0.7 nM ermittelt (P = 0.043). Der Stamm mit aktiver Katalase war sensitiver als die

Negativkontrolle.

Die 1Cso-Werte von Atovaquon (Abbildung 22 D) unterschieden sich innerhalb einer Blasticidinmenge
nur gering, jedoch war zwischen 4 und 15 pg/mL Blasticidin ebenfalls ein Unterschied von einer
GroRenordnung zu erkennen. Die Werte bei 4 pg/mL Blasticidin betrugen 5.4 +1.8 nM flr den
Katalase-Stamm und 5.0+ 1.8 nM fiir den Katalase™*N-Stamm. Bei 15 pg/mL Blasticidin wurde
ebenfalls kein Unterschied zwischen dem ICso-Wert des Katalase- (0.7 £ 0.4 nM) und Katalase"-

Stamm (0.5 £ 0.2 nM) beobachtet.

Bei den ICs;-Werten fiir Methylenblau (Abbildung 22 E) wurde kein Unterschied zwischen dem
Katalase- und Katalase"®*N-Stamm ermittelt. Die Werte betrugen 11.8 + 2.8 nM fiir den Katalase- und
12.3 + 4.1 nM fiir den Katalase™®*N-Stamm bei 4 pg/mL Blasticidin und 13.3 + 2.2 nM fiir den Katalase-

Stamm und 13.7 + 3.7 nM fir den Katalase"®*N-Stamm bei 15 pg/mL Blasticidin.

Tabelle 17 Gemessene ICso-Werte der Plasmodium falciparum Stamme mit heterologer Katalase oder inaktiver Punktmutante
Katalase"®*N in der Verdauungsvakuole.

DV 4 pg/mL Blasticidin 15 pg/mL Blasticidin
Katalase Katalase"®*N Katalase Katalase"®N
Paraquat [uM] 323 + 257 247 + 88 105 + 47 141 +40
Artesunat [nM] 59+1.0 5.7+0.9 3.0+£0.2 3.3£0.6
Chloroquin [nM] 14.3+4.2 11.0+1.3 8.5+0.8 10.3+0.7
Atovaquon [nM] 54+1.38 50+1.8 0.7+04 0.5+0.2
Methylenblau [nM] 11.8+2.8 12.3+4.1 13.3+2.2 13.7+3.7

Bei verringerter H,0,-Menge in der Verdauungsvakuole wurde nur bei der Substanz Chloroquin ein
signifikanter Unterschied in den ICso-Werten beobachtet. Der Stamm mit aktiver Katalase war

signifikant sensitiver als die Negativkontrolle (Tabelle 17).
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Abbildung 23 ICso-Messungen der Stamme mit heterologer DAAO oder Mutante DAAOR285A in der Verdauungsvakuole mit
den Substanzen Paraquat (A grau), Artesunat (B rot/orange), Chloroquin (C griin), Atovaquon (D lila) und Methylenblau (E
blau). Alle Messungen wurden mit (ausgefiillte Balken) und ohne (gestreifte Balken) 5 mM D-Alanin und bei entweder 4 oder
15 pg/mL Blasticidin zur Selektion durchgefiihrt. Flr die Messungen wurden asynchrone Parasitenkulturen in 96-Wellplatten
genutzt. Die Kulturen wurden bei einer Anfangsparasitamie von 0.5 % 72 h bei Standardkultivierungsbedingungen kultiviert.
Das Wachstum wurde tber Messung der DNA mittels SYBRgreen | bestimmt (100 % Wachstum entspricht einer Kultur ohne
Zugabe von Substanz). (n =y; y = biologisches Replikat; technisches Replikat (z): mit D-Ala: z = 4; ohne D-Ala: z = 2; Statistik
(One Way ANOVA Holm-Sidak Methode): *: P <0.05, **: P <0.01, ***: P <0.001).

Die ICso-Werte von Paraquat und den Antimalariamitteln wurden auch mit dem Stamm mit heterologer

DAAO in der Verdauungsvakuole ermittelt.

Fur Paraquat (Abbildung 23 A) war bei 4 pg/mL Blasticidin ein Unterschied zwischen den I1Cso-Werten
des DAAO- und DAAOR®>A-Stammes mit und ohne D-Alanin zu erkennen. Die Werte fiir den Stamm mit
aktiver DAAO betrugen fiir DAAO* 147 +23 uM und fir DAAO™ 154 + 18 uM. Hier wurde kein
signifikanter Unterschied zwischen den ICso-Werten von DAAO* und DAAO™ beobachtet. Generell war
der Stamm mit inaktiver DAAO®®>A mit und ohne Zugabe von D-Alanin sensitiver gegeniiber Paraquat
als der Stamm mit aktiver DAAO. Fiir DAAOR®*A* wurde ein 1Cso-Wert von 76 £ 18 uM und fiir
DAAOR?A~ yon 81 + 11 uM ermittelt. Bei hdherer Blasticidinmenge von 15 pg/mL Blasticidin wurde
derselbe Effekt beobachtet. Der Stamm mit aktiver DAAO war weniger sensitiv gegenliber Paraquat

als der Stamm mit inaktiver DAAOR?®A, Hier betrugen die ICso-Werte 161 +24 uM fiir DAAO,
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159 + 45 uM fiir DAAO™, 79 + 7 uM fiir DAAOR®A* ynd 80 + 10 uM fiir DAAOR?®A~, Innerhalb eines

Stammes wurden keine Unterschiede zwischen dem ICso-Wert mit und ohne D-Alanin beobachtet.

Flr Artesunat (Abbildung 23 B) wurde bei beiden Blasticidinmengen sowohl innerhalb eines Stammes
als auch zwischen den ICso-Werten des Stammes mit DAAO und DAAOR® kein signifikanter
Unterschied beobachtet (4 ug/mL Blasticidin: DAAO*: 5.0 + 1.0 nM, DAAO™: 5.0 + 2.7 nM, DAAQR?A*;
5.3+0.7nM, DAAOR®A~: 47+15nM; 15ug/mL Blasticidin: DAAO*: 6.4+1.7nM, DAAO":
5.2 + 1.6 nM, DAAOR?8A*: 5.7 + 1.5 nM, DAAOR?®A™: 4.4 + 0.8 nM). Jedoch ist bei 15 pg/mL Blasticidin
zu erkennen, dass sowohl der ICso-Wert des DAAO-Stammes als auch der des DAAOR?®*A-Stammes
unter Zugabe von D-Alanin, verglichen mit den Messungen ohne Zugabe, etwas hoher war, jedoch war

dieser Unterschied nicht signifikant.

Fir Chloroquin (Abbildung 23 C) wurden ICso-Werte von 11.4 + 0.3 nM fiir DAAO*, 12.6 £ 2.6 nM fir
DAAQT, 13.0 + 2.6 nM fir DAAOR®A* und 9.9 + 1.0 nM fiir DAAOR®A~ hej 4 pg/mL Blasticidin ermittelt.
Hier wurde kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den ICs-Werten beobachtet. Bei
15 pg/mL Blasticidin wurde ebenfalls kein signifikanter Unterschied ermittelt (DAAO*: 12.6 + 3.2 nM;
DAAO™: 12.0 + 3.4 nM; DAAOR®A*: 12.4 + 3.6 nM; DAAOR®>*: 11.1 + 4.3 nM).

Fur das Antimalariamittel Atovaquon (Abbildung 23 D) wurde bei 4 pg/mL Blasticidin Unterschied in
den ICso-Werten des DAAO- und DAAOR®*A-Stammes beobachtet. Hier betrugen die Werte
11.4 + 2.0 nM fiir DAAO", 12.8 + 3.1 nM fiir DAAO", 26.1 + 4.9 nM fir DAAOR?®>** und 20.8 + 0.6 nM fiir
DAAQR?A- Der Stamm mit aktiver DAAO war bei 4 pg/mL Blasticidin sowohl mit als auch ohne
D-Alanin-Zugabe sensitiver gegeniliber Atovaquon. Innerhalb desselben Stammes wurden keine
signifikanten Unterschiede in den ICso-Werten mit und ohne D-Alanin beobachtet. Bei 15 pg/mL
Blasticidin wurde zwischen DAAO" mit einem ICso-Wert von 15.6+2.5nM und DAAO™ mit
149+ 4.6 nM kein Unterschied ermittelt. Zwischen den ICso-Werten des Stammes mit inaktiver
Mutante DAAOR®* mit und ohne Zugabe von D-Aminosiure wurde jedoch ein signifikanter
Unterschied beobachtet (P = 0.027). Der Stamm war ohne Zugabe von D-Alanin sensitiver gegeniber

Atovaquon. Die ICso-Werte betrugen 11.9 + 1.2 nM fiir DAAOR?®*A* und 21.3 + 2.5 nM fiir DAAQR?A-,

Fir Methylenblau (Abbildung 23 E) wurden sowohl bei 4 ug/mL Blasticidin als auch bei 15 pg/mL
Blasticidin keine Unterschiede in den ICso-Werten ermittelt (4 pg/mL Blasticidin: DAAO*: 7.2 £ 1.4 nM,
DAAO™: 7.2 £ 1.0 nM, DAAOR?#A*: 6.9 + 0.8 nM, DAAOR?#A~: 7.3 + 1.2 nM; 15 pg/mL Blasticidin: DAAO*:
9.4 + 4.4 nM, DAAO™: 6.7 + 0.4 nM, DAAOR?®A*: 5.8 + 0.9 nM, DAAOR?>4~: 6.1 + 0.4 nM).
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Tabelle 18 Gemessene ICso-Werte der Plasmodium falciparum Stamme mit heterologer D-Aminosaureoxidase (DAAO) oder

inaktiver Punktmutante DAAQOR285A in der Verdauungsvakuole.

DV 4 pg/mL Blasticidin

DAAO* DAAO~ DAAQR28A+ DAAQRZ8A-
Paraquat [uM] 147 £ 23 154 +18 76 £ 10 81+11
Artesunat [nM] 50+£1.0 50127 53+0.7 4715
Chloroquin [nM] 11.4+0.3 12.6+2.6 13.0+2.6 99+1.0
Atovaquon [nM] 11.4+£2.0 12.8+3.1 26.1+4.9 20.8£0.6
Methylenblau [nM] 7.2+1.14 72110 6.9+0.8 7312

15 pg/mL Blasticidin

DAAO* DAAO™ DAAQR2EA+ DAAQR28A-
Paraquat [uM] 161+24 159 + 45 797 80+10
Artesunat [nM] 6.4+17 5216 5715 4.4+0.8
Chloroquin [nM] 12.6+3.2 12.0+34 12.4+3.6 11.1+4.3
Atovaquon [nM] 15625 149146 119+1.2 21.3+25
Methylenblau [nM] 9.4+4.4 6.7+04 58109 6.1+04

Erhohte H,0,-Mengen in der Verdauungsvakuole scheinen keinen Einfluss auf die Wirkweise der

Antimalariamittel Artesunat, Chloroquin, Atovaquon und Methylenblau zu haben. Ebenfalls mit der

Positivkontrolle Paraquat wurden keine Sensitivitatsunterschiede mit und ohne D-Alanin-Inkubation

beobachtet (Tabelle 18).
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5.1.5.3. ICso-Analysen von Plasmodium falciparum Stammen mit heterologen Redoxenzymen in der

mitochondrialen Matrix
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Abbildung 24 I1Cso-Messungen der Stimme mit heterologer Katalase oder Mutante Katalase"®*N in der mitochondrialen Matrix
mit den Substanzen Paraquat (A grau), Artesunat (B rot/orange), Chloroquin (C griin), Atovaquon (D lila) und Methylenblau
(E blau). Alle Messungen wurden bei 4 und 15 pg/mL Blasticidin zur Selektion durchgefiihrt. Fiir die Messungen wurden
asynchrone Parasitenkulturen in 96-Wellplatten genutzt. Die Kulturen wurden bei einer Anfangsparasitamie von 0.5 % 72 h
bei Standardkultivierungsbedingungen kultiviert. Das Wachstum wurde tiber Messung der DNA mittels SYBRgreen | bestimmt
(100 % Wachstum entspricht einer Kultur ohne Zugabe von Substanz). (n =y * z; y = biologisches Replikat; z = technisches
Replikat; Statistik (t-Test): *: P < 0.05, **: P <0.01, ***: P <0.001).

Der Stamm mit heterologer Katalase in der mitochondrialen Matrix wurde mittels ICsp-Messungen

analysiert. Hierbei wurden Paraquat und die Antimalariamittel Artesunat, Chloroquin, Atovaquon und

die Substanz Methylenblau verwendet.

Fur Paraquat (Abbildung 24 A) wurde bei 4 ug/mL Blasticidin ein ICso-Wert von 153 + 68 uM fir den
Katalase-Stamm und 215 + 107 uM fiir Katalase"®*" bestimmt. Der Stamm mit aktiver Katalase war
sensitiver als die Negativkontrolle. Dieser Unterschied war bei 4 pg/mL Blasticidin nicht signifikant. Bei
15 pg/mL Blasticidin wurden fur den Katalase-Stamm ein ICso-Wert von 76 £+ 6 uM und fir den
Katalase"®*N-Stamm 94 + 11 uM ermittelt. Hier war der Stamm mit der aktiven Katalase signifikant

sensitiver (P = 0.012).
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Fur das Antimalariamittel Artesunat (Abbildung 24 B) wurden bei 4 ug/mL Blasticidin 1Cso-Werte von
8.8+ 1.1 nM fiir den Katalase- und 7.9 + 1.8 nM fiir den Katalase"®*N-Stamm bestimmt. Bei 15 pg/mL
Blasticidin wurde mit Artesunat ebenfalls kein Unterschied zwischen den ICs;-Werten des Katalase-

und Katalase"®*N-Stammes beobachtet (Katalase: 5.1 + 2.9 nM; Katalase"®": 5.4 + 2.5 nM).

Mit Chloroquin (Abbildung 24 C) wurden ICso-Werte von 14.0+ 1.8 nM fiir den Katalase- und
12.0+£ 2.1 nM fiir den Katalase"®N-Stamm ermittelt. Hier wurde beobachtet, dass der Katalase"®N-
Stamm ein sensitiveres Verhalten aufwies, welches jedoch nicht signifikant war. Bei 15 pg/mL
Blasticidin wurde ebenfalls kein Unterschied zwischen den ICso-Werten des Katalase- und des
Katalase"®*N-Stammes mit Chloroquin beobachtet. Die ICso-Werte betrugen fiir den Katalase-Stamm

9.4+ 2.1 nM und fir den Katalase"®N-Stamm 10.9 + 1.9 nM.

Mit Atovaquon (Abbildung 24 D) wurde derselbe Trend beobachtet wie in den Stammen mit
heterologer Katalase im Cytosol und in der Verdauungsvakuole. Hier waren die ICso-Werte bei
15 pg/mL Blasticidin geringer als die bei 4 pg/mL Blasticidin. Sie betrugen fur den Katalase-Stamm
1.8 +2.3 nM und fiir den Katalase"®*N-Stamm 1.6 + 2.0 nM bei 15 pg/mL Blasticidin. Es wurde kein
signifikanter Unterschied zwischen den ICso-Werten bei gleichen Blasticidinmenge beobachtet. Jedoch
war der ICso-Wert des Katalase"®*N-Stammes (4.9 + 2.8 nM) bei 4 ug/mL Blasticidin tendenziell geringer
als der ICso-Wert des Katalase-Stammes (7.0 + 2.8 nM). Demnach kdnnte der Stamm mit aktiver

Katalase ggf. weniger sensitiv gegeniiber Atovaquon als die Negativkontrolle gewesen sein.

Fir Methylenblau (Abbildung 24 E) wurde bei 4 pg/mL Blasticidin kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den ICsp-Werten des Katalase- und Katalase"®*N-Stammes beobachtet (4 pg/mL
Blasticidin: Katalase: 11.6 + 3.5 nM, Katalase"®*N: 12.5 + 4.1 nM). Bei 15 pg/mL Blasticidin wurde ein
Unterschied beobachtet. Hier betrugen die ICso-Werte 9.3 £2.1 nM fiir den Katalase-Stamm und
10.6 + 4.1 nM fiir den Katalase"®N. Der Stamm mit aktiver Katalase war ggf. sensitiver gegeniiber

Methylenblau als die Negativkontrolle. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant.

Tabelle 19 Gemessene ICso-Werte der Plasmodium falciparum Stamme mit heterologer Katalase oder inaktiver Punktmutante
Katalase"®*N in der mitochondrialen Matrix.

MitoM 4 pg/mL Blasticidin 15 pg/mL Blasticidin
Katalase Katalaset®*N Katalase Katalase"®N
Paraquat [uM] 153 + 68 215 + 107 7616 94 +11
Artesunat [nM] 88+1.1 79+1.8 51+29 5425
Chloroquin [nM] 14.0+1.8 12.0+2.1 94+21 109+1.9
Atovaquon [nM] 7.0+£2.38 49+28 1.8+2.3 1.6+2.0
Methylenblau [nM] 11.6+3.5 125+4.1 9.3+2.1 10.6+4.1

Verringerte H,0,-Mengen in der mitochondrialen Matrix scheinen einen geringen Einfluss auf die

Wirkweise der Substanz Paraquat zu haben. Unter dieser Bedingung wurde jedoch kein
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Sensitivitatsunterschied mit den Antimalariamittel Artesunat, Chloroquin, Atovaquon und
Methylenblau beobachtet (Tabelle 19).
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Abbildung 25 1Csp-Messungen der Stamme mit heterologer DAAO oder Mutante DAAOR285A in der mitochondrialen Matrix
mit den Substanzen Paraquat (A grau)28, Artesunat (B rot/orange), Chloroquin (C griin), Atovaquon (D lila) und Methylenblau
(E blau). Alle Messungen wurden mit (ausgeflllte Balken) und ohne (gestreifte Balken) 5 mM D-Alanin und bei entweder 4
oder 15 pg/mL Blasticidin zur Selektion durchgefiihrt. Fir die Messungen wurden asynchrone Parasitenkulturen in 96-
Wellplatten  genutzt. Die  Kulturen wurden bei einer Anfangsparasitimie wvon 05% 72h bei
Standardkultivierungsbedingungen kultiviert. Das Wachstum wurde Gber Messung der DNA mittels SYBRgreen | bestimmt
(100 % Wachstum entspricht einer Kultur ohne Zugabe von Substanz). (n = y; y = biologisches Replikat; technisches Replikat
(z): mit D-Ala: z=4; ohne D-Ala: z =2; Statistik (One Way ANOVA Holm-Sidak Methode): *: P < 0.05, **: P < 0.01,
**%: P<0.001).

Fir die Stamme mit heterologer DAAO in der mitochondrialen Matrix wurden ebenfalls 1Cso-Werte

bestimmt.

Die Ermittlung der ICso-Werte fiir Paraquat mit heterologer DAAO in der mitochondrialen Matrix wurde
von Eileen Bischoff durchfiihrt.?%® Die Daten wurden hier neu ausgewertet und zur Vollstandigkeit

nochmals beschrieben.

Fur Paraquat (Abbildung 25 A) wurde bei 4 pg/mL Blasticidin fir DAAO* ein ICsp-Wert von 212 + 131 uM
und fir DAAO"von 118 + 120 uM bestimmt. Hier wurde ein Unterschied zwischen den ICs-Werten des
DAAO- und des DAAOR?®*A-Stammes beobachtet. Die ICso-Werte des DAAO-Stammes mit und ohne
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D-Alanin waren hoher als die der Negativkontrollen. Die 1Cso-Werte fir die Negativkontrolle, den
DAAORA_Stamm, betrugen 99 + 27 uM fiir DAAOR%>A* und 90 + 16 uM fiir DAAOR?®A~, Bei 15 ug/mL
Blasticidin wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den ICso-Werten von DAAO* (102 + 47 uM)
und DAAO™ (157 + 8 uM) beobachtet (P = 0.020). Der ICso-Wert fiir DAAOR?8A* betrug 127 + 6 uM und
fir DAAORZ>A~ 137 + 12 uM. Demnach war der Stamm mit aktiver DAAO unter Zugabe von D-Alanin
sensitiver gegenlber Paraquat als die genutzten Negativkontrollen. Dieses Verhalten wurde ebenfalls
in den ICso-Kurven beobachtet. Der Kurvenverlauf bei DAAO* war flacher als bei allen anderen

verwendeten Bedingungen.

Flr Artesunat (Abbildung 25 B) betrug der ICso-Wert flir DAAO* 6.8 £ 0.7 nM, fiir DAAO~ 5.9 £ 0.6 nM,
fir DAAOR®A* 7.1 +1.8 und fir DAAOR?®A~ 56+ 1.2 nM bei 4 ug/mL Blasticidin und fiir DAAO*
5.2+ 1.5 nM, fir DAAO™ 4.6 + 1.3 nM, fiir DAAOR?®A* 5 6 + 0.3 nM und fiir DAAOR?®*~4.7 + 0.1 nM bei
15 pg/mL Blasticidin. Bei diesen Messungen war zu erkennen, dass die ICso-Werte der Kontrollen ohne
Zugabe von D-Alanin geringer waren als die ICso-Werte des jeweiligen Stammes mit Zugabe von D-
Alanin. Dieser Trend war sowohl bei 4 pg/mL Blasticidin als auch bei 15 pg/mL Blasticidin zu

beobachten, die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant.

Dieses Verhalten wurde ebenfalls bei den ICso-Werten mit Chloroquin (Abbildung 25 C) bei 4 pg/mL
Blasticidin beobachtet. Hier betrugen die Werte fiir DAAO* 13.2 £ 4.0 nM, fir DAAO™ 11.9 £ 4.2 nM,
fir DAAOR®>A* 13,0 + 3.9 nM und fiir DAAOR®5A~ 11.3 + 2.7 nM. Die beobachteten Unterschiede waren
nicht signifikant. Bei 15 pg/mL Blasticidin wurde ein Unterschied zwischen dem ICso-Wert von DAAO™
(15.5 £ 10.0 nM) und den ICso-Werten der anderen Bedingungen (DAAO*: 10.0 + 1.1; DAAQR8A+;
10.9 + 0.7 nM; DAAOR®A~: 119 +3.4nM) beobachtet. Der Stamm mit aktiver DAAO in der
mitochondrialen Matrix ohne Zugabe von D-Alanin war also ggf. weniger sensitiv verglichen mit allen

sonst genutzten Bedingungen. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant.

Fur Atovaquon (Abbildung 25 D) wurde bei 4 pg/mL Blasticidin kein signifikanter Unterschied zwischen
den ICso-Werten beobachtet. Ebenso wie bei Artesunat und Chloroquin wurde hier beobachtet, dass
die 1Cso-Werte ohne Zugabe von D-Alanin im Vergleich zu den ICso-Werten mit Zugabe von D-Alanin
etwas geringer waren. Der ICso-Wert betrug fiir DAAO* 3.6 £ 1.1 nM, fir DAAO™ 2.9 £ 0.9 nM, fir
DAAOR?A* 4.1 + 1.1 nM und fiir DAAOR?®*~ 3.5 + 0.9 nM. Zudem wurde beobachtet, dass die 1Cse-
Werte zwischen 4 pg/mL Blasticidin und 15 pg/mL Blasticidin sich um den Faktor 3 — 6 unterschieden.
Die Stdmme DAAO und DAAOR?®A waren bei 4 ug/mL Blasticidin sensitiver gegeniiber Atovaquon. Bei
15 ug/mL Blasticidin wurde mit Atovaquon der geringste 1Cso-Wert mit DAAOR?A~ yon 6.5 + 1.3 nM
ermittelt. Der 1Cso-Wert von DAAOR®>A* petrug 14.5 + 7.6 nM. Mit dem DAAO-Stamm wurden [Cso-
Werte von 9.8 £ 2.1 nM fiir DAAO* und 16.4 + 5.5 nM fiir DAAO™ ermittelt.
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Mit Methylenblau (Abbildung 25 E) wurden bei 15 ug/mL Blasticidin 1Cso-Werte mit signifikantem
Unterschied bei DAAO* und DAAO™ bestimmt (P = 0.043). Hier betrugen die Werte 4.4 + 1.0 nM fir
DAAO* und 6.0 £ 0.6 nM fir DAAO™. Der Stamm mit aktiver DAAO mit Zugabe von D-Alanin war
sensitiver gegeniber Methylenblau als derselbe Stamm ohne Zugabe von D-Alanin. Die ICso-Werte der
Negativkontrollen DAAOR?5A* ynd DAAOR?®A~ betrugen 6.3 +0.1 nM und 6.3 + 0.2 nM. Bei 4 ug/mL
Blasticidin wurde mit Methylenblau kein Unterschied fiir den DAAOR?°A-Stamm beobachtet
(DAAQR?A*: 7.7 + 2.2 nM; DAAOR®>A~: 7.5 + 0.6 nM). Zwischen den ICso-Werten des DAAO-Stammes
war ein geringer Unterschied zu erkennen. Die ICso-Werte betrugen fir DAAO* 8.4 £ 1.8 nM und fir
DAAO™ 9.7 £ 4.3 nM. Der Stamm mit Zugabe von D-Alanin war ggf. sensitiver als die Kontrolle ohne

Zugabe von D-Aminosaure. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant.

