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Einleitung

1 Einleitung

Malaria 7 auch Sumpffieber oder Wechselfieber genafintzéhlt zu den weltweit
verbreitetsten Infektionskrankheiten, die bislang weder durch Immunisierungsmaf3nahmen,
universell einsetzbare Chemoprophylaxe, noch durch Ausrottungsversuche des Vektors,
wirksam engeddmmt werden konnte. In den folgenden Kapiteln wird zunachst auf
grundlegende Charakteristika der Malaria eingegangen, sowie der Mechanismus ihrer
Pathogenese naher erlautert. Mit der Skizzierung des Parasitenmetabolismus und den damit
verbundenen Mogihkeiten des Designs neuer Wirkstoffe soll deutlich gemacht werden,
welche Rolle den Glutamd@dehydrogenasen des Parasiten innerhalb des
Krankheitsgeschehens zukommt. Eine besondere Betrachtung der bisher aufgeklarten
Proteinstrukturen von Glutam&tehydiogenasen unterschiedlicher Spezies, insbesondere der
SaugetEnzyme, im Vergleich zu der bekannten Struktur der GDH1 des Malariaparasiten, soll
Einblick in die Moglichkeit der Beeinflussung derselben geben. Mit der Beschreibung der
Methoden der ROntgenkratographie und des virtuelle®drug Designs schliel3t die

Einleitung.

1.1 Malaria

Etwa die Halfte der Weltbevélkerung ist einem erhdhten Malariarisiko ausgesetzt und 243
Millionen Krankheitsfalle fuhrten im Jahr 2008 zu rund 900 000 Todesopfern. Wie die
Abbildung 1.1 zeigt, ist die Inzidenz in den Landern sudlich der Sahara am hdchsten. Hier
liegt die Rate der Neuerkrankungen bei Gber 200 pro 1 000 Einwohner [WHO, 2009]. Hinzu
kommt, dass beziglich der Anzahl der Krankheitsnd Todesfalle in den
Entwicklungséindern, eine nicht unerhebliche Dunkelziffer angenommen werden muss.

Die humane Malaria wird durch eine Infektion mit einer der funf maoglichen
humanpathogendnlasmodierSpezies P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariaedP.
knowlesii hervorgerten [Galinski & Barnwell, 2009].Plasmodium falciparumist der
klinisch bedeutsamste und bedrohlichste Erreger und der Krankheitsverlduffderiparum
Malaria wird als besonders schwerwiegend beschrieben. Beim Menschen existieren drei
durch die verscleidenenPlasmodierSpezies bedingte Auspragungen des Krankheitsbildes,
die sich jeweils durch ihren Krankheitsverlauf und die Prognose unterschéiddaria

tropica, Malaria tertiana und Malaria quartana



Einleitung

[ malariatrei |:r
[ Geringes Malariarisike ||

I Hohes Malariarisiko )

B Hohes Malariarisko
{Chemoprophylaxe empfohlen)

Abb. 1.1: Weltweite Verbreitung der Malaria (unter Angabe der Risikostufen nach der Deutschen

Gesellschaft fir Tropenmedizin und Internationale Gesundheit (DTG)) [2009].

1.1.1 Der Parasit im menschlichen Wirti Pathogenese der Malaria

Der Lebenszyklus der Plasmodien ist sehr komplexhastieht aus mehreren Phasen. Er setzt
sich aus zwei Grundzyklen, dem asexuellen Zyklus im Menschen und dem sexuellen Zyklus
in der weiblichen Anophelesmiicke, zusammen (s. Abb. 1.2). Nach der Ubertragung der
Parasiten durch die Miicke, bei der SporozoitetienBlutbahn des Wirtes entlassen werden,
befallen diese sofort die Leber. In den Hepatozyten entwickeln sich diese zunachst in einem
praerythrozytaren Zyklus von Schizonten zu Merozoiten (Leberschizogonie, s. Abb. 1.2 A)
[Sturm et al, 2006]. Obwohl infzierte Hepatozyten in der Lage sind, parasitenspezifische
Antigene im MHCKIlassel-Kontext auf ihrer Oberflache zu prasentieren [ldtllal, 1992],

sind keine Symptome und nur minimale histopathologische Anderungen feststellbar. Dies ist
laut Sturmet al.[2006] unter anderem dadurch zu erkldren, dass Merozoiten akfidPen
akkumulieren, die aus internen ‘G&peichern absterbender Leberzellen freigesetzt werden.
Apoptotische Zellen sind durch eine asymmetrische Verteilung von Phospatidylserinresten
auf ihrer Zelloberfache gekennzeichnet, die sich aus durch Calooemgesteuerte
Signalwege ergibt. Durch Aufnahme von “G#onen durch die Merozoiten, wird der
CalciumSpiegel konstant gehalten, was eine Umverteilung des Phosphatidylserins und damit
das Erkennen apoptotischer Hepatozyten durch das menschliche Immunsystem verhindert.
Nach sieben bis zehn Tagen werden mehrere Tausend Merozoiten aus den Hepatozyten
freigesetzt. Diese befallen Erythrozyten, in denen sie sich dann Uber ringférmige

Trophozoite zu reifen Schizonten entwickeln. Die Invasion der Parasiten erfolgt zunéchst