Tabelle 20 Gemessene ICso-Werte der Plasmodium falciparum Stamme mit heterologer D-Aminosaureoxidase (DAAQ) oder
inaktiver Punktmutante DAAOR285A in der mitochondrialen Matrix.

MitoM 4 pg/mL Blasticidin

DAAO* DAAO™ DAAQR2EA+ DAAQR?85A
Paraquat [uM]2%8 212 £ 131 188 £+ 120 99 + 27 90+ 16
Artesunat [nM] 6.8+0.7 59106 7.1+1.8 5612
Chloroquin [nM] 13.2+4.0 119+4.2 13.0+£3.9 11.3+2.7
Atovaquon [nM] 36+1.1 29%0.9 41+1.1 3.5£0.9
Methylenblau [nM] 8.4+ 1.8 9.7+43 77122 7.5+0.6

15 pg/mL Blasticidin

DAAO* DAAO~ DAAQR28A+ DAAQR28A
Paraquat [uM]2%8 102 + 47 157 + 8 127 +6 137 +12
Artesunat [nM] 5215 46+1.3 56+0.3 4.7+0.1
Chloroquin [nM] 100+1.1 15.5+10.0 10.9+0.7 11.9+34
Atovaquon [nM] 9.8+2.1 164+55 145+7.6 65113
Methylenblau [nM] 4.4+1.0 6.0+ 0.6 6.3+0.1 6.3+0.2

Erhéhte H,0,-Mengen in der mitochondrialen Matrix scheinen einen Effekt auf die Wirkweise von
Paraquat zu haben. Hierbei wurde erstmals eine Veranderung des Kurvenverlaufes der I1Cso-Kurve und
demnach eine verdnderte Sensitivitdt bei H.O.-Produktion beobachtet. Bei den untersuchten
Antimalariamitteln wurde nur bei Methylenblau ein signifikanter Sensitivitatsunterschied ermittelt.

Der Stamm mit aktiver DAAO war sensitiver, als die genutzten Kontrollen (Tabelle 20).
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5.1.5.4. ICso-Analysen von Plasmodium falciparum Stammen mit heterologen Redoxenzymen im

Intermembranraum des Mitochondriums
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Abbildung 26 ICso-Messungen der Stimme mit heterologer Katalase oder Mutante Katalase"®4N im Intermembranraum des
Mitochondriums mit den Substanzen Paraquat (A grau), Artesunat (B rot/orange), Chloroquin (C griin), Atovaquon (D lila) und
Methylenblau (E blau). Alle Messungen wurden bei 4 und 15 pg/mL Blasticidin zur Selektion durchgefihrt. Flir die Messungen
wurden asynchrone Parasitenkulturen in 96-Wellplatten genutzt. Die Kulturen wurden bei einer Anfangsparasitdmie von
0.5% 72 h bei Standardkultivierungsbedingungen kultiviert. Das Wachstum wurde lber Messung der DNA mittels
SYBRgreen | bestimmt (100 % Wachstum entspricht einer Kultur ohne Zugabe von Substanz). (n =y * z; y = biologisches
Replikat; z = technisches Replikat; Statistik (t-Test): *: P <0.05, **: P <0.01, ***: P <0.001).

Zur Analyse von verringerten H,O>-Mengen im Intermembranraum des Mitochondriums von
Plasmodium falciparum wurde der 3D7 Stamm mit heterologer Katalase im Intermembranraum des
Mitochondriums mittels ICso-Messungen analysiert. Hierbei wurden neben der Positivkontrolle
Paraquat, die Antimalariamittel Artesunat, Chloroquin, Atovaquon und sowie die Substanz

Methylenblau verwendet.

Fur Paraquat (Abbildung 26 A) wurde bei 4 pg/mL Blasticidin ein signifikanter Unterschied zwischen
dem ICso-Wert des Katalase- und des Katalase"®*N-Stammes beobachtet (P = 0.041). Die ICso-Werte
betrugen 165 + 92 uM fiir den Katalase- und 362 + 68 uM fiir den Katalase"®*N-Stamm. Der Stamm mit
aktiver Katalase im Intermembranraum des Mitochondriums war signifikant sensitiver verglichen mit

der Negativkontrolle. Bei 15 pg/mL Blasticidin war ebenfalls eine erhohte Sensitivitat des Katalase-
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Stammes zu beobachten. Hier war der Unterschied jedoch nicht signifikant (Katalase: 78 + 21 uM;

Katalase"®*N: 113 + 34 uM).

Flr das Antimalariamittel Artesunat (Abbildung 26 B) wurde keine Unterschiede in den ICs;-Werten
zwischen dem Katalase- und dem Katalase"®*N-Stamm beobachtet. Die ICso-Werte betrugen bei
4 ug/mL Blasticidin fiir den Katalase-Stamm 7.0 + 1.5 nM und 6.3 + 0.2 nM fiir den Katalase"®*N-Stamm

und mit 15 pg/mL Blasticidin 3.9 + 0.5 nM bzw. 4.4 £ 1.2 nM.

Fir Chloroquin (Abbildung 26 C) war bei 4 ug/mL Blasticidin ggf. eine erhhte Sensitivitat im Katalase-
Stamm zu erkennen. Hier betrug der ICso-Wert fiir den Katalase-Stamm 9.6 £ 0.7 nM und fiir den
Katalase"®*N-Stamm 12.2 + 3.5 nM. Der Unterschied zwischen diesen ICso-Werten war jedoch nicht
signifikant. Bei 15 pg/mL Blasticidin wurde kein Unterschied zwischen dem ICso-Wert des Katalase-

Stammesvon 9.5 + 1.3 nM und dem ICso-Wert des Katalase"®*N-Stammes von 9.6 + 2.2 nM beobachtet.

Flir Atovaquon (Abbildung 26 D) wurden ICso-Werte von 7.5 + 3.1 nM fiir den Katalase-Stamm und
8.2 +3.3 nM fiir den Katalase"®*N-Stamm bei 4 pg/mL Blasticidin ermittelt. Bei 15 pg/mL Blasticidin
wurde fir den Katalase-Stamm ein ICso-Wert von 1.4 + 1.2 nM und fir den Katalase"**N-Stamm von
2.0+ 1.7 nM gemessen. Bei beiden Blasticidinmengen war der Katalase-Stamm ggf. geringfligig
sensitiver gegenliber Atovaquon, jedoch war kein signifikanter Unterschied zu beobachten. Hingegen
war bei den Stammen mit heterologer Katalase im Intermembranraum des Mitochondriums, wie bei
allen anderen Lokalisationen, ebenfalls ein gréRerer Unterschied in den ICso-Werten bei 4 und
15 pg/mL Blasticidin zu erkennen. Die Werte bei erhohter Blasticidinmenge waren geringer als bei

4 pg/mL Blasticidin.

Fir Methylenblau (Abbildung 26 E) wurde sowohl bei 4 pg/mL Blasticidin als auch bei 15 pg/mL
Blasticidin beobachtet, dass der Katalase-Stamm ggf. sensitiver war als der Katalase"®*"-Stamm. Der
Unterschied zwischen den ICs;-Werten bei beiden Blasticidinmengen war jedoch nicht signifikant
(4 ug/mL Blasticidin: Katalase: 10.2 + 2.6 nM; Katalase"®*N: 12.0 +4.1 nM; 15 pg/mL Blasticidin:
Katalase: 10.4 + 3.0 nM, Katalase"®": 11.9 + 2.8 nM).

Tabelle 21 Gemessene ICso-Werte der Plasmodium falciparum Stamme mit heterologer Katalase oder inaktiver Punktmutante
Katalase"®*N im Intermembranraum des Mitochondriums.

IMS 4 pg/mL Blasticidin 15 pg/mL Blasticidin
Katalase Katalase"®N Katalase KatalaseH®*N
Paraquat [uM] 165 +92 362 £ 68 78 £21 113+ 34
Artesunat [nM] 7.0+1.5 6.3+0.2 39+0.5 44+1.2
Chloroquin [nM] 9.6 0.7 12.2+35 95113 9.6+2.2
Atovaquon [nM] 7.5+3.1 8.2+3.3 1.4+1.2 20+1.7
Methylenblau [nM] 10.2 £ 2.6 12.0+4.1 10.4+£3.0 11.9+2.8
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Bei verringerten H,0,-Mengen im Intermembranraum des Mitochondriums wurde ein geringer Anstieg
der Sensitivitat gegenlber der Substanz Paraquat ermittelt. Mit den getesteten Antimalariamittel

wurde kein Effekt beobachtet (Tabelle 21).
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Abbildung 27 ICsp-Messungen der Stamme mit heterologer DAAO oder Mutante DAAOR?85A im Intermembranraum des
Mitochondriums mit den Substanzen Paraquat (A grau)2%8, Artesunat (B rot/orange), Chloroquin (C griin), Atovaquon (D lila)
und Methylenblau (E blau). Alle Messungen wurden mit (ausgefiillte Balken) und ohne (gestreifte Balken) 5 mM D-Alanin und
bei entweder 4 oder 15 pug/mL Blasticidin zur Selektion durchgefiihrt. Fir die Messungen wurden asynchrone
Parasitenkulturen in 96-Wellplatten genutzt. Die Kulturen wurden bei einer Anfangsparasitdmie von 0.5% 72 h bei
Standardkultivierungsbedingungen kultiviert. Das Wachstum wurde Gber Messung der DNA mittels SYBRgreen | bestimmt
(100 % Wachstum entspricht einer Kultur ohne Zugabe von Substanz). (n = y; y = biologisches Replikat; technisches Replikat
(z): mit D-Ala: z=4; ohne D-Ala: z =2; Statistik (One Way ANOVA Holm-Sidak Methode): *: P < 0.05, **: P < 0.01,
**%: P<0.001).

Der Stamm mit heterologer DAAO im Intermembranraum des Mitochondriums wurde ebenfalls mittels

ICso-Messungen analysiert.

Die Ermittlung der ICso-Werte fir Paraquat mit heterologer DAAO im Intermembranraum des
Mitochondriums wurde von Eileen Bischoff durchfiihrt.?%® Die Daten wurden hier neu ausgewertet und

zur Vollstandigkeit nochmals beschrieben.

Fur Paraquat (Abbildung 27 A) wurde sowohl bei 4 pg/mL Blasticidin als auch bei 15 pg/mL kein

signifikanter Unterschied zwischen den ermittelten ICso-Werten beobachtet (4 pg/mL Blasticidin:
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DAAO*: 87 + 7 uM, DAAO™: 90 + 12 uM, DAAOR®>A*: 92 + 6 uM, DAAOR?®A~: 89 + 7 uM). Bei 15 pg/mL
Blasticidin war ein Unterschied zwischen dem DAAO- und DAAOR®>A-Stamm zu beobachten. Hier
betrugen die ICso-Werte fiir DAAO* 135 + 14 uM, fiir DAAO™ 141 + 6 uM, fiir DAAOR?®A* 103 + 10 uM
und fiir DAAOR®>A~ 112 + 9 uM. Der DAAO-Stamm war somit weniger sensitiv gegeniiber Paraquat als

die Negativkontrolle, unabhéngig von der An- oder Abwesenheit von D-Alanin.

Flr Artesunat (Abbildung 27 B) wurde ebenfalls kein signifikanter Unterschied in den ICs;-Werten
beobachtet (4 pg/mL Blasticidin: DAAO*: 7.5 + 1.5 nM, DAAO™: 7.0 + 1.3 nM, DAAOR®>**: 6.9 + 0.8 nM,
DAAOR?5A~: 6.7 + 1.2 nM). Jedoch war zu beobachten, dass bei 15 pg/mL Blasticidin sowohl im DAAO-
als auch im DAAOR?®A-Stamm tendenziell eine geringere Sensitivitit durch Zugabe der D-Aminosaure
D-Alanin erzeugt wurde. Die ICso-Werte betrugen fir DAAO* 6.5 + 1.5 nM, fiir DAAO™ 4.6 £ 1.1, fir
DAAOR®A* 6.4 + 1.6 nM und flir DAAOR®>A~ 5.1 + 1.0 nM.

Fur Chloroquin (Abbildung 27 C) wurde bei 15 pg/mL Blasticidin eine ggf. geringere Sensitivitat des
DAAO-Stammes bei Zugabe von D-Alanin beobachtet. Hier betrug der ICso-Wert 12.5 £ 3.3 nM. Die
Kontrollen ergaben 1Cso-Werte von 9.7 +1.7 nM fur DAAO~, 10.0 £0.9 nM fiir DAAOR?A* ynd
9.9 + 1.6 nM fiir DAAOR?®A~, Der Unterschied zwischen diesen Werten war nicht signifikant. Bei
4 pg/mL Blasticidin wurden die ICso-Werte 12.3+2.7 nM fur DAAO*, 13.3+4.0 nM fir DAAO,
12.0 £ 2.6 nM fir DAAOR®>A* und 11.7 £ 2.6 nM fir DAAOR?A~ ermittelt. Hier wurde kein Unterschied

zwischen den ICso-Werten beobachtet.

Fir Atovaquon (Abbildung 27 D) betrug bei 4 pg/mL Blasticidin der ICso-Wert fiir DAAO* 8.7 £ 3.6 nM
und fiir DAAO™ 7.9 £ 5.1 nM. Im DAAOR®A-Stamm betrug der 1Cso-Wert fir DAAOR?®A* 8.0 £ 5.7 nM
und fir DAAOR?®A~ 6.4 + 2.8 nM. Bei 15 pg/mL Blasticidin war eine ggf. erhdhte Sensitivitat unter
DAAO* Bedingungen zu erkennen. Hier betrug der ICso-Wert 5.8 £ 5.1 nM, verglichen zu DAAO™ mit
13.2 + 2.7 nM. Fir DAAOR®>** wurde hingegen eine ggf. verringerte Sensitivitdt mit einem ICso-Wert
von 16.9 + 2.8 nM beobachtet. Der ICso-Wert fiir DAAOR?5A~ betrug 13.0 + 3.2 nM. Die fiir Atovaquon

gemessenen Unterschiede in den ICso-Werten waren statistisch nicht signifikant.

Fir Methylenblau (Abbildung 27 E) wurde ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in den ICso-
Werten beobachtet (4 ug/mL Blasticidin: DAAO*: 8.2 +1.8 nM, DAAO™: 8.4 +1.7 nM, DAAOQRZBA*+:
6.5+0.3nM, DAAOR®: 66+0.4nM; 15pug/mL Blasticidin: DAAO*: 6.1+0.4nM, DAAO:
5.6 + 0.9 nM, DAAOR?>A*: 6.1 + 0.1 nM, DAAOR?>A~: 6.0 + 0.4 nM). Bei 4 pg/mL Blasticidin wurde ein
geringer Unterschied zwischen der Sensitivitit des DAAO-Stammes verglichen mit der
Negativkontrolle, dem DAAOR?>A-Stamm, ermittelt. Die ICs;-Werte des DAAO-Stammes mit und ohne

Zugabe von D-Alanin waren hoher als die des DAAOR?®A-Stammes.



5  Ergebnisse 87

Bei erhohten H,0,-Mengen im Intermembranraum des Mitochondriums wurden keine

Sensitivitatsunterschiede mit den hier getesteten Substanzen beobachtet (Tabelle 22).

Tabelle 22 Gemessene ICso-Werte der Plasmodium falciparum Stdamme mit heterologer D-Aminosdureoxidase (DAAO) oder
inaktiver Punktmutante DAAOR?85A im Intermembranraum des Mitochondriums.

IMS 4 pg/mL Blasticidin

DAAO* DAAO™ DAAQR8A+ DAAQR?8A-
Paraquat [uM] 268 87+7 90+ 12 92+6 89+7
Artesunat [nM] 7518 7.0+£13 6.9£0.8 6.7+1.2
Chloroquin [nM] 12.3+2.7 13.3+4.0 12.0+2.6 11.7+2.6
Atovaquon [nM] 8.7+3.6 79+5.1 8.0+5.7 6.4+28
Methylenblau [nM] 8.2+1.8 8.4+1.7 6.5+0.3 6.6+04

15 pg/mL Blasticidin

DAAO* DAAO™ DAAQRZEA+ DAAQRZ8A-
Paraquat [uM] 268 135+14 141 +6 103+ 10 112 +9
Artesunat [nM] 6.5+1.5 46+1.1 6.4+1.6 51+1.0
Chloroquin [nM] 12.5+3.3 9.7+1.7 10.0+0.9 99+1.6
Atovaquon [nM] 85+5.1 13.2+2.7 16.9+2.8 13.0+3.2
Methylenblau [nM] 6.1+0.4 5.6+0.9 6.1+0.1 6.0+£04

In den hier bestimmten ICso-Werten wurden nur vereinzelt Unterschiede in der Sensitivitat
beobachtet. Bei Unterschieden kam es sowohl bei verringerten als auch bei erhéhten H,0,-Mengen zu
einer gesteigerten Sensitivitdit des jeweiligen Parasitenstammes. Die kompartiment-spezifische
Veranderung der H,0,-Menge scheint jedoch keinen bzw. nur geringen Einfluss auf die Wirkwiese der

Antimalariamittel Artesunat, Chloroquin, Atovaquon und Methylenblau zu haben.
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5.1.6. Analyse von Plasmodium falciparum Stammen mit heterologer Chacl oder DAAO mit STEVOR-

Exportsignal

Die in diesem Kapitel genutzten Plasmide wurden wie die zuvor beschriebenen kloniert (5.1.1). Als
Targetingsequenz wurden die 80 N-terminalen Aminosduren der subtelomeric variable open reading
frame (STEVOR) Exportsequenz und als Tag der 3xHA-Tag genutzt.?”® Die kombinierten Genabschnitte
wurden mit dem Genabschnitt kodierend fiir die Rhodoturula gracilis DAAO oder fir die mouse
glutathionspezifische y-Glutamylcyclotransferase 1 (Chacl) in das pHBIRH-Plasmid kloniert und

erfolgreich in Plasmodium falciparum 3D7 WT Parasiten transfiziert.

Das Enzym Chacl baut Glutathion unter Produktion von 5-Oxoprolin und Cysteinyl-Glycin ab und eine

Uberexpression des Gens fiihrt in Hefe zur Glutathiondepletion, was Apoptose zur Folge hat.?’*

Die Produktion des STEVOR-Chacl Konstrukts in Plasmodium falciparum wurde mittels

Westernblotanalyse tiberprift (Abbildung 28).

a-HA 55

Abbildung 28 Westernblotanalyse von 3D7 STEVOR + 3xHA + Chacl pHBIRH-Kulturen mit 4 pug/mL Blasticidin. Fir den
Westernblot wurden aufkonzentrierte Schizontenkulturen mit einer Parasitamie von 5 — 10 % genutzt. AnschlieRend wurde
eine Saponinlyse durchgefiihrt und Volllysat (7 %), Pellet (10 %)- und Uberstandsfraktion (10 %) aufgetragen. Der Uberstand
wurde mit 10 % Trichloressigsdure gefallt und der pH-Wert wurde mittels NaOH eingestellt. GroRe des erwartenden
Konstruktes: STEVOR + 3xHA + Chacl: 38 kDa; 3xHA + Chacl: 28 kDa, Negativkontrolle: pHBIRH-Expressionsvektor mit
Luciferasegen.

Es wurde die Produktion und die Lokalisation des STEVOR-Chacl-Konstruktes im Erythrozyten
Uberpriift. Hierfir wurde der Uberstand und das Pellet einer Saponinlyse von synchronen,
aufkonzentrierten Schizontenkulturen mit 4 ug/mL Blasticidin aufgetragen. Es konnte die STEVOR +
3xHA + Chacl GréRe von 38 kDa im Volllysat, im Pellet und der Uberstandfraktion nachgewiesen
werden. Die Lysatprobe ist ein Volllysat von Erythrozyten und Parasiten. Fiir die Trennung der Pellet-
und Uberstandsfraktion wurde ein Volllysat mit Saponin lysiert. Saponin lysiert die
Erythrozytenmembran, wodurch der Parasit und der Erythrozyt voneinander getrennt werden kann.
Die Fraktion ,Pellet” beinhaltet nur Parasitenproteine, wohingegen der Uberstand mit TCA gefillt
wurde und die Protein des Erythrozyten beinhaltet.?’”> Aufgrund dessen dient dieser Westernblot als

Nachweis fiir den Export des Konstruktes in den Erythrozyten.
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Zusatzlich wurde dieselbe Vorgehensweise fiir den STEVOR-DAAO-Stamm und die Negativkontrolle
STEVOR-DAAOR?®A angewandt (Abbildung 29).
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Abbildung 29 Westernblotanalyse der 3D7 STEVOR + 3xHA + DAAO/DAAOQOR285A pHBIRH-Stdmme mit 4 ug/mL Blasticidin. Fir
den Westernblot wurden aufkonzentrierte Schizontenkulturen mit einer Parasitdmie von 5 —10 % genutzt. AnschlieRend
wurde eine Saponinlyse durchgefiihrt und Volllysat (5 %), Pellet (20 %)- und Uberstandsfraktion (20 %) aufgetragen. Der
Uberstand wurde mit 10 % Trichloressigsdure gefillt und der pH-Wert wurde mittels NaOH eingestellt. GroRe des
erwartenden Konstruktes: STEVOR + 3xHA + DAAO: 53 kDa; 3xHA + DAAO: 44 kDa; PK (MitoM Katalase): 68/60 kDa;
Negativkontrolle: pHBIRH-Expressionsvektor.

Es wurde sowohl im DAAO-Stamm als auch im DAAOR®>A-Stamm im Volllysat und in der Pellet Fraktion,
eine Bande passend fiir das unprozessierte Protein bei etwa 53 kDa beobachtet. Zum Uberpriifen des
Exportes wurde ebenfalls fiir beide Stimme der Uberstand einer Saponinlyse aufgetragen, in dem
keine Banden beobachtet wurden. Die TCA Fillung des Uberstandes scheint nicht effizient gewesen zu
sein. Zudem zeigt die Westernblotanalyse kein eindeutiges Ergebnis, da die Positivkontrolle bei 68 bzw.

60 kDa keine Bande aufwies.
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Diese STEVOR-Stamme wurden auBerdem auf ihr Wachstumsverhalten untersucht.
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Abbildung 30 Wachstumskurven der Stamme mit exportierter heterologer D-Aminosdureoxidase (A/B blau) oder
heterologem Chacl (C/D griin) oder der Negativkontrolle DAAOR285A (A/B hellblau) und 3D7 WT (C/D hellgriin). Die Kulturen
wurden an Tag 0 auf eine Parasitdmie von 0.1 % angesetzt und unter Standardbedingungen kultiviert. Die Kulturen DAAO und
DAAOR285A wurden ab Tag O kontinuierlich mit 5 mM D-Alanin inkubiert. Die Versuche wurden bei 4 pg/mL (oben) und
15 pg/mL (unten) Blasticidin durchgefiihrt. Fir den 3D7 WT Stamm wurde kein Blasticidin zugegeben. Die Parasitamie wurde
taglich mittels Giemsa-Ausstrich ermittelt. Jeder Datenpunkt reprdsentiert die Parasitdmie von >2000 RBCs mit einer
Standardabweichung von < 0.1 %. Die Datenpunkte bilden eigenstdandige Versuche ab. Der Mittelwert der Replikate wird
durch das gestrichelte Symbol dargestellt. (DAAO/DAAOR283A (A/B): n =2, 4 ug/mL Blasticidin Chacl (C): n=4, 15 pug/mL
Blasticidin Chacl (D): n = 3, 3D7 WT (C/D): n = 2; n = biologische Replikate).

Bei 4 ug/mL Blasticidin wurde eine 1.24-fache Verdopplungszeit des DAAO- verglichen mit dem
DAAOR?A.Stamm beobachtet. Die Verdopplungszeiten betrugen fiir den DAAO-Stamm 0.87 d und fuir
den DAAOR®A.Stamm 0.70d (Abbildung 30 A). Bei 15 ug/mL Blasticidin wurde hingegen keine
veranderte Verdopplungszeit bei erhohter H,0,-Menge im Erythrozyten beobachtet (DAAO: 1.00 d;
DAAOR?8A; 0,94 d; 1.06-fach; Abbildung 30 B). Durch die Analyse des Chacl-Stammes mit dem
Exportsignal STEVOR wurde der Einfluss des GSH-Gehalts auf das Wachstum des Parasitens untersucht.
Hier wurde bei 4 pg/mL Blasticidin eine Verdopplungszeit von 0.64 + 0.07 d ermittelt (Abbildung 30 C).
Verglichen mit der Verdopplungszeit der Negativkontrolle, dem 3D7 WT Stamm, wurde kein

abweichendes Wachstumsverhalten beobachtet. Die Verdopplungszeit der Negativkontrolle betrug
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0.63 d. Bei 15 pg/mL Blasticidin wurde ebenfalls kein Effekt beobachtet. Die Verdopplungszeit betrug
0.68 £ 0.02 d, was einer 1.06-fachen Verdopplungszeit entsprach (Abbildung 30 D).

Demnach haben verringerte Glutathionmengen im Erythrozyten vermutlich keinen Einfluss auf das
Wachstum des Parasiten (Tabelle 23). Erhohte H,0,-Mengen im Erythrozyten scheinen jedoch das

Wachstum des Parasiten bei 4 pg/mL Blasticidin negativ zu beeinflussen.

Tabelle 23 Verdopplungszeiten der Staimme mit exportierter heterologer DAAO oder heterologem Chacl und der
Negativkontrolle DAAOR285A bei 4 und 15 pg/mL Blasticidin. Als weitere Kontrolle wurde der 3D7 WT Stamm genutzt. Die
Verdopplungszeiten wurden aus den in Abbildung 30 dargestellten Wachstumskurven bestimmt. Das Ergebnis der
biologischen Replikate wurde gemittelt. Das Verhiltnis der Verdopplungszeiten Mut/WT wurde angegeben.

4 pg/mL Blasticidin 15 pg/mL Blasticidin
Verdopplungszeit  Verhéltnis | Verdopplungszeit  Verhaltnis
[d] WT/Mut [d] WT/Mut
DAAO 0.87 1.24 1.00 1.06
STEVOR DAAQR8A 0.70 0.94
Chacl 0.64 £ 0.07 1.00 0.68 £ 0.02 1.06
3D7 WT 0.63

Der Plasmodium falciparum Stamm mit STEVOR-Chacl wurde mittels DTNB-Recyclingassays?! auf den
Gesamtglutathiongehalt im Erythrozyten untersucht. Hierbei wurden Kulturen mit 4 und 15 pg/mL

Blasticidin verwendet und der 3D7 WT Stamm als Kontrolle genutzt.
Tabelle 24 Im DTNB-Assay ermittelte GSH-Konzentrationen fiir die Kontrolle 3D7 WT und den GSH-Depletionsstamm mit

exportiertem Chacl mit 4 und 15 pg/mL Blasticidin. Die errechnete GSH-Konzentration [uM] im Lysat wurde gegen die
Absorption bei 450 nm bzw. 545 nm normalisiert (n = 1, n = biologische Replikate).

GSH (Probe) [uM] GSH/H&am (450 nm) GSH/H3m (545 nm)

3D7 WT 80 7 7
Chacl 4 pg/mL Bla 134 18 22
Chacl 15 pg/mL Bla 94 9 8

Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die gemessenen GSH-Konzentrationen auf die Hdmabsorption
normiert. Hierbei wurde fir den 3D7 WT Stamm ein Wert von jeweils 7 ermittelt. Bei 4 pg/mL
Blasticidin wurde fiir den STEVOR-Chacl Stamm ein Wert von 18 bzw. 22 beobachtet und bei erhéhter
Blasticidinmenge von 15 pg/mL ein Wert von 9 bzw. 8. Zwischen der Normierung auf die Absorption

bei 450 nm und 545 nm wurde somit kein grolRer Unterschied beobachtet.

Die Gesamtglutathionmenge im 3D7 WT Stamm und dem untersuchten STEVOR-Chacl Stamm weif3t

nur bei 4 ug/mL Blasticidin eine geringe Abweichung auf.

Zusatzlich wurden von Frau Jessica Kehrer aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Michael Lanzer am
Universitatsklinikums Heidelberg Oxidationsmessungen durchgefiihrt. Hierbei wurde eine gesteigerte

Oxidation in den friihen Trophozoitenstadien des STEVOR-Chac1-Stamm beobachtet.
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5.2. Untersuchung der Glutaredoxin-like proteins Glp1, Glp2 und Glp3 in Plasmodium falciparum

Selektion

SLI-GLP1/2-KO
ATG

B pHoDH

Abbildung 31 Schematische Darstellung des selection linked integration-Systems (SLI)°2 zur Erstellung von Aglp1- und Aglp2-
Stdmmen. Das SLI-Plasmid besteht aus den Genen kodierend fiir einen Selektionsmarker (lila), dem Genfragment kodierend
fir das Knockout-Gen GLP1/GLP2 ohne Startcodon ATG (grau), der Sequenz kodierend fiir das skip2A-Peptid (griin) und dem
Gen fir den Integrationsmarker yDHODH (gelb).

Es wurden bereits Untersuchungen an den Glutaredoxine-like proteins PfGlpl und PfGlp2 in
Plasmodium falciparum durch Erstellen von Knockout-Stimmen vorgenommen. Diese Stamme
wurden mittels Wachstumskurven und ICso-Messungen analysiert.?’® Durch das Messen von |Cso-
Werten von Substanzen, welche Eisen-Schwefel-Cluster-Proteine oder den Eisen-Schwefel-Cluster-
Metabolismus beeinflussen, wurde die Funktion der Proteine PfGlp1 und PfGlp2 untersucht. Hierbei
wurde sowohl bei erhéhten als auch erniedrigten Eisen-Leveln sowie auch durch Beeinflussung des
Eisen-Schwefel-Cluster-Metabolismus keine Funktion der Proteine in diesen Stoffwechselwegen
festgestellt.?’”® Zur weiteren Untersuchung der Glutaredoxine-like proteins in Plasmodium falciparum
wurden deshalb in dieser Arbeit Doppelknockouts der drei GLP-Gene in Plasmodium falciparum

Stammen erzeugt.

Die Doppelknockouts wurden mittels selection linked integration (SLI)*? in bereits bestehenden Aglp1-,
Aglp2- und Aglp3-Stammen erzeugt (Abbildung 31). Die bereits untersuchten 3D7 Aglp1- und 3D7
Aglp2-Stamme wurden mittels WR-Selektionsmarker und NeoR-Integrationsmarker hergestellt.2”® Fiir
den Aglp3-Stamm wurde eine Zelllinie vom Arbeitskreis von Herrn Jude M Przyborski zur Verfigung
gestellt. Dieser Plasmodium falciparum NF54 Stamm tragt an Stelle des GLP3-Gens ein Gen kodierend
fur Orpl-roGFP2, welches durch das pDC2-CAM-[X]-bsd-attP Plasmid erzeugt wurde.?”” Zur
Gewabhrleistung der Funktion und Vermeidung ungewiinschter homologer Rekombination wurden SLI-
Plasmide mit gednderter Terminatorsequenz und alternativem Selektions- und Integrationsmarker

erstellt.



94

Tabelle 25 Zusammensetzung der Plasmide welche fiir die Erstellung der bereits vorhandenen GLP-Knockout-Stamme genutzt
wurden.

Stamm Promotor Terminator Selektionsmarker Integrationsmarker
Aglp1 Cam 5’ hrp2 3’ hDHFR NeoR
Aglp2 Cam 5° hrp2 3’ hDHFR NeoR
Aglp3%”7 n.s. n.s. bsd NeoR

Um einen 3D7 Aglp2Aglp1-Stamm (Tabelle 26) zu erzeugen wurde im bereits vorhandenen SLI-
PFGLP1-Plasmid (Tabelle 25) das Gen kodierend fiir den Selektionsmarker DHFR gegen das Gen
kodierend fir den Selektionsmarker bsd ausgetauscht. Zudem wurde das Gen kodierend fiir den

Integrationsmarker NeoR gegen yDHODH getauscht.

Um NF54 Aglp3Aglpl- und Aglp3Aglp2-Stamme zu erzeugen (Tabelle 26), wurde in den bereits
vorhandenen SLI-PFGLP1- und SLI-PFGLP2-Plasmiden (Tabelle 25) das Gen kodierend fir den

Integrationsmarker NeoR durch das Gen kodierend fiir yDHODH ausgetauscht.

Zudem wurde, um die Wahrscheinlichkeit einer ungewiinschten homologen Rekombination zu
verringern, die Terminatorsequenz hrp2 3’ gegen die Sequenz PbDHFR-TS 3‘ getauscht. Der geplante
Austausch der Promotorsequenz Cam 5 gegen die Crt 5° Sequenz konnte nicht erfolgreich

durchgefiihrt werden.

Tabelle 26 Zusammensetzung der Plasmide, welche fir die Erstellung der GLP-Doppelknockout-Stimme genutzt wurden.

Stamm Terminator Selektionsmarker Integrationsmarker
3D7 Aglp2Agip1 PbDHFR-TS 3 bsd yDHODH
NF54 Aglp3Agip1 PbDHFR-TS 3 hDHFR yDHODH
NF54 Aglp3Aglp2 PbDHFR-TS 3 hDHFR yDHODH

Nach erfolgreicher Transfektion und Selektion der neu klonierten SLI-Plasmide in den 3D7 Aglp2- bzw.
NF54 Aglp3-Stamm wurde 10 — 14 Tage mit DSM1 zur Selektion der Integration inkubiert. Nur in der
NF54 Aglp3Aglp1-Transfektion konnte nach anschlieBender Kultivierung ohne Selektionsdroge ein

Parasitenwachstum beobachtet werden. Die Integration wurde mittels PCR Gberprift.
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Abbildung 32 Integrationskontrolle des NF54 Aglp3Aglp1-Stammes nach Selektion flr Transfektion und Integration. PCR der
genomischen DNA des NF54 Aglp3Aglp1-Stammes mit alternativen Primern. Als Positivkontrolle dient genomische DNA des
NF54 Aglp3-Ausgangsstammes. Erwartete GréRen: 1/3: 705 bp, 1/4: 774 bp, 1/5: 1442 bp, 2/3: 897 bp.

Die Genomiuberprifung durch PCR erzeugte kein eindeutiges Ergebnis (Abbildung 32). Die
Kombination Primer 1/3, welche eine Bande von ca. 700 bp erzeugen sollte, war sowohl in der
Kontrolle, der genomischen DNA von NF54 Aglp3 als auch in der DNA-Probe des Doppelknockouts
NF54 Aglp3Aglp1 zu erkennen. Durch homologe Rekombination kann dieses Signal sowohl durch das
genomische GLP1-Gen, als auch durch die entstandene zweite GLP1-Kopie ohne ATG entstehen. Die
Primerkombination 1/4 war mit einer Bande bei ca. 770 bp erfolgreich. Hier sollte nur eine Bande in
Kombination mit der Doppelknockout-DNA beobachtet werden, da der antisense Primer 4 innerhalb
des Gens kodierend fiir die yDHODH bindet. Mit der Primerkombination 1/5 wurde analog die
erwartete Bande nur mit der genomischen DNA des NF54 Aglp3Aglp1-Stammes erzeugt. Mit der
Kontroll-DNA des NF54 Aglp3-Stammes wurde mit diesen beiden Primerkombinationen keine Banden
beobachtet. Mit der Primerkombination 2/3 sollte eine Bande mit der Kontroll-DNA des NF54 Aglp3-

Stammes beobachtet werden und nicht mit der genomischen DNA des NF54 Aglp3Aglp1-Stammes.
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Hier bindet der sense Primer vor der Sequenz des GLP1-Gens und der antisense Primer am Ende des
Gens, weshalb hier nur mit der Kontroll-DNA eine Bande bei ca. 900 bp erzeugt werden sollte. Diese
Bande wurde in der durchgefiihrten Analyse fiir NF54 Aglp3 beobachtet. Zusatzlich war jedoch eine
Bande mit der DNA des NF54 Aglp3Aglpl1-Stammes zu beobachten. Diese Ergebnisse geben den
Hinweis auf einen teilweise erfolgreichen Knockout des Gens GLP1 im bereits vorhandenen

NF54 Aglp3-Stamm.
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5.3. Protein-Fragment-Komplementationsassay (PCA) mit Split-Dihydrofolatreduktase (Split-DHFR)

5.3.1. Vektorplanung

Wahrend der Masterarbeit wurden Plasmide zur Protein-Protein-Interaktionsanalyse kloniert.?’®

Hierflir wurden die Gene der Split-DHFR-Halften (C-Term und N-Term) und der Testproteine Tim$,
Tim9, Tim10 und Tim13 sowie eine 1114A-Punktmutante der Split-DHFR-Halften zur Analyse von
starken Proteininteraktionen von GeneScript synthetisiert. Aufgrund des bidirektionalen Promotors
und der Titrierbarkeit der Transkriptmenge durch Blasticidin wurden die synthetischen,

codonoptimierten Gene in den von Epp et al. hergestellte pHBIRH-Vektor subkloniert (Abbildung 33)%%7

[ -

Abbildung 33 Schematische Darstellung des Plasmids fiir die Split-mDHFR-Konstrukte mit den Genabschnitten kodierend fur
die small Tims (Tim8, Tim9, Tim10 und Tim13) als gen of intrest (GOI).

In die MCS1 des Vektors wurde das Gen kodierend fiir Tim8 oder Tim10 und das mDHFR“*™-Fragment
kloniert. In die MCS2 des pHBIRH-Vektors wurde das Gen fir Tim9 oder Tim13 und das mDHFRN-tem-
Fragment kloniert. Zwischen dem Genabschnitt fiir die small Tims und dem Genabschnitt kodierend
fir die Split-DHFR-Fragmente wurde ein Polyglycin-Linker-Genabschnitt angefligt. Nach dem
Genabschnitt des mDHFR“*™-Fragment befindet sich eine Sequenz fiir ein Skip-2A-Peptid, da
anschliefend die Blasticidin-Desaminase kodiert ist. Nach erfolgreicher Klonierung und Sequenzierung

wurden die Plasmide in Plasmodium falciparum 3D7 WT Parasiten transfiziert.26”

5.3.2. Analyse von Protein-Protein-Interaktionen mittels Split-mDHFR-System

Waiahrend der Masterarbeit wurden bereits zwei WR-(WR99210)-Selektionsversuche mit den Split-
mMDHFR-Tim-Kulturen mit Tim8/13, Tim 10/9, Tim8/9 und Tim10/13 durchgefiihrt. Hierbei wurde kein
eindeutiges Ergebnis erzielt, weshalb folgende Versuche in dieser Arbeit nochmals durchgefiihrt

wurden.

Zur Etablierung der Methode wurden die Kombinationen Split-mDHFR-Tim8/9 und Tim10/13 als
Negativkontrolle und die Kombinationen Tim8/13 und Tim10/9 als zu testende Proteininteraktionen

genutzt.
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Abbildung 34 WR-Selektion von Split-mDHFR-Tim8/13-, Tim10/9-, Tim8/9- und Tim10/13-Kulturen in 6-Well Platten mit
variierender Blasticidinmenge (10 pg/mL (braun), 5 pg/mL (orange), 2 pg/mL (gelb), einer Kontrolle ohne WR (Dreieck) mit
2 pg/mL Blasticidin (grin) und einer Kontrolle von 3D7 WT mit WR (schwarz). Es wurde 4 nM WR genutzt und
Wachstumskurven der Kulturen ber zwei Tage aufgenommen. Die Kulturen wurden bei einer Startparasitimie von 0.5 %
unter Standartkulturbedingungen inkubiert. Die Parasitimie wurde taglich mittels Giemsa-Ausstrich ermittelt. Jeder
Datenpunkt reprdsentiert die Parasitdmie von >2000 RBCs mit einer Standardabweichung von < 0.1 %. Die Datenpunkte
bilden eigenstdndige Versuche ab. Der Mittelwert der Replikate wird durch das gestrichelte Symbol dargestellt. (n=2;
n = biologische Replikate).

In allen verwendeten Split-mDHFR-small Tim-Kulturen (Tim8/13, Tim10/9, Tim8/9 und Tim10/13)
wurde wahrend einer Kultivierung mit 2 bis 10 pug/mL Blasticidin und 4 nM WR ein geringer Anstieg der
Parasitdmie an Tag 1 beobachtet (Abbildung 34). An Tag 2 der Wachstumskurven fiel die Parasitamie
wieder unterhalb die Startparasitamie von 0.5 %. Als Kontrolle wurden Wachstumskurven der small
Tim-Kulturen ohne WR-Selektion analysiert, bei denen ein Anstieg der Parasitdamie von 0.5 % auf
2 —3.5 % innerhalb von zwei Tagen beobachtet wurde. AuBerdem wurde eine 3D7 WT-Kultur mit WR

inkubiert, wobei kein Wachstum beobachtet werden konnte.
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Abbildung 35 WR-Selektion von Split-mDHFR-Tim8/13- (blau), Tim10/9- (gelb), Tim8/9- (rot) und Tim10/13- (griin)-Kulturen
in 14 mL Kulturen mit 10 ug/mL Blasticidin. Es wurde 1 nM WR (A) bzw. 4 nM WR (B) genutzt und Wachstumskurven der
Kulturen Gber zwei Tage aufgenommen. Die Kulturen wurden bei einer Startparasitimie von 0.5% unter
Standardkulturbedingungen inkubiert. Die Parasitdamie wurde taglich mittels Giemsa-Ausstrich ermittelt. Jeder Datenpunkt
reprasentiert die Parasitdmie von > 2000 RBCs mit einer Standardabweichung von < 0.1 %. (n = 1; n = biologische Replikate)

Des Weiteren wurden Wachstumskurven bei erhéhten Blasticidinmengen und variierenden WR-
Konzentrationen aufgenommen. Bei Inkubation mit 10 pg/mL Blasticidin und einer verringerten WR-
Konzentration von 1 nM wurde nur ein geringer Anstieg der Parasitamie auf knapp 1 % an Tag 1 in den
Split-mDHFR-Tim8/13 und -Tim10/9 beobachtet (Abbildung 35 A). An Tag?2 lag die ermittelte
Parasitamie wieder unterhalb des Startpunktes von 0.5 %. Dasselbe Verhalten wurde bei Inkubation

mit 10 pg/mL Blasticidin und 4 nM WR beobachtet (Abbildung 35 B).
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Abbildung 36 WR-Selektion von Split-mDHFR-Tim8/13-(blau), Tim10/9-(gelb), Tim8/9-(rot) und Tim10/13-(griin)-Kulturen in
14 mL Kulturen mit 25 pg/mL Blasticidin. Es wurde 0.5 nM WR (A) bzw. 1 nM WR (B) genutzt. Als Kontrolle wurden
Wachstumskurven der Stamme mit 25 pg/mL Blasticidin ohne Zugabe von WR aufgenommen (C). Es wurden
Wachstumskurven der Kulturen tber zwei Tage aufgenommen. Die Kulturen wurden bei einer Startparasitamie von 0.5 %
unter Standardkulturbedingungen inkubiert. Die Parasitimie wurde taglich mittels Giemsa-Ausstrich ermittelt. Jeder

Datenpunkt reprasentiert die Parasitamie von > 2000 RBCs mit einer Standardabweichung von £ 0.1 %. (n = 1; n = biologische
Replikate)

Bei auf 25 pug/mL erhohter Blasticidinmenge und geringerer WR-Konzentration von 0.5 nM bzw. 1 nM
wurde das bei 10 pg/mL Blasticidin beobachtete geringe Wachstum an Tag 1l der Stamme mit
vorhergesagter Interaktion nicht mehr beobachtet (Abbildung 36 A/B). An Tag 2 reduzierte sich die
Parasitimie wiederrum unterhalb des Startwertes. Als Kontrolle wurden hier zusatzlich
Wachstumskurven der small Tim-Kulturen ohne Zugabe von WR aufgenommen (Abbildung 36 C). Hier

konnte ein Anstieg der Parasitamie auf 1 —2 % innerhalb von zwei Tagen beobachtet werden.
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Abbildung 37 WR-Selektion von Split-mDHFR-Tim8/13-(blau), Tim10/9-(gelb), Tim8/9-(rot) und Tim10/13-(griin)-Kulturen in
14 mL Kulturen mit 50 pg/mL Blasticidin. Es wurde 0.5 nM WR (A) genutzt. Als Kontrolle wurden Wachstumskurven der
Stdamme mit 25 pg/mL Blasticidin ohne Zugabe von WR aufgenommen (B; fir Split-mDHFR-Tim10/13 ist kein Datenpunkt an
Tag 2 vorhanden). Es wurden Wachstumskurven der Kulturen ber zwei Tage aufgenommen. Die Kulturen wurden bei einer
Startparasitamie von 0.5 % unter Standardkulturbedingungen inkubiert. Die Parasitimie wurde taglich mittels Giemsa-
Ausstrich ermittelt. Jeder Datenpunkt reprasentiert die Parasitimie von > 2000 RBCs mit einer Standardabweichung von
<0.1 %. (n=1; n = biologische Replikate)
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Bei 50 pg/mL Blasticidin wurde ebenfalls das Wachstum der small Tim-Kulturen mit 0.5 nM WR
innerhalb von zwei Tagen untersucht (Abbildung 37 A). Hier wurde ein geringer Anstieg der Parasitamie
der Kulturen Split-mDHFR-Tim8/13 und Tim10/9 beobachtet. An Tag 2 reduzierte sich die Parasitamie
unterhalb von 0.5 %. Ohne Zugabe von WR konnte ein Anstieg der Parasitdmie in allen Stdmmen auf

1 -2 % innerhalb von zwei Tagen beobachtet werden (Abbildung 37 B).
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Abbildung 38 Washout-Experiment mit Split-mDHFR-Tim8/13 (blau), Tim10/9 (gelb), Tim8/9 (rot) und Tim10/13 (grin)
Kulturen mit 50 pug/mL Blasticidin und einer Kontrolle von 3D7 WT mit WR (schwarz). Die Kulturen wurden mit einer
Konzentrationsreihe von WR fiir 1h inkubiert und anschlieBend mit RPMI-Medium gewaschen und 72 h unter

Standardkultivierungsbedingungen kultiviert. Das Wachstum wurde Gber Messung der DNA mittels SYBRgreen | bestimmt
(100 % Wachstum entspricht einer Kultur ohne Zugabe von Substanz). (n = 1; n = biologische Replikate)

Aufgrund der in den Wachstumskurven beobachteten sehr geringen Effekten wurden die small Tim-
Stamme auf ihre Sensitivitdt gegeniiber WR mittels Bestimmung der ICso-Werte untersucht (Abbildung
38). Es wurde kein Unterschied im ICso-Wert zwischen dem Split-mDHFR-Tim8/13- und Tim10/9-
Stamm und den Negativkontrollen Tim8/9 und Tim10/13 festgestellt. Der ICso-Wert des Split-mDHFR-
Tim8/13- und Tim8/9-Stammes betrug 1.6 nM, fiir den Split-mDHFR-Tim10/9- und Tim10/13-Stamm

0.9 nM. Es wurde kein eindeutiger Trend in der Sensitivitdt gegenliber WR beobachtet.

Zur Uberpriifung der Projektidee, beide Teilgene des Split-mDHFR-Systems auf einem Plasmid zu
kodieren, wurde die bekannte Interaktion der GCN4 Leucinzipper von Saccharomyces cerevisiae

untersucht.

Es wurde das Wachstum des Split-mDHFR-LZ-Stammes mit 10 pg/mL, 5 pug/mL und 2 pg/mL Blasticidin
und 0.5 nM WR untersucht (Abbildung 39).
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Abbildung 39 WR-Selektion von Split-mDHFR-LZ-Kulturen in 6-Well-Platten mit variierender Blasticidinmenge (10 pg/mL
(braun), 5 pg/mL (orange), 2 ug/mL (gelb), einer Kontrolle ohne WR (Dreieck) mit 2 ug/mL Blasticidin (griin) und einer
Kontrolle 3D7 WT mit WR (schwarz). Es wurde 0.5 nM WR genutzt und Wachstumskurven der Kulturen Gber zwei Tage
aufgenommen. Die Kulturen wurden bei einer Startparasitdmie von 0.5 % unter Standardkulturbedingungen inkubiert. Die
Parasitamie wurde taglich mittels Giemsa-Ausstrich ermittelt. Jeder Datenpunkt reprasentiert die Parasitamie von > 2000
RBCs mit einer Standardabweichung von < 0.1 %.(n = 1; n = biologische Replikate)

Es wurde fir den Split-mDHFR-LZ-Stamm bei allen getesteten Blasticidinmengen wahrend der
Selektion mit 0.5 nM WR kein Wachstum beobachtet. Nur bei 10 pg/mL Blasticidin wurde an Tag 1 ein
minimaler Anstieg der Parasitimie festgestellt. An Tag2 wurde jedoch in allen Stammen eine
Parasitdmie unterhalb der Startparasitdmie von 0.5 % ermittelt. Ebenfalls in der 3D7 WT-Kontrolle mit
WR wurde kein Wachstum festgestellt. Bei dem Split-mDHFR-LZ-Stamm mit 2 pg/mL Blasticidin ohne

WR-Zugabe konnte an Tag 2 eine Parasitdmie von liber 3 % festgestellt werden.

Die negativen Ergebnisse der potentiellen Positivkontrolle zeigen, dass das Split-DHFR-Systems als Ein-

Plasmid-System nicht erfolgreich etabliert wurde.
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6. Diskussion

6.1. STRESSistance: Oxidative-Stress-Hypothese in Plasmodium falciparum und Wirkmechanismus von

verschiedenen Antimalariamitteln

6.1.1. Produktion und Charakterisierung von Plasmodium falciparum Stammen mit kompartiment-

spezifischer Erhohung und Erniedrigung der Wasserstoffperoxidmenge

Zur Uberpriifung und kritischen Einordnung der Oxidativen-Stress-Hypothese in Plasmodium
falciparum wurden 3D7-Stamme mit heterologen Redoxenzymen hergestellt, um den kompartiment-
spezifischen Einfluss von H,0,-Bedingungen auf den Parasiten zu untersuchen. Die Produktion der
heterologen Redoxenzyme Katalase und D-Aminosaureoxidase wurden mittels Westernblotanalyse
Uberprift. Hierbei wurde die erfolgreiche Produktion heterologer Katalase im Cytosol, der
mitochondrialen Matrix und dem Intermembranraum des Mitochondriums nachgewiesen (Abbildung
12 A/B). Die Analyse der Stdmme mit Lokalisation der Redoxenzyme in der Verdauungsvakuole war
nur teilweise erfolgreich (Abbildung 12 B/C). Fir den Stamm der heterologen Katalase mit
Targetingsequenz von Plasmepsin IV zur Lokalisation in der Verdauungsvakuole wurden
Westernblotsignale bei der erwarteten Grof3e von 60 kDa fiir das prozessierte Protein beobachtet. Hier
wurde ebenfalls fir die Negativkontrolle, den Stamm mit identischer Targetingsequenz, jedoch mit
inaktiver Punktmutante Katalase"®", ein Signal in der Westernblotanalyse beobachtet. Diese Signale
wurde jedoch nicht auf derselben Westernblotmembran erhalten und eine Reproduktion war nur
teilweise erfolgreich. Dies lag nicht nur an wiederholtem Auftauen und Einfrieren der Proben, da
ebenfalls mit neu erstellten Westernblotproben nur einer der beiden Stamme ein Signal erzeugte.
Dasselbe war mit den Stammen der heterologen DAAO in der Verdauungsvakuole zu beobachten
(Abbildung 13). Hier wurde nur ein Proteinsignal bei 52 kDa fiir das unprozessierte und bei 44 kDa flr
das prozessierte Protein in der Probe des Stammes mit DAAOR?*8A erhalten, jedoch kein Signal in der
Probe des Stammes mit DAAO. Ebenso wurde auf diesem Westernblot keine erfolgreiche
Positivkontrolle beobachtet, wodurch das Ergebnis nicht aussagekraftig ist. Da dieses Problem
ausschlieBlich in den Stammen mit Targetingsequenz fiir die Verdauungsvakuole auftrat, kann davon
ausgegangen werden, dass es auf die Lokalisation zuriickzufiihren ist. Die Verdauungsvakuole hat
einen pH-Wert von ~5.2%%3, wodurch eventuell der genutzte HA-Tag entfernt oder das Enzym abgebaut
wurde. Flr die Westernblots wurden Kulturen im Trophozoiten und Schizontenstadium genutzt,
welche (iber eine MACS Magnetic Column aufkonzentriert und aufgereinigt wurden. Hierbei gingen

alle Parasiten ohne Verdauungsvakuole bzw. Hdmozoin verloren.

Des Weiteren wurde bisher nur die korrekte Lokalisation der DAAO im Cytosol und in der

mitochondrialer Matrix von Eileen Bischoff bestitigt.?®® Die Lokalisationsstudien mittels
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Immunofluoreszenzmikroskopie in dieser Arbeit wiesen kein eindeutiges Ergebnis auf, weshalb in den
weiteren Versuchen von der korrekten Lokalisation ausgegangen wurde, diese jedoch noch bestimmt

werden muss (Abbildung 15).

6.1.2. Analyse von Plasmodium falciparum Stammen mit kompartiment-spezifischer Erhéhung und

Erniedrigung der Wasserstoffperoxidmenge auf ihr Wachstumsverhalten

Sowohl bei verringerten als auch erhohten H,0,-Mengen im Cytosol wurde ein negativer
Wachstumseffekt beobachtet (Abbildung 16). Hier konnten durch gesteigerte/verringerte H,0,-
Mengen Signaltransduktionswege gestért werden. H,O, hat in der Zelle neben den postulierten
negativen auch essentielle Eigenschaften fiir die Signalweiterleitung und dient z.B. in Sdugern als
Signalmolekil fur die Regulation des Redoxmetabolismus durch z.B. Keapl und Nrf2.3® Durch
Veranderung der H;0,-Menge im Cytosol kdnnten &quivalente Signaltransduktionswege in
Plasmodium falciparum gestort werden und das Wachstum der Parasiten beeinflussen. Hier ware es
interessant auf Transkript- und Proteinebene potentielle Anpassungen und Abweichungen zu
beobachten. Interessant ist ebenfalls, dass es bei verringerten H,0,-Mengen durch die dauerhafte
Anwesenheit und Aktivitdat heterologer Katalase zu einer Adaption auf die verringerte H,0,-Menge
kommen konnte. Die Katalase wird nicht, wie zum Beispiel die DAAO, durch Zugabe einer Substanz
aktiviert, sodass der Parasit sich auf die verringerten H,0,-Mengen einstellen kann. Dadurch lassen
sich eventuell der Unterschied der 4 und 15 pg/mL Blasticidin Wachstumskurven bei erhéhten H,0,-
Mengen im Cytosol erklaren. Der Stamm mit aktiver DAAO hat ein verringertes Wachstum mit einer
1.48- bzw. 1.67-fachen Verdopplungszeit (Tabelle 11). Dieser Unterschied ldsst sich mit der
Titrierbarkeit des pHBIRH-Plasmids erkldren.?®” Durch die gesteigerte Blasticidinmenge fir die
Selektion liegt mehr Plasmid vor, was in einem Anstieg der Proteinmenge resultiert. Diese Eigenschaft
wurde in dieser Arbeit erfolgreich iberprift (Abbildung 14). Durch den pl6tzlichen, direkten Anstieg
der H,0,-Menge durch Zugabe von 5 mM D-Alanin kénnte es hier nicht zu einer Praadaption des
Stammes kommen, was einen stdrkeren Effekt als bei dem Katalase-Stamm mit cytosolischer

Lokalisation erklaren kénnte.

Bei durch Katalase verringerten H,0,-Mengen in der mitochondrialen Matrix wurde kaum ein Effekt
auf das Wachstumsverhalten beobachtet (Abbildung 18 A/B). Die Stamme mit aktiver Katalase hatten
ein leicht gesteigertes Wachstum mit einer 0.84- bzw. 0.89-fachen Verdopplungszeit (Tabelle 13).
Durch die dauerhafte H,O,-Erniedrigung in der mitochondrialen Matrix kann es, wie hier beobachtet,
auch zu positiven Effekten kommen. Dies lasst sich ggf. dadurch erklaren, dass in der mitochondrialen
Matrix die Elektronentransportkette der Atmungskette eine potentielle Quelle von O, ~ und H,0; ist.2”®
Dieses H,0; kann durch die Katalase abgebaut werden. Der Abbau kann das Redoxsystem des Parasiten

entlasten, kdonnte jedoch bei einem zu hohen MaR des Abbaus ggf. auch das Redoxpotential im
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Mitochondrium aus der Balance bringen. Bei erhhten H,0,-Mengen in der mitochondrialen Matrix
kam es zu einem starken Wachstumsdefekt und einer Erhéhung der Verdopplungszeit um das 1.36-
bzw. 1.76-fache (Abbildung 18 C/D, Tabelle 13). Dieser Effekt lasst sich eventuell durch die plétzliche
Erzeugung von H,0; durch das DAAO-System erklaren. Die Induktion der Produktion durch Zugabe von
D-Aminosaure verhindert eine Adaption der Parasiten auf die gesteigerten H,0,-Mengen. Erhdhte
H,0,-Mengen kénnen bei nicht ausreichendem Abbau durch Peroxiredoxine mit Fe?* {iber die Fenton
Reaktion zu Fe3* und OH' reagieren. OH" weisen eine hohe Reaktivitit auf und kénnen unter anderem
durch Lipid- und DNA-Oxidation Zellen schidigen.®! Durch die fehlende Méglichkeit der Adaption kann
das Peroxiredoxinsystem den Uberschuss an H,0, ggf. nicht detoxifizieren. AuBerdem war zu
erkennen, dass bei héherer Blasticidinmenge (und demnach auch héherer DAAO-Menge) ein groRerer
Defekt des Wachstumsverhalten vorliegt (Abbildung 18 C/D). Dieses Verhalten unterstitzt die
Annahme, dass der Wachstumseffekt durch H,0,-Produktion der DAAO verursacht wird. Ein toxischer
Effekt der Proteinproduktion oder durch die Blasticidin-Inkubation ist auszuschlieRen, da die
Negativkontrolle unter diesen Bedingungen keinen Wachstumsdefekt aufweist und das prozentuale
Wachstum hier auf den Stamm der Negativkontrolle, die inaktive Punktmutante DAAOR®>A, bezogen

wird.

Bei erniedrigten H,0,-Mengen durch Katalase im Intermembranraum des Mitochondriums kommt es
sowohl bei geringer als auch bei erhohter Blasticidinmenge zu keinem Wachstumsdefekt der
Parasitenkultur (Abbildung 19 A/B). Bei durch DAAO erhéhten H,0>-Mengen im IMS ist nur bei hoher
Blasticidinmenge (15 pg/mL) ein verringertes Wachstum des DAAO-Stammes zu beobachten (1.19-
fache Verdopplungszeit; Abbildung 19 D, Tabelle 14) Es wurde in der Negativkontrolle, dem Stamm mit
inaktiver Mutante DAAOR?®A  ein geringer Einfluss der Proteintoxizitit oder Blasticidintoxizitat
beobachtet. Hierbei hatte der Stamm bei 4 pg/mL Blasticidin eine Verdopplungszeit von 0.75 d und bei
hoher Blasticidinmenge von 0.83 d (Tabelle 14). Hier kann das zur Selektion genutzte Blasticidin oder
zelluldre Prozesse der Proteinproduktion, der -Transports oder des -Abbaus zu einer Abnahme des
Wachstums fithren.?®” Es ist in Hefe bekannt, dass die PfSOD1 teilweise im Mitochondrium lokalisiert
ist.279-281 Wahrend der oxidativen Faltung von Disulfid-Proteinen im IMS durch Hefe Ervl kann es bei
einer direkten Cytochrom c-abhangigen Reoxidation von Hefe Ervl durch molekularen Sauerstoff zur
Produktion von H,0, kommen.?’® Ein Zusammenhang der IMS H,0,-Konzentration und der Aktivierung
von verschiedenen Kinasen, wie die tyrosin-protein kinases SYK und Lyn und die mitogen activated
protein (MAP) kinase, als kritische Faktoren fiir die H,O>-induzierte Signaltransduktion wurde in der

Literatur fiir Opisthokonten beschrieben.??

Ein interessantes Phdanomen wurde im Wachstumsverhalten der Stdmme mit heterologen
Redoxenzym in der Verdauungsvakuole beobachtet. Bei verringerten H,0,-Mengen in der

Verdauungsvakuole wurde kein Wachstumsdefekt ermittelt (Abbildung 17 A/B). Sowohl bei 4 pg/mL
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Blasticidin als auch bei 15 pug/mL wurde kein Unterschied beobachtet (Tabelle 12). Bei erhdhten H,0»-
Mengen wurde jedoch ein Anstieg des Wachstums bei beiden genutzten Blasticidinmengen detektiert
(Abbildung 17 C/D). Hierbei handelt es sich um eine Verringerung der Verdopplungszeit um das 0.78-
bzw. 0.76-fache (Tabelle 12). Ebenso ist es interessant, dass das generelle Wachstum der Stamme mit
Katalase"®*N- und DAAOR?>A in der Verdauungsvakuole im Vergleich zu den anderen Lokalisationen
sehr gering war. Hier betrugen die Verdopplungszeit ~1.0 d. Dies kann auf eine Belastung des
sekretorischen Pathways hinweisen. Bei der Interpretation dieser Ergebnisse muss ebenfalls beachtet
werden, dass es Probleme bei der Uberpriifung der Proteinproduktion in den Verdauungsvakuole-

Stammen gab und die korrekte Lokalisation bisher nicht bestatigt werden konnte.

Im Vergleich zu einem 3D7 WT-Wachstum wurde bei allen Stdmmen mit heterologem Redoxenzym
eine generelle Abnahme des Wachstums beobachtet (Verdopplungszeit 3D7 WT 0.63 d Tabelle 23).
Dies weist auf einen Einfluss der Proteintoxizitat hin. Die generelle Produktion eines weiteren Proteins
innerhalb des Parasiten sollte keinen grof3en Einfluss auf das Parasitenwachstum haben. Jedoch kann
falsche Faltung und Transport zu Proteinstress fihren. Die unfolded proteine response (UPR) wird z.B.
aktiviert, um falsch gefaltete Proteine abzubauen. Der UPR-Pathway beruht auf drei unterschiedlichen
Adaptionsmechanismen, welche ein komplexes Netzwerk aufspannen. In Hefe wird durch die
Aktivierung der PERK der translation initiation factor 2 subunit-c« (elF2o) phosphoryliert, was zu einer
Reduktion der generellen mRNA-Translation fihrt. Selektiv wird die Transkription von UPR-Genen fir
z.B die Aminosdurebiosynthese, die antioxidative Zellantwort, Autophagie und Apoptose aktiviert.
Zusatzlich akkumulieren nicht-gefaltete oder fehlgefaltete Proteine im endoplasmatischen Retikulum
und werden durch die proteasome-based ER-associated protein degradation (ERAD) Maschinerie
abgebaut.?® Diese Reaktionen kénnten Effekte erklaren, die unabhingig von der Art des genutzten

Redoxenzyms, seiner Funktion und der Funktionalitat sind.

6.1.3. Analyse von Plasmodium falciparum Stammen mit kompartiment-spezifischer Erhéhung und

Erniedrigung der Wasserstoffperoxidmenge auf ihre Sensitivitat gegeniiber Antimalariamitteln

Die genutzte Substanz Paraquat formt O, -, welches durch SODs zu H,0, disproportioniert wird.
Generell wurde bei den Katalase- und DAAO-Messungen mit Paraquat ein Unterschied vom ICso-Wert
des WT 3D7-Stammes von 53 uM?* beobachtet (Abbildung 20 — 27 A). Der leicht erhdhte 1Cso-Wert
der Stamme deutet auf eine Praadaption hin, welche durch z.B. Proteinstress ausgeldst werden kann.
Nicht nur H;0,-Stress kann die Stressantwort auslésen, ebenso Proteinproduktions-
und -Faltungsstress konnten diesen Weg aktivieren. Plasmodium falciparum besitzt fiinf
Peroxiredoxine: TPx-1 (Prx1a), TPx-2 (Prx1m), Prx5/A0P, Prx6 und nPrx. TPx-1 und TPx-2 kdnnen neben
der Funktion der H,O,-Detoxifizierung auch als Chaperone fungieren und bei der Proteinfaltung

unterstiitzen.®%?% Fiir das Antimalariamittel Artesunat wurde ein ICso-Wert zwischen 3.0 -9.5 nM
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ermittelt (Abbildung 20 — 27 B). Fir Chloroquin und Methylenblau 7.4 —14.3 nM, bzw. 5.6 — 16.0 nM
(Abbildung 20— 27 C/E; Tabelle 15 —22). Diese Werte sind mit den Literaturwerten von Artesunat
(9.0 nM)?2, Chloroquin (8.0 nM) und Methylenblau (3.8 nM) vergleichbar.?®

Stamme mit durch heterologe Katalase verringerte H,0,-Mengen im Cytosol und der mitochondrialen
Matrix weisen eine erhdhte Sensitivitdt gegeniiber Paraquat bei 15 pg/mL im Vergleich zu 4 pg/mL
Blasticidin auf (Abbildung 20/24 A). Die ICso-Werte bei 4 ug/mL Blasticidin sind hoher als die bei
15 pg/mL Blasticidin. Eine starkere Erniedrigung von H,0; fuhrt zu erhdhter Sensitivitat. Hier scheint
ein negativer Effekt auf die Sensitivitat vorzuliegen, wenn weniger H,0, im jeweiligen Kompartiment
vorhanden ist. H,0, kann in Bakterien, Eukaryoten und Saugetieren Uber verschiedene bekannte
regulatorische Mechanismen die Aktivitat von Transkriptionsfaktoren beeinflussen. Hierbei kann H,0,
neben der Hochregulierung der Transkription auch die Stabilitdt mit dem abbauenden Ubiquitin-
Ligase-Komplex herabsetzten oder auch die DNA-Bindungseigenschaften verandern.*® Die Stérung des
H,0,-Gehalts kann zur Veranderung von Signaltransduktionswegen und hiermit zur veranderten
Expression von Redoxenzym-Genen fiihren.3® Diese Verdnderung im Proteingehalt von z.B.
Peroxiredoxinen konnte bei Paraquat-induziertem H,0, zur gesteigerten Sensitivitat filhren. Zudem ist
zu beachten, dass das Katalase-System nicht durch die Zugabe von z.B. D-Aminosauren induziert wird,
sondern die Katalase dauerhaft aktiv ist. Dadurch kann es zu langfristigen Anpassungen im Parasiten
kommen. Um dies zu verifizieren kénnten Transkriptions- und Proteomsanalysen durchgefiihrt
werden. Hierbei ware ein Vergleich von Stammen mit verringerten H,0,-Mengen im Cytosol oder der
mitochondrialen Matrix (15 pg/mL Blasticidin) und deren inaktiven Punktmutanten interessant, um
eine tendenzielle Adaption zu analysieren, da diese Katalase-Stimme zudem ein verdndertes
Wachstum aufwiesen (Abbildung 16 B) und ein signifikanten Sensitivitdtsunterschied gegeniber
Paraquat zeigten (Abbildung 20 A). Nach Analyse ohne zusatzliche Substanz kénnte das Transkriptom
und Proteom nach Inkubation mit der 10-fachen ICso-Konzentration Paraquat fiir kurze Zeit (z.B. 1-2 h)

als zusatzlicher Faktor analysiert werden.

Zudem wurde ein Unterschied zwischen den ICs-Werten gegeniiber Paraquat des DAAO-Stammes
verglichen mit denen des DAAOR?>A-Stammes, unabhingig der Zugabe der D-Aminosiure, in allen
getesteten Kompartimenten beobachtet (Abbildung 21/23/25/27 A). Dies deutet auf einen weiteren
Praadaptionsmechanismus hin. Hier kdénnte ein hypothetischer endogener
D-Aminosauremetabolismus die Erklarung sein. Potentiell konnte der Apikoplast von Plasmodium
falciparum, welcher laut Endosymbiontentheorie durch Aufnahme einer Rotalge als primarer
Endosymbiont entstand,?®”-%%° Quelle endogener D-Aminosduren sein. Die Funktion der D-Aminosauren
ist in Pflanzen unbekannt, jedoch ist der Metabolismus existent.”®® Als bekannte Funktion des

Apikoplast wurde bisher hauptsichlich die Synthese von Isoprenoid-Vorstufen angenommen.?! Hier
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waren ebenso Transkriptom- und Proteomanalysen fiir cytosolische und mitochondriale Matrix DAAO
und die Negativkontrollen mit und ohne D-Alanin sowie nach Inkubation mit Paraquat interessant. Die
Ergebnisse der cytosolisch erhéhten H,0,-Mengen kdnnte bei Vergleich mit cytosolisch verringerten
H,0,-Mengen Erkenntnisse lGber Anpassungen des Parasiten bringen. Erhohte H,O,-Mengen in der
mitochondrialen Matrix (15 ug/mL Blasticidin) waren interessant, da hier in der ICso-Analyse mit

Paraquat eine eindeutige Veranderung des Kurvenverlaufs stattfand (Abbildung 25 A).

Des Weiteren ist in allen Kompartimenten bei durch Katalase verringerten Mengen an H,0; ein Effekt
auf die Sensitivitat gegeniiber Atovaquon zu sehen (Abbildung 20/22/24/26 D). Hier ist innerhalb einer
Blasticidinmenge kein Unterschied zu den Negativkontrollen zu erkennen, jedoch zwischen den
Blasticidinmengen ein groRer Unterschied der ICsp-Werte zu beobachten (Tabelle 15/17/19/21). Hier
waren die Parasiten der Katalase-Stamme bei 4 ug/mL Blasticidin weniger sensitiv als bei 15 pug/mL
Blasticidin. Die hohere beobachtete Sensitivitdt des Katalase-Stammes bei 15 pg/mL Blasticidin
(Tabelle 15/17/19/21) stimmt mit der Literatur, von 1.15 +0.02 nM?*? fiir den 3D7 WT-Stamm,
Uberein. Bei 4 ug/mL Blasticidin ist eine verringerte Sensitivitdt zu beobachten (Tabelle 15/17/19/21).
Bei durch DAAO erh6hten H,0,-Mengen im Cytosol und in der mitochondrialen Matrix wurden generell
bei 15 pg/mL Blasticidin hohere ICso-Werte als bei 4 pg/mL bestimmt (Abbildung 21/25 D). Daher kann
ein reiner proteintoxischer Effekt ausgeschlossen werden. Zusatzlich scheint es kein kompartiment-
spezifischer Effekt zu sein, da er bei fast allen Lokalisationen der heterologen Enzyme auftritt. Ebenso
kann ein Effekt von H,0, ausgeschlossen werden, da kein Unterschied zu der Negativkontrolle
beobachtet werden kann. Atovaquon inhibiert den Cytochrom bci-Komplex der mitochondrialen
Atmungskette, was die ATP- und Pyrimidinsynthese beeinflusst.®”1°2 Der Cytochrom bci-Komplex
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bindet eine Ham-Gruppe,
Blasticidinmengen kdnnte die Menge an bereitstehendem Ham fir den Atmungskettenkomplex durch
das Vorhandensein der Katalase verringert sein. Durch diese nicht vollstandige Sattigung des
Enzymkomplexes kénnte es zu einer gesteigerten Sensitivitat gegeniiber dem Cytochrom bci-Komplex-
inhibierenden Antimalariamittel Atovaquon kommen. Dies kdnnte jedoch nicht die Effekte des DAAO-
Stammes erkldren, da diese nicht auf Ham zuriickzufiihren sind. Dieser ldsst sich eher durch die

generelle Proteinabundanz der DAAO und einen kompensierten proteintoxischen Effekt erklaren.

6.1.3.1. Analyse von Plasmodium falciparum Stammen mit cytosolisch erhéhter und erniedrigter

Wasserstoffperoxidmenge auf ihre Sensitivitat gegenliber Antimalariamitteln

Mit verringerten H,0,-Mengen im Cytosol kann ein weiterer Effekt fiir das Antimalariamittel Artesunat
beobachtet werden (Abbildung 20 B, Tabelle 15). Hier findet eine gesteigerte Sensitivitat des Katalase-

Stammes statt. Die unterschiedliche Sensitivitdt zwischen den Messungen bei 4 und 15 ug/mL
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Blasticidin konnte durch gestérte Signaltransduktionswege und verdnderte Proteinmengen an

Peroxiredoxinen etc. erklart werden.

Mit den getesteten Antimalariamitteln wurden mit cytosolischer Lokalisation der DAAO keine
Unterschiede mit und ohne D-Alanin-Inkubationen beobachtet (Abbildung 21 B — E). Dies weist darauf
hin, dass das Cytosol nicht der Wirkort fir diese Antimalariamittel ist, bzw. dass gesteigerte H,0»-
Mengen die Funktionsweise dieser Substanzen nicht beeinflussen oder der Parasit sich auf die

Bedingungen eingestellt hat.

6.1.3.2. Analyse von Plasmodium falciparum Stammen mit erhohter und erniedrigter
Wasserstoffperoxidmenge in der Verdauungsvakuole auf ihre Sensitivitdit gegeniber

Antimalariamitteln

Es wurde nur eine signifikante Anderung der Sensitivitit gegeniiber Chloroquin bei stark verringerten
H,0,-Mengen in der Verdauungsvakuole beobachtet (Abbildung 22 C, Tabelle 17). Es scheint, als sei
H,0, in der Verdauungsvakuole irrelevant fiir die anderen hier getesteten Substanzen. Chloroquin
hemmt die Ham-Detoxifizierung in der Verdauungsvakuole, wodurch es zur Akkumulation von
reaktivem Hdm kommt. Dieses kann z.B. O, ~ und H,0, oder durch die Fenton-Reaktion OH" bilden, was
die Zelle durch unspezifische Modifikationen von Proteinen, Membranen, der DNA und Lipiden
schadigen kann. Bei verringerten H,0,-Mengen in der Verdauungsvakuole kénnte es zu einer
Verinderung des pH-Wertes kommen.? Es wurde gezeigt, dass die Zugabe von H,0; eine Anderung
des pH-Wertes ins alkalische hervorruft. Ein gesteigerter pH-Wert ist ungiinstiger fir den radikalischen
Zerfall von H,0,.%* Aufgrund dieser Tatsache kdnnte eine Entfernung von H,0, das Ansiuern der
Verdauungsvakuole zur Folge haben, wodurch die Menge an entstehendem OH" ansteigen kdnnte.
Dieses Molekiil ist hochreaktiv und kann, wie zuvor beschrieben, zur Schidigung der Zelle fiihren.?*
Bei der Interpretation der Daten, welche mit den Stdmmen der DAAO in der Verdauungsvakuole

erzeugt wurden, muss weiterhin beachtet werden, dass bisher kein eindeutiger Nachweis der

Produktion und Lokalisation des heterologen Enzyms erfolgen konnte.

6.1.3.3. Analyse von Plasmodium falciparum Stammen mit erhohter und erniedrigter
Wasserstoffperoxidmenge in der mitochondrialen Matrix auf ihre Sensitivitdt gegeniliber

Antimalariamitteln

Bei geringer Erhdhung der H,0,-Menge in der mitochondrialen Matrix wurde keine Anderung der
Sensitivitat gegeniber Paraquat, unabhangig von der Inkubation mit D-Alanin, beobachtet (Abbildung
25 A, Tabelle 20). Bei 15 pg/mL Blasticidin konnte der beobachtete signifikante Effekt durch eine
Erhéhung der H,0,-Menge auf ein toxisches Level erklart werden. Hier wurden die Parasiten mit

aktiver DAAO und unter D-Alanin-Inkubation sensitiver gegenliber Paraquat. Eventuell ist hier die
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Kapazitat, welche durch kurzfristige Anpassungen auf Transkriptom- und Proteomebene moglich ist,

aufgebraucht und der Parasit wird durch gesteigerte H,0,-Mengen geschadigt.

Bei gesteigerten H,0,-Mengen in der mitochondrialen Matrix wurde zusatzlich eine veranderte
Sensitivitat gegenliber Methylenblau bei hoher Blasticidinmenge beobachtet (Abbildung 25 E, Tabelle
20). Es ist bekannt, dass Methylenblau den Glutathion-Metabolismus in vitro durch die Inhibition der
Glutathionreduktase beeinflusst und Glutathion direkt ohne vorherige Produktion von H,0;
oxidiert.2’%?’1 Zudem hat Methylenblau eine Rolle als Redoxzyklussubstrat bei der Wechselwirkung mit
der Hamgruppe von Himozoin.?”? Der Glutathionpool in der mitochondrialen Matrix und dem
Intermembranraum des Mitochondriums ist ebenso wie das Cytosol stark reduzierend. Der
Glutathionpool des IMS ist im Equilibrium mit dem cytosolischen Glutathionpool, da durch Poren der
freie Transport von reduziertem und oxidiertem Glutathion durch die OM gewadbhrleistet ist. Der
Glutathiontransport in die Matrix ist jedoch durch die IM limitiert und erzeugt somit einen kinetisch
isolierten Glutathionpool.?®® Durch diese Abschirmung des Glutathionpools kann es sein, dass
Methylenblau durch Oxidation von Glutathion einen im ICso-Wert beobachtbaren Effekt bei
gesteigerten H,0,-Mengen in der mitochondrialen Matrix erzeugt. Im Cytosol ist hingegen die GR
vorhanden, welche GSSG schnell reduzieren kann und es nicht zur Akkumulation kommt. Aufgrund der
Lokalisation der Plasmodium falciparum GR im Cytosol und dem Apikoplast®?, kénnte der Effekt in der

mitochondrialen Matrix ausschlieRRlich durch die Oxidation von Glutathion entstehen.

6.1.3.4. Analyse von Plasmodium falciparum Stammen mit erhohter und erniedrigter
Wasserstoffperoxidmenge im Intermembranraum des Mitochondriums auf ihre Sensitivitat

gegeniber Antimalariamitteln

Bei verringerten H,0,-Mengen im Intermembranraum des Mitochondriums wurde eine erhdhte
Sensitivitat gegenliber Paraquat bei 4 pg/mL Blasticidin beobachtet (Abbildung 26 A). Das IMS ist das
Kleinste der hier getesteten Kompartimente, weshalb es bei 15 pg/mL Blasticidin zu Proteotoxizitat
und —Adaptionen kommen koénnte. Aufgrund der Vorschadigung der Parasiten durch im IMS
verringerte H,0,-Mengen konnten diese eine gesteigerte Sensitivitdit gegeniber der
O, ~-produzierenden Substanz Paraquat zeigen. AuRerdem koénnte Paraquat durch Aufnahme von
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Elektronen aus dem Komplex lll der Atmungskette™® im IMS vermehrt aktiviert werden.

Bei Lokalisation der heterologen Redoxenzyme Katalase und DAAO im Intermembranraum des
Mitochondriums wurden keine Effekte in der Sensitivitdt gegenlber Artesunat, Chloroquin, Atovaquon
und Methylenblau beobachtet, weshalb das IMS eher als Wirkort ausgeschlossen werden kann

(Abbildung 26/27).



6  Diskussion 111

Die bei dieser Analyse beobachteten Effekte der ICso-Werte beziehen sich auf minimale Anderungen
und auch statistisch signifikante Ergebnisse sollten vorsichtig interpretiert werden. Bei der Auswertung
der angegebenen ICso-Werte wurde auf das Wachstum des Stammes ohne Zugabe der Testsubstanz,
dem Antimalariamittel normiert. Durch diese Vorgehensweise sollten Einfllisse auf den ICso-Wert
durch veranderte Wachstumsverhalten verringert werden, Schwankungen kénnen jedoch nicht
komplett ausgeschlossen werden. Es muss beachtet werden, dass alle DAAO-Stimme mit
unterschiedlichen Lokalisationen bei 15 pg/mL Blasticidin unter D-Alanin-Inkubation ein eindeutig
verandertes Wachstumsverhalten aufwiesen. Dieser Effekt kdnnte nicht nur durch die genutzte
Blasticidinmenge erklart werden, sondern kdnnte aus einem Effekt der gesteigerten H,0,-Menge

resultieren.

6.1.4. Analyse von Plasmodium falciparum Stammen mit verringerter Glutathionmengen oder

erhohter Wasserstoffperoxidmenge im Erythrozyten

Es wurde die Produktion und der Export des mit dem STEVOR-Exportsignal versehenen Chacl-Enzyms
bestatigt, jedoch kam es nicht zum vollstandigen Export des Proteins, da weiterhin eine starke Bande
in der Pelletfraktion der Westernblotanalyse zu erkennen war (Abbildung 28). Fiir den Stamm mit dem
STEVOR-DAAO-Konstrukt konnte keine genaue Aussage lber die Produktion und den Export der DAAO
getroffen werden. Es scheint, als gibe es eine erfolgreiche Produktion des 53 kDa groRen
unprozessierten Proteins und eine Bande bei dieser GroRe wurde auch in der Pelletfraktion
beobachtet, jedoch kann mit dem in dieser Arbeit abgebildeten Westernblot, aufgrund der nicht

erfolgreichen Positivkontrolle, kein eindeutiges Ergebnis erzielt werden (Abbildung 29).

Das in dieser Arbeit genutzte Chacl-System ist ein nicht induzierbares, dauerhaft aktives System,
welches kontinuierlich die Menge an Glutathion im Erythrozyten verringert. Bei niedriger
Blasticidinmenge von 4 pug/mL wurde ein Anstieg der im Erythrozyten befindlichen
Gesamtglutathionmenge beobachtet (Tabelle 24). Dies deutet auf einen Adaptionsmechanismus des
Parasiten hin. In Barrand et al. wurde der Glutathionefflux des Parasiten ohne Einfluss von Substanzen
und unter Inkubation mit Hypoxanthin, Xanthinoxidase oder einem Superoxiddismutase-System
getestet. Hierbei wurde festgestellt, dass unter diesen Bedingungen (oxidative Challenge) eine
Verringerung des Glutathionexportes stattfand.?®* Durch den durch Chacl-vermittelten Abbau von
Glutathion im Erythrozyten kdnnte es demnach zu einem erhdhten Export von Glutathion in den
Erythrozyten kommen, um das Redoxmillieu aufrecht zu erhalten. Bei hohen Blasticidinmengen kénnte
der durch Chacl-vermittelte Abbau von Glutathion starker als die Exportkapazitdt des Parasiten sein.
Dies lasst die Annahme zu, dass durch weitere Erhéhung der genutzten Blasticidinmenge eine
Erniedrigung des Gesamtglutathiongehaltes unterhalb der Menge der Negativkontrolle erzeugt

werden kdnnte.
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Die in roGFP2-Messungen ermittelte verstarkte Oxidation des Erythrozytencytosols im friihen
Trophozoitenstadium zeigt, dass das Chacl-Enzym aktiv ist und zu einer Verschiebung des Redoxstatus
flhrt. Durch Abbau von Glutathion im Erythrozyten kdnnte die Menge an verfligbarem, reduzierten

Glutathion eingeschrankt sein.

Die zu dieser Methode gezeigten Daten wurden nur einfach bestimmt und die Ubertragung des in
Barrand et al. genutzten recycling-Assays stellte sich als kompliziert heraus. Die hier gezeigten Werte
wurden nicht reproduziert, weshalb die Interpretation mit Vorsicht betrachtet werden sollte.
Zusatzlich muss zur vollstandigen Charakterisierung des genutzten STEVOR-Chacl-Stammes uber
Immunofluoreszenzmikroskopie die Lokalisation bestatigt werden. Der hier mittels Westernblot
gezeigte Export des Proteins reicht nicht als zuverlassige Bestatigung aus. Aullerdem muss durch den
nicht vollstandigen Export des Proteins ebenfalls von einem Abbau des Glutathions innerhalb des

Parasiten ausgegangen werden.
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6.2. Funktionale Charakterisierung von PfAglp1, PfAglp2 und PfAglp1 Doppelknockout-Stammen

Selection linked integration-Plasmide zum Erzeugen eines Doppelknockouts von PFGLP1, PFGLP2 und
PFGLP3 in allen moglichen Kombinationen wurden erfolgreich kloniert. Hierfiir wurden von bereits im
Single-Knockout genutzten DNA-Sequenzen die Terminatorsequenzen sowie die Resistenzmarkergene
ausgetauscht, um ungewollte homologe Rekombinationen zu vermeiden. Diese wurden erfolgreich in
die Single-Knockouts transfiziert und der Aglp3Aglp1-Stamm teilweise erfolgreich selektioniert. Die in
der PCR beobachte Bande fiir die erfolgreiche Integration zeigt, dass das SLI-Plasmid in das Gen PFGLP1
integriert war (Abbildung 32). Es wurde jedoch kein reiner Knockout-Stamm erzeugt. Die PCR zeigte
ebenfalls Signale fir das Wildtyp PFGLP1. Hierbei handelte es sich dementsprechend um eine
Mischkultur. Eine wiederholte Selektion mit WR kdnnte einen reinen Knockout erzeugen. Unter
Selektionsdruck wiirden nur die Parasiten mit vollstandig korrekter Integration Uberleben. Es scheint
jedoch, dass PFGLP3 und PFGLP1 nicht essentiell fiir das Uberleben des Parasiten sind und PfGlp2 oder
andere Proteine deren Funktion komplementieren konnen. Die Moglichkeit der Komplementierung
wurde ebenfalls in den in der Masterarbeit erzeugten Daten mit Aglp1 und Aglp2 beobachtet.?’® Hier
wurde kein Einfluss des Knockouts auf das Wachstum und die Sensitivitat gegeniiber veranderten
Eisenbedingungen beobachtet. Ebenso wurde keine verdanderte Sensitivitdt im [Cso-Wert fir
Antimalariamittel, welche abhdngig von Eisen-, bzw. Eisen-Schwefel-Cluster-Proteinen
(Fosmidomycin, Atovaquon, Chloroquin) sind, festgestellt.?’® Um genaue Aussagen iber den
Aglp3Aglp1-Stamm treffen zu kdnnen missen fir einen reinen Knockout-Stamm identische Versuche
durchgefiihrt werden. Laut GFP-Fusionskonstrukten hat PfGlp1l und PfGlp2 cytosolische und PfGlp3
mitochondriale Lokalisation.?> Wenn diese Lokalisation korrekt ist, scheint die Funktion des
mitochondrialen PfGlp3 durch ein anderes Enzym komplementiert werden zu kénnen. Ebenfalls wird

PFGLP3 oft als Insertionsgen fiir verschiedene Versuche, wie Orp1-roGFP-Insertion,?”’

genutzt, ohne
einen offensichtlichen Einfluss auf den Parasiten zu haben. Andererseits hat nur PfGlpl eine
vorhergesagte mitochondriale Targetingsequenz. Uber die Essentialitdt von PFGLP1/PFGLP2 und auch
PFGLP2/PFGLP3 kann nach dieser Arbeit keine Aussage getroffen werden. Es wurden wiederholt nicht
erfolgreiche Integrationsversuche durchgefiihrt. Dies kann auf eine Essentialitat hinweisen, ist jedoch
kein ausreichender Beweis hierfir. Um dies zu untersuchen konnten Knockdown- oder
Komplementationsversuche weitere Hinweise auf die Funktion der Glps geben. Eine Funktion der Glps
im Fe/S-Cluster-Transport, wie das mitochondriale Grx5 in Hefe,’® kann nicht bestitigt werden.
Aufgrund des CGFS-Motivs von PfGlp1 hat es Ahnlichkeiten mit Grx3, Grx48%1%71%° ynd Grx5 aus Hefe
und rekombinantes PfGlpl hat keine Aktivitat im HEDS-Assay.}®2% Aufgrund dieser Eigenschaften
konnte PfGlp1 eine Rolle im intrazelluldren Eisentransport und -sensing haben. PfGIp2 und PfGlp3
haben ein CKFS- bzw. CKYS-Motiv'’® und gehéren deshalb ebenfalls zu den Klasse Il Monothiol-

Glutaredoxinen.
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6.3. Protein-Fragment-Komplementationsassay mit Split-Dihydrofolatreduktase

Zur Untersuchung der Protein-Protein-Interaktion der small Tims aus Plasmodium falciparum wurden
bereits in der Masterarbeit erfolgreich Split-mDHFR-small Tim-Konstrukte kloniert und in 3D7 WT-
Parasiten transfiziert. Diese Stamme wurden auf ihr Wachstumsverhalten unter WR-Selektionsdruck
untersucht.?’® Hierbei wurde keine Interaktion zwischen Tim8/13 und Tim9/10 beobachtet. Stdmme
mit der Kombination Tim8/9 und Tim10/13 dienten als Negativkontrolle. Auch nach Absenken der fiir
die Selektion genutzten WR-Menge wurde nur eine minimale Wachstumsveranderung an Tag 1
beobachtet (Abbildung 34 — 37). Dies weist darauf hin, dass die Parasiten nicht fahig waren, einen
vollstandigen Wachstumszyklus zu durchlaufen. Das Transkriptionsprofil des genutzten Var intron-
Promotors (PFCO005w) zeigt flr das in Epp et al. genutzte Luciferasegen im Vergleich zu PFBIO55c und
Psti/Pcam eine hohe Expression mit maximaler Expression 38 — 42 h nach Invasion.?’ Eine mégliche
Erklarung ware eine Notwenigkeit der Interaktion der small Tim-Proteine in frihen Stadien des
Parasitenzyklus, weshalb bei hoher Expression der Gene im Trophozoiten- und Schizontenstadium
keine bzw. geringere Interaktion stattfindet. Vergleiche der Transkriptionsprofile der small Tims zeigen
eine maximale Expression der Transkripte 25 h nach Invasion. Die Expression ist nur im Ring-Stadium
gering.?®” Dies schlieBt die vorherig genannte Erkldrung aus. Der minimale Anstieg der Parasitimie
wurde ebenfalls in der 3D7 WT-Kontrolle unter WR-Selektion beobachtet, weshalb der Effekt eher auf

eine verzogerte Wirkung von WR riickschlieRen lasst.

Um geringe Anderungen der Sensitivitit auszuschlieRen, wurden [Cso-Washout-Experimente
durchgefiihrt (Abbildung 38). Hierbei konnte jedoch das vorhergesagte Interaktionsmuster, Tim8/13
und Tim10/9, nicht bestatigt werden. Die Stamme mit der Kombination Tim8/13 und Tim8/9 waren

geringfligig weniger sensitiv als die Stamme Tim10/9 und Tim10/13. Dieser Effekt ist vernachlassigbar.

Ebenfalls konnte eine ungleiche Expression der Gene durch den bidirektionalen Var Intron-Promotor
des pHBIRH-Plasmides ein Ausldser der nicht erfolgreichen Etablierung sein. Es wurde in Epp et al. und
auch in dieser Arbeit gezeigt, dass das pHBIRH-Plasmid mit der Selektionsdroge Blasticidin titrierbar
ist,?%” jedoch nicht, dass beide Direktionen des Promotors gleichmaRig abgelesen werden. Das Gen
kodierend fir Split-mDHFR“*™ fusioniert mit Tim9 oder Tim13 wurde in eine Multiple Cloning Site vor
das Blasticidin-Desaminase-Gen kloniert. Das Split-mDHFR"*™-Tim8- bzw. Tim10-Gen wurde, in die

fir pHBIRH Ubliche Cloning Site des urspriinglichen Luciferasegens kloniert.

Ein zusatzlicher Faktor konnte die Proteinfaltung der small Tims sein. Durch eine zu sperrige
Tertidrstruktur kénnte durch Fusion mit den Split-mDHFR-Fragmenten die Faltung der small Tims,
sowie die Faltung der DHFR behindert werden und deren Funktion kdnnte nicht ausgefiihrt werden.
Dies kann jedoch durch das Nutzen der Leucinzipper als Kontrolle ausgeschlossen werden. GCN4

Leucinzipper aus Saccaromyces serevicea wurde bereits bei der Etablierung des Split-DHFR-Systems
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durch Levray et al. erfolgreich genutzt.??* In dem in dieser Arbeit genutzten Ein-Plasmid-System wurde
ebenfalls mit dem LZ als POI kein Parasitenwachstum nach Tag 2 beobachtet. Ein aufgrund der Fusion

missgeleiteter Import der Testproteine ist hierdurch ebenfalls auszuschlieRen.
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7. Fazit und Ausblick

7.1. STRESSistance

In dieser Arbeit wurde die Oxidative-Stress-Hypothese des Malariaparasiten Plasmodium falciparum
kritisch hinterfragt und experimentell untersucht. Hierfir wurden erfolgreich Parasitenstamme
hergestellt, welche kompartiment-spezifisch H,0, erzeugen oder entfernen. Diese Stamme wurden auf
das Wachstumsverhalten und die Sensitivitdt gegeniiber vermeintlich lber sogenannte , ROS”
wirkende Antimalariamittel untersucht. Verringerte H,O,-Mengen zeigten nur geringen oder keinen
Einfluss auf das Wachstum. Erhohte H,0,-Mengen resultierten in verschiedenen Kompartimenten in
einem verringerten Wachstum. AulRerdem wurden ICso-Analysen der Stamme mit der Positivkontrolle
Paraquat angefertigt. Die hierbei gemessenen Sensitivitatunterschiede zwischen den Stammen mit
aktiver Katalase oder DAAO und den Negativkontrollen kénnten durch Adaptionen der Parasiten auf
die veranderten H,0,-Mengen in den verschiedenen Kompartimenten erklart werden. Um diese
Adaptionen zu benennen missen noch Proteom- und Transkriptomanalysen der in dieser Arbeit
erstellten Plasmodium falciparum Stamme angefertigt werden. Hierflr wiirden sich aufgrund der 1Cso-
Ergebnisse die Stdmme mit erhohten und verringerten H;0,-Mengen im Cytosol und der
mitochondrialen Matrix anbieten. Diese Stamme kdnnten ebenfalls nach Inkubation mit Paraquat auf

mogliche Adaptionen untersucht werden.
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Abbildung 40 Schematische Darstellung der unterschiedlichen Faktoren die das Wachstum der Parasiten beeinflusst. Oben:
links: H,0,; rechts: Protein Toxizitdt; Unten: links: Blasticidin-Toxizitat; rechts: Zusammenschluss der verschiedenen Faktoren
und ihr Einfluss auf was Wachstum der Parasiten.
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Zudem ist hervorzuheben, dass die hier gemessenen Effekte nicht ausschliefllich durch H,0, zu
erklaren sind (Abbildung 40). Die Proteintoxizitdt sowie auch Effekte des zur Selektion genutzten
Blasticidins missen beachtet werden. Der Zusammenschluss dieser multikausalen Effekte erzeugt das
hier zu beobachtende Verhalten. Es kann zu einem gesteigerten Uberleben der Parasiten durch
unterschiedliche Adaptionsmechanismen kommen. Anschliefend kénnte der zu hohe H,0,-Stress zu
einem verringerten Uberleben des Parasiten fiihren. Jedoch haben ebenfalls Protein- und Blasticidin-

Toxizitat einen Einfluss auf dieses Verhalten.

Bei der Analyse der Antimalariamittel Artesunat, Chloroquin, Atovaquon und Methylenblau wurden
kaum Sensitivitatsunterschiede zwischen den Stammen mit verdanderten H,0,-Mengen und den
verwendeten Negativkontrollen beobachtet. Die erhaltenen Unterschiede in den ICso-Werten sind nur
minimal und es scheint, als wiirde H,0, keine Rolle fiir die Wirkweise dieser Antimalariamittel spielen.
Zudem koénnen die in dieser Arbeit zwar erstellten, aber nicht analysierten, Stdamme mit roGFP2-
getaggten heterologen Redoxenzymen Katalase und DAAO auf den Redoxstatus in den verschiedenen
Kompartimenten analysiert werden. Hiermit kénnen Anderungen des kompartiment-spezifischen
Redoxstatus durch Produktion oder Entfernung von H,0, untersucht werden. Ein weiterer Ansatz ware
zum Beispiel ein Plasmid kodierend fiir den Redoxsensor HyPer7 kompartiment-spezifisch zu

transfizieren, um die redox-spezifische Anderungen der Fluoreszenz zu messen.

Um genaue Aussagen Uber die in dieser Arbeit angefertigten Ergebnisse zu treffen, muss die
Lokalisation der Katalase mit unterschiedlichen Targetingsequenzen und der DAAO-Stdamme mit
Targetingsequenz der Verdauungsvakuole und dem Intermembranraum des Mitochondriums durch

Immunofluoreszenzmikroskopie noch bestatigt werden.

Um den Einfluss des Glutathionabbaus im Erythrozyten zu analysieren wurde ein STEVOR-Chacl-
Stamm erstellt und der Glutathionmenge im Erythrozyten mittels Glutathion-Recycling-Assay
gemessen. Dies fuhrte zu keinen aussagekraftigen Ergebnissen, weshalb diese Untersuchung besser
durch eine HPLC-Methode abgedeckt ware. Die Funktionalitdt der Chacl konnte von Frau Jessica
Kehrer (Lanzer Lab) mittels roGFP2-Messungen erfolgreich bestatigt werden und es fiihrt zu einer
gesteigerten Oxidation des Erythrozytencytosols in friihen Trophozoiten. Dies unterstreicht die
Wichtigkeit von Glutathion fiir den Redoxmetabolismus des Parasiten und erzeugt weitere
Moglichkeiten, die Adaption auf Verdanderung des Redoxmilieu zu untersuchen. Zudem wurde ein
STEVOR-DAAO-Stamm erstellt, welcher noch auf Produktion und Export des heterologen Enzyms
charakterisiert werden muss. AnschlieBend kénnen die Einfliisse von erhéhten H,0,-Mengen im

Erythrozyten mit Hilfe dieses Stammes analysiert werden. Mit diesem System konnte durch
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Transfektion von Redoxsensorsystemen, wie zum Beispiel roGFP2, der Redoxstatus im Parasiten durch

veranderte H,0,-Mengen im Erythrozyten mikroskopisch analysiert werden.
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7.2. Funktionale Charakterisierung von PfAglp1, PfAglp2 und PfAglp1 Doppelknockout-Stammen

In dieser Arbeit wurden die Glutaredoxin-like proteins von Plasmodium falciparum auf ihre Essentialitat
im Doppelknockout getestet. Hierflir wurden SLI-Plasmide kloniert, um in bereits bestehenden Aglp2-
oder Aglp3-Stammen PFGLP1 bzw. PFGLP2 zu inaktivieren. Die Plasmide wurden vollstandig korrekt
sequenziert und erfolgreich transfiziert. Bei der Selektion der Integration konnte nur ein Aglp3Aglp1-
Stamm erhalten werden. Dieser scheint jedoch eine Mischkultur zu sein, weshalb hier weitere
Selektionsversuche durchgefiihrt werden missen. Jedoch kann vermutet werden, dass PfGlp2 die
Funktion von PfGlpl und PfGlp3 kompensieren kann. Die nicht erfolgreiche Erzeugung eines
Aglp2Aglp1- und Aglp3Aglp2-Stammes lasst vermuten, dass hier die Funktion nicht komplementierbar
ist. Um diese Hypothese zu bestatigen, missen jedoch weitere Analysen, wie zum Beispiel eine

Komplementation des Doppelknockout-Gens folgen.

7.3. Protein-Fragment-Komplementationsassay mit Split-Dihydrofolatreduktase

In dieser Arbeit wurde versucht, das Split-mDHFR-Assay als Ein-Plasmid-System in Plasmodium
falciparum zu etablieren. Hierzu sollte die Protein-Protein-Interaktion der small Tim-Proteine Tim8/13
und Tim9/10 untersucht werden. Bei WR-Selektionsversuchen wurde nur ein kurzfristiges Wachstum
an Tag 1l beobachtet. Anschliefend kam es zum Absterben der Parasiten. Auch bei Washout-
Experimenten wurde kein Unterschied in der Sensitivitat, verglichen mit den Kontrollen, ermittelt. Um
die generelle Funktionsweise des Ein-Plasmid-Systems zu analysieren wurden als POl der Leucinzipper
GCN4 von Hefe als bekannte Protein-Protein-Interaktion genutzt. Hierbei wurde ebenfalls keine
erfolgreiche WR-Selektion durchgefihrt. Das Split-mDHFR-System als Ein-Plasmid-System wurde nicht

erfolgreich etabliert.
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8. Anhang

8.1. STRESSistance DNA-Sequenzen der synthetisierten Sequenzen
8.1.1. Sequenzen der genutzten Targetingsequenzen
Beispielhaftes Konstrukt: MitoM + 3xHA + TgKatalase

Schnittstellen MitoM-Targetingsequenz 3xHA-Tag TgKatalase

ACTAGTATGATAAGTACATTAAGAGGTAAAATATTTAATAATGGTAGTAATAGAAATAAATGTGTTTCAATTTTAAGTAATAT
ACAAAAAAGAAATATTAGTAAAGATATTAGATTTGGATCAGATGCAAGAACAGCTATGTTAACAGGTTGTAATAAATTAGCTG
ATGCTGTATCTGTAACTTTAGGTCCAAAAGGTAGAAATGTAATAGGATCCTATCCTTATGATGTTCCAGATTATGCAGGTTAT
CCTTATGATGTACCAGATTATGCTGGTTATCCTTATGATGTTCCTGATTATGCAGCGGCCGCAACACAAGTACCTCCTGTAAC
ATTTCAACAATATGGTCCAGTAATAACAACAAGTGCTGGTAATCCTGTAGATGATAATCAAAATAGTGTAACAGCAGGTCCTT
ATGGACCAGCTATTTTAAGTAATTTTCATTTAATAGATAAATTAGCACATTTTGATAGAGAAAGAATACCAGAAAGAGTTGTA
CATGCAAAAGGTGGAGGAGCATTTGGTTATTTTGAAGTTACACATGATATAACAAGATTTTGTAAAGCTAAATTGTTTGAAAA
AATAGGAAAAAGAACACCAGTATTTGCAAGATTTTCAACAGTTGCTGGTGAAAGTGGATCAGCAGATACAAGAAGAGATCCAA
GAGGTTTTGCATTAAAATTTTATACAGAAGAAGGTAATTGGGATATGGTAGGAAATAATACACCAATATTTTTCGTTAGAGAT
GCTATAAAATTTCCAGATTTTATACATACACAAAAAAGACATCCACAAACACATTTACATGATCCAAATATGGTATGGGATTT
CTTTAGTTTAGTTCCAGAATCAGTTCATCAAGTAACATTTTTATATACAGATAGAGGTACACCAGATGGATTTAGACACATGA
ATGGTTATGGAAGTCATACATTTAAATTTATTAATAAAGATAATGAAGCATTTTATGTAAAATGGCATTTTAAAACAAATCAA
GGAATTAAAAATTTAAATAGACAAAGAGCAAAAGAATTAGAAAGTGAAGATCCAGATTATGCTGTAAGAGATTTATTTAATGC
AATTGCTAAAAGAGAATTTCCATCATGGACATTTTGTATACAAGTTATGCCATTAAAAGATGCTGAAACATATAAATGGAATG
TTTTTGATGTAACAAAAGTTTGGCCACATGGTGATTATCCATTAATTCCAGTAGGAAGATTAGTTTTAGATAGAAATCCAGAA
AATTATTTTCAAGATGTAGAACAAGCAGCTTTTGCACCAGCTCACATGGTTCCAGGTATTGAACCAAGTGAAGATAGAATGTT
ACAAGGAAGAATGTTTTCATATATAGATACACATAGACATAGATTAGGTGCAAATTATCATCAAATACCAGTTAATAGACCTT
GGAATGCTAGAGGTGGAGATTATTCAGTAAGAGATGGTCCAATGTGTGTTGATGGTAATAAAGGAAGTCAATTAAATTATGAA
CCAAATTCAGTAGATGGATTTCCAAAAGAAGATAGAAATGCAGCTGTTAGTGGTACAACAACAGTATCAGGAACAGTTGCATG
TCATCCACAAGAACATCCAAATAGTGATTTTGAACAACCTGGTAATTTTTATAGAACAGTATTATCAGAACCAGAAAGAGAAG
CATTAATTGGAAATATAGCAGAACATTTAAGACAAGCTAGAAGAGATATACAAGAAAGACAAGTTAAAATATTCTATAAATGT
GATCCAGAATATGGTGAAAGAGTAGCAAGAGCAATAGGTTTACCAACAGCAGCATGTTATCCAGCAAAAATGTAAGAGCTC

Targetingsequenzen:

Fir cytosolische Lokalisation:

ACTAGTATGGGATCC

Aminosduresequenz:

M

Verdauungsvakuole (Plasmepsin IV):

ACTAGTATGGCATTAACAGTAAAAGAAGAAGAATTTAGTAATACATTAATAAAAAATGCTAGTGCATTTGATAGATTAAAATT
AGGAAATTTAAAAAATTTAAAAATACAAAAGAAATTACAATTTTTATATTTAATATTATTTGTTTTAATTACAGGTGTTTTTT
TTTTTTTTTTAATAGGAAATTTTTATTCACATAGAAAATTATATCAAGTTGGATCC
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Aminosauresequenz:
MALTVKEEEFSNTLIKNASAFDRLKLGNLKNLKIQKKLQFLYLILFVLITGVFFFFLIGNFYSHRKLYQV

Mitochondriale Matrix (Hsp60):

ACTAGTATGATAAGTACATTAAGAGGTAAAATATTTAATAATGGTAGTAATAGAAATAAATGTGTTTCAATTTTAAGTAATAT
ACAAAAAAGAAATATTAGTAAAGATATTAGATTTGGATCAGATGCAAGAACAGCTATGTTAACAGGTTGTAATAAATTAGCTG
ATGCTGTATCTGTAACTTTAGGTCCAAAAGGTAGAAATGTAATAGGATCC

Aminosauresequenz:
MISTLRGKIFNNGSNRNKCVSILSNIQKRNISKDIRFGSDARTAMLTGCNKLADAVSVTLGPKGRNVI

Intermembranraum des Mitochondriums (DHODH):

ACTAGTATGATTAGTAAATTAAAACCTCAATTTATGTTTTTACCTAAAAAACATATATTATCTTATTGTAGAAAAGATGTATT
AAATTTATTTGAACAAAAATTTTATTATACAAGTAAAAGAAAAGAATCAAATAATATGAAAAATGAAAGTTTATTAAGATTAA
TTAATTATAATAGATATTATAATAAAATTGATTCAAATAATTATTATAATGGAGGTAAAATATTGAGTAATGATAGACAATAT
ATTTATTCACCATTATGTGAATATAAAAAGAAAATAAATGATATAAGTAGTTATGTTAGTGTACCATTTAAAATAAATATTAG
AAATTTAGGAACATCAAATTTTGTTAATAATAAAAAAGATGTATTAGATAATGATTATATATATGAAAATATAAAGAAAGAAA
AAAGTAAACATAAGAAAATAATATTTTTGTTATTTGTTTCATTATTTGGTTTATATGGTTTTTTTGAATCTTATAATGGTTCT
GGTAGTGGTAGTGGTTCTGGATCC

Aminosduresequenz:

MISKLKPQFMFLPKKHILSYCRKDVLNLFEQKEYYTSKRKESNNMKNESLLRLINYNRYYNKIDSNNYYNGGKILSNDRQYTIY
SPLCEYKKKINDISSYVSVPFKINIRNLGTSNFVNNKKDVLDNDYIYENIKKEKSKHKKIIFLLEFVSLFGLYGFFESYNGSGS
GSGS

Intermembranraum des Mitochondriums™™" (NADH Cytochrom bs-Reduktase):

ACTAGTATGAAAAGAAGTTTTAGATCAATGTTAAGAAGTATATTTATGAGAATATTATATTTCTTAACATCAAATATTAGTTC
AATAATTATATTTTGTGTTAGTATATCATTTTTAGGATATTTTGGTAAAGAATTACATAATAATAATAAAGGAAGTGGTTCAG
GAAGTGGTTCAGGATCC

Aminosauresequenz:
MKRSFRSMLRSIFMRILYFLTSNISSIIIFCVSISFLGYFGKELHNNNKGSGSGSGS

Erythrozyten (STEVOR):

ACTAGTATGAAAATGTATTATTTAAAAATGTTATTATTTAATTTCTTAATAAATGTTTTAGTATTACCACATTATGAAAATTA
TCAAAATAATCATTATAATATAAGATTAATTCCAAATAATACATATAGAATAACAATTAAAAGTAGATTATTAGCACAAACAC
AAATTCATAATCCACATTATCATAATGATCCAGAATTAAAAGAAATAATTGATAAATTAAATGAAGATGCTATAAAGAAAGGA
1LCC

Aminosduresequenz:

MKMYYLKMLLENFLINVLVLPHYENYQONNHYNIRLIPNNTYRITIKSRLLAQTQIHNPHYHNDPELKEIIDKLNEDAIKK
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Tag:

3xHA-Tag:

GGATCCTATCCTTATGATGTTCCAGATTATGCAGGTTATCCTTATGATGTACCAGATTATGCTGGTTATCCTTATGATGTTCC
TGATTATGCAGCGGCCGC

Aminosauresequenz:
YPYDVPDYAGYPYDVPDYAGYPYDVPDY

roGFP2:

GGATCCGCAAGCGAATTCTCAAAGGGTGAAGAATTGTTTACAGGTGTTGTTCCTATTTTAGTCGAATTGGACGGTGACGTTAA
TGGTCATAAGTTTAGTGTTAGTGGTGAAGGTGAAGGTGACGCAACATACGGTAAATTGACCTTGAAGTTTATTTCAACTACTG
GTAAATTGCCAGTTCCTTGGCCAACTTTGGTAACCACTTTAACATATGGTGTACAATGTTTCAGTAGATACCCTGATCATATG
AAACAACACGACTTTTTCAAGTCTGCTATGCCAGAAGGTTACGTTCAAGAAAGAACTATTTTCTTTAAGGATGACGGTAACTA
CAAGACCAGAGCAGAAGTCAAATTTGAAGGTGACACTTTGGTTAACAGAATCGAATTGAAGGGTATCGATTTCAAGGAAGACG
GTAACATCTTGGGTCATAAATTGGAATACAACTACAACTGTCACAATGTATACATAATGGCCGATAAGCAAAAGAATGGTATC
AAAGTCAACTTCAAGATCAGACATAACATCGAAGATGGTTCTGTTCAATTAGCTGACCACTATCAACAAAATACACCTATTGG
TGACGGTCCTGTTTTGTTACCAGACAACCATTACTTGTCTACCTGCTCAGCTTTATCCAAAGATCCAAATGAAAAGAGAGACC
ATATGGTATTGTTAGAATTTGTCACCGCAGCAGGTATCACATTGGGTATGGATGAATTGTATAAAACTAGCGGTGGTTCAGGT
GGTGGTGGTTCAGGTGGTGGTGGTTCAGGTGGAGGAGGATCAGGAGGAGGAGGATCAGGAGGAGGAGGATCAGGAGGAGAATT
CGCGGCCGC

Aminosauresequenz:

ASEFSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFISTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCEFSRYPDHMKQ
HDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNCHNVYIMADKQKNGIKV
NFKIRHNIEDGSVQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTCSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYKTSGGSGGG
GSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGEF

Heterologe Redoxenzyme:

Rhotodurula gracilis D-Aminosdure Oxidase:

GCGGCCGCACATAGTCAAAAAAGAGTAGTTGTATTAGGTTCAGGAGTTATTGGTTTATCATCAGCATTAATTTTAGCAAGAAA
AGGTTATTCAGTTCATATATTAGCTAGAGATTTACCAGAAGATGTTAGTTCACAAACATTTGCAAGTCCTTGGGCAGGAGCTA
ATTGGACACCATTTATGACATTAACAGATGGTCCAAGACAAGCTAAATGGGAAGAATCAACATTTAAAAAATGGGTTGAATTA
GTACCAACAGGACATGCTATGTGGTTAAAAGGTACAAGAAGATTTGCACAAAATGAAGATGGATTATTAGGTCATTGGTATAA
AGATATAACACCAAATTATAGACCATTACCAAGTTCAGAATGTCCACCAGGAGCTATAGGTGTTACTTATGATACATTAAGTG
TACATGCACCAAAATATTGTCAATATTTAGCTAGAGAATTACAAAAATTGGGAGCAACATTTGAAAGAAGAACAGTAACAAGT
TTAGAACAAGCATTTGATGGTGCTGATTTAGTTGTAAATGCAACAGGATTAGGTGCAAAATCAATAGCTGGAATTGATGATCA
AGCAGCTGAACCAATTAGAGGTCAAACAGTTTTAGTAAAAAGTCCATGTAAAAGATGTACAATGGATAGTTCAGATCCAGCAT
CACCAGCTTATATAATTCCAAGACCAGGTGGAGAAGTTATTTGTGGAGGAACTTATGGAGTTGGTGATTGGGATTTATCAGTT
AATCCAGAAACAGTACAAAGAATATTAAAACATTGTTTAAGATTAGATCCAACAATTAGTTCAGATGGAACAATAGAAGGTAT
AGAAGTTTTAAGACATAATGTAGGATTAAGACCAGCTAGAAGAGGTGGACCAAGAGTTGAAGCAGAAAGAATTGTATTACCAT
TAGATAGAACAAAAAGTCCATTATCATTAGGAAGAGGTAGTGCAAGAGCAGCTAAAGAAAAAGAAGTTACATTAGTACATGCT
TATGGATTTAGTTCAGCTGGTTATCAACAATCATGGGGTGCAGCTGAAGATGTTGCACAATTAGTAGATGAAGCATTTCAAAG
ATATCATGGAGCAGCAAGAGAATCAGGTTTATAAGAGCTC
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Aminosauresequenz:

HSQKRVVVLGSGVIGLSSALILARKGYSVHILARDLPEDVSSQTFASPWAGANWTPFMTLTDGPROQAKWEESTFKKWVELVPT
GHAMWLKGTRRFAQNEDGLLGHWYKDITPNYRPLPSSECPPGAIGVTYDTLSVHAPKYCQYLARELQKLGATFERRTVTSLEQ
AFDGADLVVNATGLGAKSIAGIDDQAAEPIRGQTVLVKSPCKRCTMDSSDPASPAYIIPRPGGEVICGGTYGVGDWDLSVNPE
TVORILKHCLRLDPTISSDGTIEGIEVLRHNVGLRPARRGGPRVEAERIVLPLDRTKSPLSLGRGSARAAKEKEVTLVHAYGF

SSAGYQQSWGAAEDVAQLVDEAFQRYHGAARESGL*

Rhotodurula gracilis D-AminosiureoxidaseR?8>A:

GCGGCCGCACATAGTCAAAAAAGAGTAGTTGTATTAGGTTCAGGAGTTATTGGTTTATCATCAGCATTAATTTTAGCAAGAAA
AGGTTATTCAGTTCATATATTAGCTAGAGATTTACCAGAAGATGTTAGTTCACAAACATTTGCAAGTCCTTGGGCAGGAGCTA
ATTGGACACCATTTATGACATTAACAGATGGTCCAAGACAAGCTAAATGGGAAGAATCAACATTTAAAAAATGGGTTGAATTA
GTACCAACAGGACATGCTATGTGGTTAAAAGGTACAAGAAGATTTGCACAAAATGAAGATGGATTATTAGGTCATTGGTATAA
AGATATAACACCAAATTATAGACCATTACCAAGTTCAGAATGTCCACCAGGAGCTATAGGTGTTACTTATGATACATTAAGTG
TACATGCACCAAAATATTGTCAATATTTAGCTAGAGAATTACAAAAATTGGGAGCAACATTTGAAAGAAGAACAGTAACAAGT
TTAGAACAAGCATTTGATGGTGCTGATTTAGTTGTAAATGCAACAGGATTAGGTGCAAAATCAATAGCTGGAATTGATGATCA
AGCAGCTGAACCAATTAGAGGTCAAACAGTTTTAGTAAAAAGTCCATGTAAAAGATGTACAATGGATAGTTCAGATCCAGCAT
CACCAGCTTATATAATTCCAAGACCAGGTGGAGAAGTTATTTGTGGAGGAACTTATGGAGTTGGTGATTGGGATTTATCAGTT
AATCCAGAAACAGTACAAAGAATATTAAAACATTGTTTAAGATTAGATCCAACAATTAGTTCAGATGGAACAATAGAAGGTAT
AGAAGTTTTAAGACATAATGTAGGATTAGCACCAGCTAGAAGAGGTGGACCAAGAGTTGAAGCAGAAAGAATTGTATTACCAT
TAGATAGAACAAAAAGTCCATTATCATTAGGAAGAGGTAGTGCAAGAGCAGCTAAAGAAAAAGAAGTTACATTAGTACATGCT
TATGGATTTAGTTCAGCTGGTTATCAACAATCATGGGGTGCAGCTGAAGATGTTGCACAATTAGTAGATGAAGCATTTCAAAG
ATATCATGGAGCAGCAAGAGAATCAGGTTTATAAGAGCTC

Aminosauresequenz:

HSQKRVVVLGSGVIGLSSALILARKGYSVHILARDLPEDVSSQTFASPWAGANWTPFMTLTDGPRQAKWEESTFKKWVELVPT
GHAMWLKGTRRFAQNEDGLLGHWYKDITPNYRPLPSSECPPGAIGVTYDTLSVHAPKYCQYLARELQKLGATFERRTVTSLEQ
AFDGADLVVNATGLGAKSIAGIDDQAAEPIRGOTVLVKSPCKRCTMDSSDPASPAYIIPRPGGEVICGGTYGVGDWDLSVNPE
TVORILKHCLRLDPTISSDGTIEGIEVLRHNVGLAPARRGGPRVEAERIVLPLDRTKSPLSLGRGSARAAKEKEVTLVHAYGE
SSAGYQQSWGAAEDVAQLVDEAFQRYHGAARESGL*

Toxoplasma gondii Katalase:

GCGGCCGCAACACAAGTACCTCCTGTAACATTTCAACAATATGGTCCAGTAATAACAACAAGTGCTGGTAATCCTGTAGATGA
TAATCAAAATAGTGTAACAGCAGGTCCTTATGGACCAGCTATTTTAAGTAATTTTCATTTAATAGATAAATTAGCACATTTTG
ATAGAGAAAGAATACCAGAAAGAGTTGTACATGCAAAAGGTGGAGGAGCATTTGGTTATTTTGAAGTTACACATGATATAACA
AGATTTTGTAAAGCTAAATTGTTTGAAAAAATAGGAAAAAGAACACCAGTATTTGCAAGATTTTCAACAGTTGCTGGTGAAAG
TGGATCAGCAGATACAAGAAGAGATCCAAGAGGTTTTGCATTAAAATTTTATACAGAAGAAGGTAATTGGGATATGGTAGGAA
ATAATACACCAATATTTTTCGTTAGAGATGCTATAAAATTTCCAGATTTTATACATACACAAAAAAGACATCCACAAACACAT
TTACATGATCCAAATATGGTATGGGATTTCTTTAGTTTAGTTCCAGAATCAGTTCATCAAGTAACATTTTTATATACAGATAG
AGGTACACCAGATGGATTTAGACACATGAATGGTTATGGAAGTCATACATTTAAATTTATTAATAAAGATAATGAAGCATTTT
ATGTAAAATGGCATTTTAAAACAAATCAAGGAATTAAAAATTTAAATAGACAAAGAGCAAAAGAATTAGAAAGTGAAGATCCA
GATTATGCTGTAAGAGATTTATTTAATGCAATTGCTAAAAGAGAATTTCCATCATGGACATTTTGTATACAAGTTATGCCATT
AAAAGATGCTGAAACATATAAATGGAATGTTTTTGATGTAACAAAAGTTTGGCCACATGGTGATTATCCATTAATTCCAGTAG
GAAGATTAGTTTTAGATAGAAATCCAGAAAATTATTTTCAAGATGTAGAACAAGCAGCTTTTGCACCAGCTCACATGGTTCCA
GGTATTGAACCAAGTGAAGATAGAATGTTACAAGGAAGAATGTTTTCATATATAGATACACATAGACATAGATTAGGTGCAAA
TTATCATCAAATACCAGTTAATAGACCTTGGAATGCTAGAGGTGGAGATTATTCAGTAAGAGATGGTCCAATGTGTGTTGATG
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GTAATAAAGGAAGTCAATTAAATTATGAACCAAATTCAGTAGATGGATTTCCAAAAGAAGATAGAAATGCAGCTGTTAGTGGT
ACAACAACAGTATCAGGAACAGTTGCATGTCATCCACAAGAACATCCAAATAGTGATTTTGAACAACCTGGTAATTTTTATAG
AACAGTATTATCAGAACCAGAAAGAGAAGCATTAATTGGAAATATAGCAGAACATTTAAGACAAGCTAGAAGAGATATACAAG
AAAGACAAGTTAAAATATTCTATAAATGTGATCCAGAATATGGTGAAAGAGTAGCAAGAGCAATAGGTTTACCAACAGCAGCA
TGTTATCCAGCAAAAATGTAAGAGCTC

Aminosauresequenz:

TOQVPPVTFQQYGPVITTSAGNPVDDNONSVTAGPYGPAILSNFHLIDKLAHFDRERIPERVVHAKGGGAFGYFEVTHDITREC
KAKLFEKIGKRTPVFARFSTVAGESGSADTRRDPRGFALKFYTEEGNWDMVGNNTPIFFVRDAIKEFPDFIHTQKRHPQTHLHD
PNMVWDFFSLVPESVHQVTFLYTDRGTPDGFRHMNGYGSHTFKFINKDNEAFYVKWHEFKTNQGIKNLNRQRAKELESEDPDYA
VRDLEFNAIAKREFPSWTFCIQVMPLKDAETYKWNVEDVTKVWPHGDYPLIPVGRLVLDRNPENYFQDVEQAAFAPAHMVPGIE
PSEDRMLOGRMFEFSYIDTHRHRLGANYHQIPVNRPWNARGGDYSVRDGPMCVDGNKGSQLNYEPNSVDGFPKEDRNAAVSGTTT
VSGTVACHPQEHPNSDFEQPGNEFYRTVLSEPEREALIGNIAEHLRQARRDIQERQVKIFYKCDPEYGERVARAIGLPTAACYP

AKM*

Toxoplasma gondii Katalase"®4N:

GCGGCCGCAACACAAGTACCTCCTGTAACATTTCAACAATATGGTCCAGTAATAACAACAAGTGCTGGTAATCCTGTAGATGA
TAATCAAAATAGTGTAACAGCAGGTCCTTATGGACCAGCTATTTTAAGTAATTTTCATTTAATAGATAAATTAGCACATTTTG
ATAGAGAAAGAATACCAGAAAGAGTTGTAAATGCAAAAGGTGGAGGAGCATTTGGTTATTTTGAAGTTACACATGATATAACA
AGATTTTGTAAAGCTAAATTGTTTGAAAAAATAGGAAAAAGAACACCAGTATTTGCAAGATTTTCAACAGTTGCTGGTGAAAG
TGGATCAGCAGATACAAGAAGAGATCCAAGAGGTTTTGCATTAAAATTTTATACAGAAGAAGGTAATTGGGATATGGTAGGAA
ATAATACACCAATATTTTTCGTTAGAGATGCTATAAAATTTCCAGATTTTATACATACACAAAAAAGACATCCACAAACACAT
TTACATGATCCAAATATGGTATGGGATTTCTTTAGTTTAGTTCCAGAATCAGTTCATCAAGTAACATTTTTATATACAGATAG
AGGTACACCAGATGGATTTAGACACATGAATGGTTATGGAAGTCATACATTTAAATTTATTAATAAAGATAATGAAGCATTTT
ATGTAAAATGGCATTTTAAAACAAATCAAGGAATTAAAAATTTAAATAGACAAAGAGCAAAAGAATTAGAAAGTGAAGATCCA
GATTATGCTGTAAGAGATTTATTTAATGCAATTGCTAAAAGAGAATTTCCATCATGGACATTTTGTATACAAGTTATGCCATT
AAAAGATGCTGAAACATATAAATGGAATGTTTTTGATGTAACAAAAGTTTGGCCACATGGTGATTATCCATTAATTCCAGTAG
GAAGATTAGTTTTAGATAGAAATCCAGAAAATTATTTTCAAGATGTAGAACAAGCAGCTTTTGCACCAGCTCACATGGTTCCA
GGTATTGAACCAAGTGAAGATAGAATGTTACAAGGAAGAATGTTTTCATATATAGATACACATAGACATAGATTAGGTGCAAA
TTATCATCAAATACCAGTTAATAGACCTTGGAATGCTAGAGGTGGAGATTATTCAGTAAGAGATGGTCCAATGTGTGTTGATG
GTAATAAAGGAAGTCAATTAAATTATGAACCAAATTCAGTAGATGGATTTCCAAAAGAAGATAGAAATGCAGCTGTTAGTGGT
ACAACAACAGTATCAGGAACAGTTGCATGTCATCCACAAGAACATCCAAATAGTGATTTTGAACAACCTGGTAATTTTTATAG
AACAGTATTATCAGAACCAGAAAGAGAAGCATTAATTGGAAATATAGCAGAACATTTAAGACAAGCTAGAAGAGATATACAAG
AAAGACAAGTTAAAATATTCTATAAATGTGATCCAGAATATGGTGAAAGAGTAGCAAGAGCAATAGGTTTACCAACAGCAGCA
TGTTATCCAGCAAAAATGTAAGAGCTC

Aminosauresequenz:

TQVPPVTFQQYGPVITTSAGNPVDDNONSVTAGPYGPAILSNFHLIDKLAHFDRERIPERVVNAKGGGAFGYFEVTHDITREC
KAKLFEKIGKRTPVFARFSTVAGESGSADTRRDPRGFALKFYTEEGNWDMVGNNTPIFFVRDAIKFPDFIHTQKRHPQTHLHD
PNMVWDFFSLVPESVHQVTEFLYTDRGTPDGFRHMNGYGSHTFKFINKDNEAFYVKWHEKTNQGIKNLNRQRAKELESEDPDYA
VRDLENAIAKREFPSWTFCIQVMPLKDAETYKWNVEDVTKVWPHGDYPLIPVGRLVLDRNPENYFQDVEQAAFAPAHMVPGIE
PSEDRMLQGRMFSYIDTHRHRLGANYHQIPVNRPWNARGGDY SVRDGPMCVDGNKGSQLNYEPNSVDGFPKEDRNAAVSGTTT
VSGTVACHPQEHPNSDFEQPGNFYRTVLSEPEREALIGNIAEHLRQARRDIQERQVKIFYKCDPEYGERVARAIGLPTAACYP

AKM*
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Chacl:

GCGGCCGCAAAACAAGAAAGTGCATCACAAAGTACACCACCACCATCATTAAGTCCAGCACCAAGTTCAGCTCAACCATTTTG
GGGAGATGGTGATCCACAAGCATTATGGATATTTGGATATGGTTCATTAGTTTGGAAACCAGATTTTGCTTATTCAGATAGTA
GAGTTGGATTTGTAAGAGGTTATTCAAGAAGATTTTGGCAAGGAGATACATTTCATAGAGGTAGTGATAAAATGCCAGGAAGA
GTTGTAACATTATTAGAAGATCATGAAGGAAGTACATGGGGTGTTGCTTATCAAGTTAGAGGTGAACAAGTTAATGAAGCATT
AAAATATTTAAATGTTAGAGAAGCTGTATTAGGTGGATATGATACAAAAGAAGTAACATTTTATCCACAAGATACACCAGATC
AACCATTAACAGCATTAGCTTATGTTGCAACACCACAAAATCCAGGATATTTAGGTCCAGCTCCAGAAGAAGTAATAGCAACA
CAAATTTTAGCTTCAAGAGGATTTAGTGGTCATAATTTAGAATATTTATTAAGATTAGCAGATTTTATGCAATTATCAGGTCC
ACAAGCTCAAGATGAACATTTAGAAGCAATTGTTGATGCTGTAGGAACATTATTACCAAGTTCATATTTACCAGAACAACCAT
TAGCATTAACATAAGAGCTC

Aminosduresequenz:

KQESASQSTPPPSLSPAPSSAQPFWGDGDPQALWIFGYGSLVWKPDFAYSDSRVGEVRGYSRREWQGDTFHRGSDKMPGRVVT
LLEDHEGSTWGVAYQVRGEQVNEALKYLNVREAVLGGYDTKEVTEFYPODTPDQPLTALAYVATPONPGYLGPAPEEVIATQIL
ASRGFSGHNLEYLLRLADFMQLSGPQAQDEHLEAIVDAVGTLLPSSYLPEQPLALT*
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8.1.2. ICso-Analyse der Stamme mit heterologer Katalase mit Menadion

4 ug/mLBla

Wachstum [%]

15 pg/mL Bla

Wachstum [%]

1C5 [HM]

120
100
80
60
40
20

0
1

120
100
80
60
40
20

0
1

14 4
12 4
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TgCatalase
120 1 120 120
100 1 100 100 1
80 1 80 1 80 1
60 60 60
40 40 A 40 A
20 20 20
n=3%3 n=3%*3 n=3*3 n=3*3
- 0 ——e———— 0 —— 0 e
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Abbildung 41 ICso-Messungen der Stimme mit heterologer Katalase (schwarz) oder Negativkontrolle Katalase"®N (grau) im
Cytosol, der Verdauungsvakuole, der mitochondrialen Matrix und dem Intermembranraum des Mitochondriums mit der
Substanz Menadion. Alle Messungen wurden mit 4 oder 15 pg/mL Blasticidin zur Selektion durchgefiihrt. Fir die Messungen
wurden asynchrone Parasitenkulturen in 96-Wellplatten genutzt. Die Kulturen wurden bei einer Anfangsparasitamie von
0.5 % 72 h bei Standardkultivierungsbedingungen kultiviert. Das Wachstum wurde tiber Messung der DNA mittels SYBRgreen
| bestimmt (100 % Wachstum entspricht einer Kultur ohne Zugabe von Substanz). (n = y; y = biologisches Replikat; technisches

Replikat (z))

Tabelle 27 Gemessene ICso-Werte fir Menadion mit Plasmodium falciparum Stammen mit heterologer Katalase oder
inaktiver Punktmutante Katalase"®*N im Cytosol, der Verdauungsvakuole, der mitochondrialen Matrix oder dem
Intermembranraum des Mitochondriums.

Menadion [uM] 4 pg/mL Blasticidin 15 pg/mL Blasticidin
Katalase Katalaset®*N Katalase Katalase"®N
Cyto 7.8+0.9 8.7+0.6 93+15 81+1.8
DV 72113 8203 9.9+0.6 10.0+0.8
MitoM 6.7%+2.0 74+14 9.6+0.9 8.8+0.6
IMS 8.510.6 7614 10.5+0.0 10.8 £ 0.6
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8.1.3. Statistik zu den ICsp-Analysen der Stamme mit heterologer Katalase und DAAO

One Way Analysis of Variance

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):
Overall significance level = 0.05

Cyto DAAO Paraquat 4 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

DAAO* 3 0 102.500 22.200 12.817

DAAO~ 3 0 140.200 14.300 8.256

DAAQR285A+ 3 0 76.600 4.500 2.598

DAAQR285A- 3 0 75.000 5.300 3.060
Comparisonl Comparison2 Diff of Means t P P<0.050
DAAO- DAAQR285A~ 65.200 5.849 0.002 Yes
DAAO- DAAQR?285A+ 63.600 5.705 0.002 Yes
DAAO~ DAAO* 37.700 3.382 0.038 Yes
DAAO* DAAQR285A~ 27.500 2.467 0.112 No
DAAO* DAAQR285A+ 25.900 2.323 0.095 No
DAAQR285A+ DAAQR285A- 0.144 0.889 0.889 No

Cyto DAAO Paraquat 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

DAAO* 7 0 159.800 36.400 13.758

DAAO- 7 0 151.000 21.200 8.013

DAAQR285A+ 7 0 120.600 8.500 3.213

DAAQR285A- 7 0 124.600 8.400 3.175
Comparisonl Comparison2 Diff of Means t P P<0.050
DAAO* DAAQR?285A+ 39.200 3.350 0.016 Yes
DAAO* DAAQR?85A- 35.200 3.008 0.030 Yes
DAAO- DAAQR285A+ 30.400 2.598 0.062 No
DAAO- DAAQR285A- 26.400 2.256 0.097 No
DAAO* DAAO- 8.800 0.752 0.708 No
DAAQR285A- DAAQR285A+ 4.000 0.342 0.735 No

Cyto DAAO Artesunat 4 g/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the

difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.724).

Cyto DAAO Artesunat 15 pg/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the

difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.120).

Cyto DAAO Chloroquin 4 pg/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the

difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.110).

Cyto DAAO Chloroquin 15 pg/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the

difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.408).
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Cyto DAAO Atovaquon 4 pg/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the

difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.629).

Cyto DAAO Atovaquon 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

DAAO* 3 0 7.200 1.200 0.693

DAAO- 3 0 7.000 2.100 1.212

DAAQR285A+ 3 0 11.800 1.700  0.981

DAAQR285A- 3 0 12.200 2.500 1.443
Comparisonl Comparison2 Diff of Means t P P<0.050
DAAQR285A- DAAO- 5.200 3.290 0.064 No
DAAQR285A- DAAO* 5.000 3.163 0.065 No
DAAQR?285A+ DAAO- 4.800 3.037 0.063 No
DAAQR285A+ DAAO* 4.600 2.910 0.058 No
DAAQR285A- DAAQR285A+ 0.400 0.253 0.963 No
DAAO* DAAO- 0.200 0.127 0.902 No

Cyto DAAO Methylenblau 4 ug/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

DAAO* 3 0 8.400 1.000 0.577

DAAO- 3 0 12.100 2.500 1.443

DAAQR285A+ 3 0 6.600 0.1000 0.0577

DAAQR285A- 3 0 8.100 1.200 0.693
Comparisonl Comparison2 Diff of Means t P P<0.050
DAAO- DAAQR?285A+ 5.500 4.568 0.011 Yes
DAAO- DAAQR285A- 4.000 3.322 0.051 No
DAAO- DAAO* 3.700 3.073 0.060 No
DAAO* DAAQR?285A+ 1.800 1.495 0.435 No
DAAQR?85A- DAAQR?285A+ 1.500 1.246 0.435 No
DAAO* DAAQR285A- 0.300 0.249 0.810 No

Cyto DAAO Methylenblau 15 pg/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.119).

DV DAAO Paraquat 4 ug/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

DAAO* 3 0 160.500 24.200 13.972

DAAO~ 3 0 159.400 44.900 25.923

DAAQR285A+ 3 0 79.000 7.200  4.157

DAAQR285A- 3 0 80.200 9.800  5.658
Comparisonl Comparison2 Diff of Means t P P<0.050
DAAO* DAAQR285A+ 81.500 3.807 0.031 Yes
DAAO- DAAQR285A+ 80.400 3.756 0.028 Yes
DAAO* DAAQR28>A- 80.300 3.751 0.022 Yes
DAAO- DAAQR28>A- 79.200 3.700 0.018 Yes
DAAQR285A- DAAQR285A+ 1.200 0.0561 0.998 No

DAAO* DAAO- 1.100 0.0514 0.960 No
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DV DAAO Paraquat 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

DAAO* 3 0 147.300 23.100 13.337

DAAO- 3 0 154.000 17.500 10.104

DAAQR285A+ 3 0 76.400 9.500 5.485

DAAQR285A- 3 0 80.600 10.600 6.120
Comparisonl Comparison2 Diff of Means t P P<0.050
DAAO* DAAQR285A+ 77.600 5.887 0.002 Yes
DAAO- DAAQR285A+ 73.400 5.569 0.003 Yes
DAAO* DAAQR285A- 70.900 5.379 0.003 Yes
DAAO- DAAQR285A- 66.700 5.060 0.003 Yes
DAAQR285A- DAAQR285A+ 6.700 0.508 0.859 No
DAAO* DAAO- 4.200 0.319 0.758 No

DV DAAO Artesunat 4 g/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the

difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.968).

DV DAAO Artesunat 15 g/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the

difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.433).

DV DAAO Chloroquin 4 g/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the

difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.265).

DV DAAO Chloroquin 15 g/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the

difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.958).

DV DAAO Atovaquon 4 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

DAAO* 3 0 11.400 2.000 1.155

DAAO- 3 0 12.800 3.100 1.790

DAAQR285A+ 3 0 26.100 4.900 2.829

DAAQR285A- 3 0 20.800 0.600 0.346
Comparisonl Comparison2 Diff of Means t P P<0.050
DAAQR285A+ DAAO* 14.700 5.843 0.022 Yes
DAAQR285A+ DAAO- 13.300 5.286 0.004 Yes
DAAQR?85A- DAAO* 9.400 3.736 0.023 Yes
DAAQR285A- DAAO- 8.000 3.180 0.039 Yes
DAAQR285A+ DAAQR285A- 5.300 2.107 0.132 No
DAAO- DAAO* 1.400 0.556 0.593 No

DV DAAO Atovaquon 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

DAAO* 3 0 15.600 2.500 1.443

DAAO- 3 0 14.900 4.600 2.656

DAAQR285A+ 3 0 11.900 1.200 0.693

DAAQR285A- 3 0 21.300 2.500 1.443
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Comparisonl Comparison2 Diff of Means t P P<0.050
DAAQR285A- DAAQR285A+ 9.400 3.886 0.027 Yes
DAAQR285A- DAAO- 6.400 2.646 0.139 No
DAAQR285A- DAAO* 5.700 2.357 0.172 No
DAAO* DAAQR285A+ 3.700 1.530 0.417 No
DAAO- DAAQR285A+ 3.000 1.240 0.437 No
DAAO* DAAO- 0.700 0.289 0.780 No

DV DAAO Methylenblau 4 pg/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.974).

DV DAAO Methylenblau 15 pg/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.153).

MitoM DAAO Paraquat 4 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

DAAO* 7 0 212.400 131.300 49.627

DAAO~ 7 0 188.400 119.900 45.318

DAAQR285A+ 7 0 98.700 26.800 10.129

DAAQR?85A- 7 0 89.700 15.500 5.858
Comparisonl Comparison2 Diff of Means t P P<0.050
DAAO* DAAQR285A- 122.700 2.544 0.102 No
DAAO* DAAQR285A+ 113.700 2.357 0.128 No
DAAO- DAAQR?85A- 98.700 2.046 0.192 No
DAAO- DAAQR?285A+ 89.700 1.860 0.209 No
DAAO* DAAO- 24.000 0.498 0.858 No
DAAQR285A+ DAAQR285A- 9.000 0.187 0.854 No

MitoM DAAO Paraquat 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

DAAO* 5 0 102.400 47.300 21.153

DAAO- 5 0 156.600 7.800 3.488

DAAQR285A+ 5 0 127.300 5.700 2.549

DAAQR285A+ 5 0 137.200 11.800 5.277
Comparisonl Comparison2 Diff of Means t P P<0.050
DAAO- DAAO* 54.200 3.449 0.020 Yes
DAAQR285A- DAAO* 34.800 2.214 0.192 No
DAAO- DAAQR285A+ 29.300 1.864 0.286 No
DAAQR?285A+ DAAO* 24.900 1.584 0.348 No
DAAO- DAAQR28>A- 19.400 1.234 0.415 No
DAAQR285A- DAAQR285A+ 9.900 0.630 0.538 No

MitoM DAAO Artesunat 4 ug/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.271).

MitoM DAAO Artesunat 15 pg/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.610).
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MitoM DAAO Chloroquin 4 pg/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.911).

MitoM DAAO Chloroquin 15 pg/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.624).

MitoM DAAO Atovaquon 4 ug/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.567).

MitoM DAAO Atovaquon 15 pg/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.127).

MitoM DAAO Methylenblau 4 pg/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.730).

MitoM DAAO Methylenblau 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

DAAO* 3 0 4.400 1.000 0.577

DAAO- 3 0 6.000 0.600 0.346

DAAQR285A+ 3 0 6.300 0.1000 0.0577

DAAQR?85A- 3 0 6.300 0.200 0.115
Comparisonl Comparison2 Diff of Means t P P<0.050
DAAQR285A+ DAAO* 1.900 3.919 0.026 Yes
DAAQR285A~ DAAO* 1.900 3.919 0.022 Yes
DAAO- DAAO* 1.600 3.301 0.043 Yes
DAAQR?285A+ DAAO- 0.300 0.619 0.911 No
DAAQR285A- DAAO- 0.300 0.619 0.800 No
DAAQR285A+ DAAQR285A- 0.000 0.000 1.000 No

IMS DAAO Paraquat 4 pug/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.884).

IMS DAAO Paraquat 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

DAAO* 5 0 135.300 14.100 6.306

DAAO- 5 0 140.700 6.100 2.728

DAAQR285A+ 5 0 103.200 9.700  4.338

DAAQR285A- 5 0 111.800 8.600 3.846

Comparisonl Comparison2 Diff of Means t P P<0.050
DAAO- DAAQR?285A+ 37.500 5.899 <0.001 Yes
DAAO* DAAQR?285A+ 32.100 5.050 <0.001 Yes
DAAO- DAAQR285A- 28.900 4.546 0.001 Yes
DAAO* DAAQR285A- 23.500 3.697 0.006 Yes
DAAQR?85A- DAAQR?285A+ 8.600 1.353 0.352 No

DAAO- DAAO* 5.400 0.850 0.408 No
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IMS DAAO Artesunat 4 pug/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.850).

IMS DAAO Artesunat 15 pg/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.228).

IMS DAAO Chloroquin 4 pg/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.888).

IMS DAAO Chloroquin 15 pg/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.362).

IMS DAAO Atovaquon 4 pg/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.932).

IMS DAAO Atovaquon 15 pg/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.112).

IMS DAAO Methylenblau 4 pug/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.102).

IMS DAAO Methylenblau 15 pg/mL Blasticidin

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility that the

difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.635).

t-test

Cyto Katalase Paraquat 4 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 157.800 60.100 34.699
KatalaseMe4N 3 0 192.200 88.800 51.269
Difference -34.400

t =-0.556 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -206.282 to 137.482

Two-tailed P-value = 0.608

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.608).
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Cyto Katalase Paraquat 4 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 5 0 60.900 27.500 12.298
KatalaseMe4N 5 0 138.400 25.100 11.225
Difference -77.500

t=-4.654 with 8 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -115.897 to -39.103

Two-tailed P-value = 0.00164

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a statistically

significant difference between the input groups (P = 0.002).

Cyto Katalase Artesunat 4 pug/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 5.600 0.700 0.404
KatalaseM64N 3 0 9.700 1.900 1.097
Difference -4.100

t=-3.507 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -7.346 to -0.854

Two-tailed P-value = 0.0247

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a statistically

significant difference between the input groups (P = 0.025).

Cyto Katalase Artesunat 15 pug/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 5.100 1.000 0.577
KatalaseHeN 3 0 5.700 1.300 0.751
Difference -0.600

t=-0.634 with 4 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -3.229 to 2.029
Two-tailed P-value = 0.561

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.561).

Cyto Katalase Chloroquin 4 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 9.100 1.500 0.866
KatalaseMe4N 3 0 12.400 2.800 1.617
Difference -3.300

t=-1.799 with 4 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -8.392 to 1.792
Two-tailed P-value = 0.146

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.146).
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Cyto Katalase Chloroquin 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 7.400 0.500 0.289
KatalaseMe4N 3 0 8.700 0.600 0.346
Difference -1.300

t=-2.883 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -2.552 to -0.0480

Two-tailed P-value = 0.0449

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a statistically

significant difference between the input groups (P = 0.045).

Cyto Katalase Atovaquon 4 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 4 0 6.000 2.600 1.300
KatalaseMe4N 4 0 7.800 2.200 1.100
Difference -1.800

t=-1.057 with 6 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -5.967 to 2.367
Two-tailed P-value = 0.331

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.331).

Cyto Katalase Atovaquon 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 0.700 0.500 0.289
Katalase"64N 3 0 0.500 0.300 0.173
Difference 0.200

t=0.594 with 4 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -0.735 to 1.135
Two-tailed P-value = 0.584

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.584).

Cyto Katalase Methylenblau 4 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 4 0 9.800 1.500 0.750
KatalaseHeN 4 0 16.000 3.500 1.750
Difference -6.200

t=-3.256 with 6 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -10.859 to -1.541

Two-tailed P-value = 0.0173
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The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a statistically

significant difference between the input groups (P = 0.017).

Cyto Katalase Methylenblau 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 12.500 4.200 2.425
KatalaseMe4N 3 0 14.500 2.300 1.328
Difference -2.000

t=-0.723 with 4 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -9.676 to 5.676
Two-tailed P-value = 0.509

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.509).

DV Katalase Paraquat 4 pug/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 5 0 323.100 257.300 115.068
KatalaseH64N 5 0 247.400 87.600 39.176
Difference 75.700

t=0.623 with 8 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -204.604 to 356.004
Two-tailed P-value = 0.551

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.551).

DV Katalase Paraquat 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 4 0 104.800 47.300 23.650
Katalase"64N 4 0 140.800 39.080 19.540
Difference -36.000

t=-1.173 with 6 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -111.066 to 39.066
Two-tailed P-value = 0.285

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.285).

DV Katalase Artesunat 4 pug/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 5.900 1.000 0.577
KatalaseM6N 3 0 5.700 0.900 0.520
Difference 0.200

t=0.257 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -1.957 to 2.357
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Two-tailed P-value = 0.810

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.810)

DV Katalase Artesunat 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 3.000 0.200 0.115
KatalaseMe4N 3 0 3.300 0.600 0.346
Difference -0.300

t=-0.822 with 4 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -1.314 to 0.714
Two-tailed P-value = 0.457

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.457).

DV Katalase Chloroquin 4 pug/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 14.300 4.200 2.425
Katalase"64N 3 0 11.000 1.300 0.751
Difference 3.300

t=1.300 with 4 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -3.748 to 10.348
Two-tailed P-value = 0.263

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.263).

DV Katalase Chloroquin 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 8.500 0.800 0.462
Katalase"64N 3 0 10.300 0.700 0.404
Difference -1.800

t=-2.933 with 4 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -3.504 to -0.0960
Two-tailed P-value = 0.0427

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a statistically

significant difference between the input groups (P = 0.043).

DV Katalase Atovaquon 4 pug/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 5.400 1.800 1.039
KatalaseM6N 3 0 5.000 1.800 1.039
Difference 0.400

t=0.272 with 4 degrees of freedom.
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95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -3.681 to 4.481

Two-tailed P-value = 0.799

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.799).

DV Katalase Atovaquon 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 0.700 0.400 0.231
KatalaseMe4N 3 0 0.500 0.200 0.115
Difference 0.200

t=0.775 with 4 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -0.517 to 0.917
Two-tailed P-value = 0.482

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.482).

DV Katalase Methylenblau 4 ug/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 5 0 11.800 2.800 1.252
KatalaseH64N 5 0 12.300 4.100 1.834
Difference -0.500

t=-0.225 with 8 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -5.620 to 4.620
Two-tailed P-value = 0.827

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.827)

DV Katalase Methylenblau 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 13.300 2.200 1.270
Katalase"64N 3 0 13.700 3.700 2.136
Difference -0.400

t=-0.161 with 4 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -7.300 to 6.500
Two-tailed P-value = 0.880

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.880).

MitoM Katalase Paraquat 4 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 5 0 153.000 67.800 30.321
KatalaseMe4N 5 0 214.600 107.200 47.941

Difference -61.600
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t=-1.086 with 8 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -192.408 to 69.208
Two-tailed P-value = 0.309

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.309).

MitoM Katalase Paraquat 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 5 0 75.700 6.000 2.683
KatalaseMe4N 5 0 94.100 11.200 5.009
Difference -18.400

t=-3.238 with 8 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -31.503 to -5.297
Two-tailed P-value = 0.0119

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a statistically

significant difference between the input groups (P = 0.012).

MitoM Katalase Artesunat 4 pug/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 8.800 1.100 0.635
KatalaseMe4N 3 0 7.900 1.800 1.039
Difference 0.900

t=0.739 with 4 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -2.481 to 4.281
Two-tailed P-value = 0.501

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.501).

MitoM Katalase Artesunat 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 4 0 5.100 2.900 1.450
Katalase"64N 4 0 5.400 2.500 1.250

Difference -0.300

t=-0.157 with 6 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -4.984 to 4.384

Two-tailed P-value = 0.881

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.881).
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MitoM Katalase Chloroquin 4 pug/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 14.000 1.800 1.039
KatalaseHe4N 3 0 12.000 2.100 1.212
Difference 2.000

t=1.252 with 4 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -2.434 to 6.434
Two-tailed P-value = 0.279

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.279).

MitoM Katalase Chloroquin 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 7.100 4.400 2.540
KatalaseH64N 3 0 8.400 4.700 2.714
Difference -1.300

t=-0.350 with 4 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -11.620 to 9.020
Two-tailed P-value = 0.744

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.744).

MitoM Katalase Atovaquon 4 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 5 0 7.000 2.800 1.252
KatalaseH64N 5 0 4.900 2.800 1.252
Difference 2.100

t=1.186 with 8 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -1.984 to 6.184
Two-tailed P-value = 0.270

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.270).

MitoM Katalase Atovaquon 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 1.800 2.300 1.328
KatalaseHeN 3 0 1.600 2.000 1.155
Difference 0.200

t=0.114 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -4.686 to 5.086
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Two-tailed P-value = 0.915

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.915).

MitoM Katalase Methylenblau 4 pug/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 6 0 11.600 3.500 1.429
KatalaseMe4N 6 0 12.500 4.100 1.674

Difference -0.900

t=-0.409 with 10 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -5.804 to 4.004

Two-tailed P-value = 0.691

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.691).

MitoM Katalase Methylenblau 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 4 0 9.300 2.100 1.050
KatalaseH64N 4 0 10.600 4.100 2.050
Difference -1.300

t=-0.564 with 6 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -6.936 to 4.336
Two-tailed P-value = 0.593

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.593).

IMS Katalase Paraquat 4 pug/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 165.400 92.000 53.116
Katalase"64N 3 0 362.400 67.900 39.202
Difference -197.000

t=-2.984 with 4 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -380.290 to -13.710
Two-tailed P-value = 0.0406

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a statistically

significant difference between the input groups (P = 0.041).
IMS Katalase Paraquat 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 5 0 78.000 20.900 9.347
KatalaseH4N 5 0 113.000 34.000 15.205



144

Difference -35.000

t=-1.961 with 8 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -76.158 to 6.158

Two-tailed P-value = 0.0855

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.086).

IMS Katalase Artesunat 4 ug/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 4 0 7.000 1.500 0.750
KatalaseHe4N 4 0 6.300 0.200 0.1000
Difference 0.700

t=0.925 with 6 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -1.151 to 2.551
Two-tailed P-value = 0.391

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.391).

IMS Katalase Artesunat 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 3.900 0.500 0.289
KatalaseMe4N 3 0 4.400 1.200 0.693
Difference -0.500

t=-0.666 with 4 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -2.584 to 1.584
Two-tailed P-value = 0.542

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.542).

IMS Katalase Chloroquin 4 pug/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 9.600 0.700 0.404
KatalaseMe4N 3 0 12.200 3.500 2.021
Difference -2.600

t=-1.262 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -8.322 to 3.122

Two-tailed P-value = 0.276

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.276).
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IMS Katalase Chloroquin 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 9.500 1.300 0.751
KatalaseHe4N 3 0 9.600 2.200 1.270
Difference -0.1000

t=-0.0678 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -4.196 to 3.996

Two-tailed P-value = 0.949

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.949).

IMS Katalase Atovaquon 4 ug/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 7.500 3.100 1.790
KatalaseMeN 3 0 8.200 3.300 1.905
Difference -0.700

t=-0.268 with 4 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -7.958 to 6.558
Two-tailed P-value = 0.802

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.802).

IMS Katalase Atovaquon 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 4 0 1.400 1.200 0.600
Katalase"64N 4 0 2.000 1.700 0.850

Difference -0.600

t=-0.577 with 6 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -3.146 to 1.946
Two-tailed P-value = 0.585

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.585).

IMS Katalase Methylenblau 4 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 10.200 2.600 1.501
KatalaseM6N 3 0 12.000 4.100 2.367
Difference -1.800

t=-0.642 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -9.582 to 5.982
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Two-tailed P-value = 0.556

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.556).

IMS Katalase Methylenblau 15 pg/mL Blasticidin

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Katalase 3 0 10.400 3.000 1.732
KatalaseMe4N 3 0 11.900 2.800 1.617
Difference -1.500

t=-0.633 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: -8.078 to 5.078

Two-tailed P-value = 0.561

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the possibility that the difference is due to

random sampling variability. There is not a statistically significant difference between the input groups (P = 0.561).



8 Anhang 147

8.1.4. Verdopplungszeitanalyse

8.1.4.1. Lokalisation der heterologen Redoxenzyme im Cytosol

Cyto, 4 ug/mLBla

Catalase DAAO

Parasitdamie [In(%)]

1 2 3 4 0 1 2 3 4
15 pg/mLBla

Parasitamie [In(%)]

Tag [d] Tag [d]

Abbildung 42 Graphische Auswertung der Wachstumskurven cytosolischer Katalase (rot), Katalaseh®*N (hellrot), DAAO (blau)
oder DAAOR285A (hellblau). Die Parasitamien wurden logarithmiert und anschlieBend linear gefittet. Mit der Steigung des Fits
wurde die Verdopplungszeit berechnet. Die Verdopplungszeit ergibt sich aus x = In(2)/In(Parasitamie). Die Kulturen wurden
an Tag 0 auf eine Parasitimie von 0.1 % angesetzt und unter Standardbedingungen kultiviert. Die Kulturen DAAO und
DAAOR283A wurden ab Tag 0 kontinuierlich mit 5 mM D-Alanin inkubiert. Der Versuch wurde jeweils bei 4 pg/mL (oben) und
15 pg/mL (unten) Blasticidin durchgefiihrt und die Parasitdmie wurde taglich mittels Giemsa-Ausstrich ermittelt. Jeder
Datenpunkt reprdsentiert die Parasitimie von >2000 RBCs mit einer Standardabweichung von < 0.1 %. Die gestrichelten
Datenpunkte stellen den Mittelwert der Replikate dar. (n = 2, n = biologische Replikate; Versuch 1: Kreis/vollstandiger Strich,
Versuch2: Dreieck/unterbrochener Strich; DAAO 15 ug/mL Blasticidin Versuch 1l Tag4 aus linearer Regression
ausgeschlossen).
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8.1.4.2. Lokalisation der heterologen Redoxenzyme in der Verdauungsvakuole

DV, 4 ug/mL Bla
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Abbildung 43 Graphische Auswertung der Wachstumskurven mit Katalase (rot), Katalase"®4N (hellrot), DAAO (blau) oder
DAAOR?8>A (hellblau) in der Verdauungsvakuole. Die Parasitamien wurden logarithmiert und anschlieBend linear gefittet. Mit
der Steigung des Fits wurde die Verdopplungszeit berechnet. Die Verdopplungszeit ergibt sich aus x = In(2)/In(Parasitamie).
Die Kulturen wurden an Tag O auf eine Parasitimie von 0.1 % angesetzt und unter Standardbedingungen kultiviert. Die
Kulturen DAAO und DAAOQOR285A wurden ab Tag 0 kontniuierlich mit 5 mM D-Alanin inkubiert. Der Versuch wurde jeweils bei 4
pg/mL (oben) und 15 pg/mL (unten) Blasticidin durchgefiihrt. Die Parasitimie wurde taglich mittels Giemsa-Ausstrich
ermittelt. Jeder Datenpunkt reprasentiert die Parasitdamie von >2000 RBCs mit einer Standardabweichung von < 0.1 %. Die
gestrichelten Datenpunkte stellen den Mittelwert der Replikate dar. (n = 2, DAAO 15 ug/mL Bla: n=3 n = biologische
Replikate; Versuch 1: Kreis/vollstandiger Strich, Versuch 2: Dreieck unten/unterbrochener Strich; Versuch 3: Dreieck
oben/kurz unterbrochener Strich; Katalase"®*N 4 pug/mL Blasticidin Versuch 2 Tag 4 aus linearer Regression ausgeschlossen;
Katalase 15 pug/mL Blasticidin Versuch 2 Tag4 aus linearer Regression ausgeschlossen; DAAOR25A 4 yg/mL Blasticidin
Versuch 2 Tag 4 aus linearer Regression ausgeschlossen).
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8.1.4.3. Lokalisation der heterologen Redoxenzyme in der mitochondrialen Matrix

MitoM, 4 pg/mL Bla
Catalase DAAO

Parasitamie [In(%)]

Parasitamie[In(%)]

Tag [d] Tag [d]

Abbildung 44 Graphische Auswertung der Wachstumskurven mit Katalase (rot), KatalaseH®*N (hellrot), DAAO (blau) oder
DAAOR?8>A (hellblau) der mitochondrialen Matrix. Die Parasitdamien wurden logarithmiert und anschlieRend linear gefittet.
Mit der Steigung des Fits wurde die Verdopplungszeit berechnet. Die Verdopplungszeit ergibt sich aus
x =In(2)/In(Parasitimie). Die Kulturen wurden an Tag 0 auf eine Parasitimie von 0.1 % angesetzt und unter
Standardbedingungen kultiviert. Die Kulturen DAAO und DAAOR5A wurden ab Tag 0 kontinuierlich mit 5 mM D-Alanin
inkubiert. Der Versuch wurde jeweils bei 4 ug/mL (oben) und 15 pg/mL (unten) Blasticidin durchgefiihrt. Die Parasitimie
wurde taglich mittels Giemsa-Ausstrich ermittelt. Jeder Datenpunkt reprasentiert die Parasitamie von >2000 RBCs mit einer
Standardabweichung von <0.1 %. Die gestrichelten Datenpunkte stellen den Mittelwert der Replikate dar. (n=2,
n = biologische Replikate; Versuch 1: Kreis/vollstandiger Strich, Versuch2: Dreieck/unterbrochener Strich).
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8.1.4.4. Lokalisation der heterologen Redoxenzyme im Intermembranraum des Mitochondriums

IMS, 4 pg/mL Bla
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Abbildung 45 Graphische Auswertung der Wachstumskurven mit Katalase (rot), Katalase"®4N (hellrot), DAAO (blau) oder
DAAOR?8>A (hellblau) im Intermembranraum des Mitochondriums. Die Parasitamien wurden logarithmiert und anschlieend
linear gefittet. Mit der Steigung des Fits wurde die Verdopplungszeit berechnet. Die Verdopplungszeit ergibt sich aus
x =In(2)/In(Parasitimie). Die Kulturen wurden an Tag O auf eine Parasitimie von 0.1 % angesetzt und unter
Standardbedingungen kultiviert. Die Kulturen DAAO und DAAOR5A wurden ab Tag 0 kontinuierlich mit 5 mM D-Alanin
inkubiert. Der Versuch wurde jeweils bei 4 ug/mL (oben) und 15 pg/mL (unten) Blasticidin durchgefihrt. Die Parasitimie
wurde taglich mittels Giemsa-Ausstrich ermittelt. Jeder Datenpunkt reprasentiert die Parasitamie von >2000 RBCs mit einer
Standardabweichung von <0.1 %. Die gestrichelten Datenpunkte stellen den Mittelwert der Replikate dar. (n=2,
n = biologische Replikate; Versuch 1: Kreis/vollstandiger Strich, Versuch2: Dreieck/unterbrochener Strich).
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8.1.4.5. Lokalisation von heterologen Redoxenzymen im Erythrozyten mit Exportsignal STEVOR

STEVOR, 4 ug/mL Bla
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Abbildung 46 Graphische Auswertung der Wachstumskurven mit exportiertem DAAO (blau), Chacl (griin) oder DAAQR285A
(hellblau) und dem 3D7 WT Stamm (hellgriin). Die Parasitamien wurden logarithmiert und anschliefend linear gefittet. Mit
der Steigung des Fits wurde die Verdopplungszeit berechnet. Die Verdopplungszeit ergibt sich aus x = In(2)/In(Parasitamie).
Die Kulturen wurden an Tag O auf eine Parasitimie von 0.1 % angesetzt und unter Standardbedingungen kultiviert. Die
Kulturen DAAO und DAAOR?85A wurden ab Tag 0 kontinuierlich mit 5 mM D-Alanin inkubiert. Der Versuch wurde jeweils bei
4 pg/mL (oben) und 15 pg/mL (unten) Blasticidin durchgefiihrt. Fir den 3D7 WT Stamm wurde kein Blasticidin zugegeben.
Die Parasitamie wurde taglich mittels Giemsa-Ausstrich ermittelt. Jeder Datenpunkt reprasentiert die Parasitamie von >2000
RBCs mit einer Standardabweichung von < 0.1 %. Die gestrichelten Datenpunkte stellen den Mittelwert der Replikate dar.
(n =2, n = biologische Replikate; Versuch 1: Kreis/vollstandiger Strich, Versuch2: Dreieck/unterbrochener Strich, Versuch 3:
Dreieck oben/kurz unterbrochener Strich, Versuch 3: Rechteck/klein unterbrochener Strich).

8.2. Split-mDHFR-DNA-Sequenzen der synthetisierten Konstrukte

8.2.1. DNA-Sequenz MCS2-Linker-mDHFRN ™

ACTAGTCCCGGGGAATTCTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTTCTATGGTTAGACCATTGAACTGTATCGTT
GCTGTTTCTCAAAACATGGGTATCGGCAAGAACGGTGATTTTCCATGGCCACCATTAAGAAACGAATCAAAGTAC
TTCCAAAGAATGACTACAACTTCTTCAGTTGAAGGCAAGCAAAACTTGGTTATCATGGGTAGAAAGACATGGTTC
TCAATCCCAGAAAAGAATAGACCATTGAAGGATAGAATCAACATCGTTTTGTCAAGAGAATTAAAAGAACCACCA
AGAGGTGCTCATTTCTTGGCAAAGTCATTAGATGATGCATTGAGATTGATCGAACAACCAGAATTGTAAGAGCTC

8.2.2. DNA-Sequenz MCS1-Linker-mDHFR®*™-skip2 A

GGATCCTCTAGACTCGAGTICTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTTCTGCTTCAAAAGTTGATATGGTTTGGATT
GTTGGTGGTTCTTCAGTTTATCAAGAAGCAATGAATCAACCAGGTCATTTGAGATTGTTCGTTACTAGAATCATG
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CAAGAATTTGAATCTGATACTTTCTTTCCAGARATCGATTTGGGCAAGTACAAGTTGTTACCAGAATACCCAGGT
GTTTTATCAGAAGTTCAAGAAGAAAAAGGTATTAAATATAAATTTGAAGTTTACGAAAAGAAAGAT ECATCHGEA

GAAGGAAGAGGAAGTTTATTAACATGTGGAGATGTAGAAGAAAATCCAGBRBBRAGATCT
8.2.3. DNA-Sequenz MCS1-Linker-mDHFREM1154 gkin) A

GGATCCTCTAGACTCGAGICTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTTCTGCTTCAARAGT TGATATGGTTTGGGEA
GTTGGTGGTTCTTCAGTTTATCAAGAAGCTATGAATCAACCAGGTCATTTGAGATTGTTCGTTACTAGAATCATG
CAAGAATTTGAATCTGATACTTTCTTTCCAGAAATCGATTTGGGCAAGTACAAGTTGTTACCAGAATACCCAGGT
GTTTTATCAGAAGTTCAAGAAGAAAAAGGTATTAAATATAAATTTGAAGTTTACGAAAAGAAAGA TECATCIGEA

GAAGGAAGAGGAAGTTTATTAACATGTGGAGATGTAGAAGAAAATCCASERBBRAGATCT
8.2.4. DNA-Sequenz MCS2-Tim9

ACTAGTATGGAAAAATCTTTGGATTTATCAGCTTTCAACAAGTCTGATAGAGATAAGATCTTGAAGAAAATTAAT
AAAGCAGAATATGAAGATACTATGAATACATACAATTCAATTGTTGAAAGATGTTTTAATGAATGTATTACTTCT
TTTAGATCAAAAGAATTGGATAACAACGAAAACAACTGTATCTTGAACTGTGTTAAAAAATTTTCTATTTTCTCT
CAAAGAATTGGTATGAAATTTACTCAAAATTTAAATAATGAAATGCAAAAGAAAACTGAATTC

8.2.5. DNA-Sequenz MCS2-Tim13

ACTAGTATGGATTTGTCTTCATTGCCAACTGATGATAATTTGGATGATAAGAAAAGAGCTGCAGTTTTGTTATCA
TTACAAGAAATTGTTCAAAAACAAAAAGAAAATGTTAAGGTTATGGATATCTGTTTCAACAAGTGTGTTTCAAAG
ATCGGTCCAAAGTTGTCTTCATCTGAACAAAAGTGTATCTGGGATTGTGCTAATTCTTACTTCTACACAAATGTT
TTCTTGAATCAAAGATTAGAACAAATGACTAAAATTTTGAAATCAAATTCTGATTATACAAATTTAGAATTC

8.2.6. DNA-Sequenz MCS1-Tim10

GGATCCATGAACGATAACATCTCTAAGGTTAATTCAACTGTTGTTGAATTGTTGGGCATGTCTGATTTGTTCAAG
AGAATGCAAAACACATGTTGGTTGAAGTGTATCCCAGATGTTCATGATTCATTTTTGTCAGTTGGTGAAACTTCT
TGTGTTGATAGATGTGTTAACAAGTACATGGAAATCCATACTTTGGTTGGTAAAAATTTACAAGAATCACAAATT
ACAAAACTCGAG

8.2.7. DNA-Sequenz MCS1-Tim8

GGATCCATGGAAAATAAAGCTAAAGAAGAAAATTTAGATAATTTCTTGACTCAATTGAACACATTGAACAAGATC
ATCACTTCTTTTAAAGAAACATGTAAAATTTCTTCATATTGTTTCGATAAGTGTGTTTCATACCCAGAAAAGTCT
TTGTCAAACACTAACAAGAAGTGTATTTGGAATTGTACACAAAGATATATTGAATGTGAATACTTTATTAAAAAT
AGATCTAAAGATAATCAATCTTTGTCAAACTTCGAATTGATCAAGAACATGAACTCTTCTGAAAATTTAGCAGAA
TTGAAAAATGATAATAATAAAACTGAAAATTTTGTTTTAAAAGATCTCGAG
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