2
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Uber einen initialenong-range Kontakt, tUber nicht spezifische Mechanismen wie z. B.
elektrostatische Wechselwirkungen, gefolgt von der Ausbildung einer festen Bindung des
Paraiten an den Erythrozyten tber EBAS (rythrocyte binding antiggrund Glycophorin

A [Barnwell & Galinski, 1998]. Nachdem sich der Parasit vollstandig Gber das-Mktosin
Netzwerk des Erythrozyten in diesen hineingeschoben hat, schliel3t sich die
Erythrozytenmembran wieder, so dass er innerhalb der so gebildeten parasitdren Vakuole
isoliert ist.
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Abb. 1.2: Darstellung des Lebenszyklus des Malariaparasitelalasmodium falciparum.
A) Exoerythrocytare SchizogonieVermehrung der &asiten in der Leber des Wirtes;
B) Erythrozytare SchizogonieVermehrung des Parasiten in den roten Blutkérperchen;

C) Sporogonié Vermehrung der Parasiten in der Miicke [http://www.dpd.cdc.gov].

Die Pathophysiologie de¥lalaria tropica, auf die hierinsbesondere eingegangen werden
soll, resultiert Uberwiegend aus vier Mechanismen wahrend des erythrozytaren Zyklus der
Parasiten (s. Abb. 1.2 B). Diese beinhalten die Oberflachenveranderung und Zerstdrung der

Erythrozyten, die Freilassung von Erythroayteund Parasitenbestandteilen in den
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Blutkreislauf und schlie3lich die Reaktion des menschlichen Organismus [White, 1996]. Die
Veradnderungen des infizierten Erythrozyten driicken sich hauptsachlich in modifizierten
Mechanismen des Membrantransportes undereirerminderten Verformbarkeit aus.
Weiterhin wird die Expression unterschiedlicher Oberflachenantigene induziert, was mitunter
zu einer vermehrten Zytoadhérenz infizierter Erythrozyten in der Mikrovaskulatur fuhrt.
Hierfur wird maf3geblich das ProtelPfEMP1 (rythrocyte membrane protgimzw. SICA
(surface of the infected cell antigenerantwortlich gemacht. Dieses wird durch-&D
separate Genevgr-GenFamilie) kodiert, die der Parasit innerhalb kiirzester Zeit sequentiell
exprimieren kann [Borst, 1995Diese Antigenvariation als auch die damit verbundene
Fahigkeit zur Adhasion ermoglichen Bs falciparum eine persistierende Infektion aufrecht

zu erhalten. Bei letalen Malariainfektionen konnte beobachtet werden, dass sich eine Vielzahl
von sequestrieen Erythrozyten in Leber, Milz, Gehirn, Herz, Lunge und Gastrointestinaltrakt
zeigten. Dadurch wird der Flusswiderstand der betroffenen Kapillaren lokal so stark erhoht,
dass es zu Rissen in den GefalRen kommen kann [Bexeatt 1994]. Ausserdem fiihrted
Blutstau zunachst zu einer verminderten Diffusion von Sauerstoff, Glucose und anderen
Metaboliten, was eine Hypoxie und Hypoglykdmie zur Folge hat. Die Anreicherung von
parasitierten Erythrozyten in den Blutgefalien des Gehirns korreliert mit der stemaveosm

der Malaria, der zerebralen Malaria.

Da Erythrozyten kernlos sind und daher keine Antigene im Mdé@text auf ihrer
Oberflache prasentieren kdnnen, bieten sie dem Parasiten einen optimalen und
i mmunopriviligierten AL e b ern Sahiaontmin. mehBerer t
Tochtermerozoiten, die durch Platzen der Erythrozyten freigesetzt werden und neue
Erythrozyten infizieren. Die intravasale Hamolyse, sowohl infizierter als auch nicht infizierter
Erythrozyten, ist die Hauptursache fur die malariabgt@irAndmie. Durch die Lyse der roten
Blutkdrperchen werden jedoch nicht nur weitere Parasiten, sondern auch z.T. toxische

Zelltrimmer und parasitare Antigene in die Blutbahn entlassen. Dies fuhrt zu einer massiven

inflammatorischen Antwort des humanen \&tiiber Cytokine (TN ) und I nterle

(IL-1) [Dayet al., 1999], wodurch Fieber entsteht. Die Dauer der asexuellen Schizogonie ist
fur die humanpathogenen Malariaparasiten unterschiedlich und betragt H®eiP. vivax

P. ovale P. falciparum(tertian) bzw. 72 h beP. malariae(quartan). Bei Ausbleiben einer
frihzeitigen und effektiven Therapie kann eRefalciparum Malariainfektion bei 15820 %

der nichtimmunen Erkrankten zum Tod fUihren [Kretschmer & Klauss, 1996].
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1.1.2 Strategien zur Malariakontrolle

Traditionell kbnnen zwei unterschiedliche Anséatze zur Kontrolle der Malaria unterschieden
werden. Der erste und eher indirekte Ansatz ist der biologische Ansatz, der das Ziel verfolgt,
die Transmission des Parasiten von der Anophelesmicke als Vekianeaschlichen Wirt

zu unterbinden. Der zweite Ansatz ist der klinische Ansatz und verfolgt das Ziel, den
Parasitenbefall des infizierten Patienten einzudammen, um damit das Leben des Patienten zu
stabilisieren und zu schitzen [Sinden & Gilles, 2002].

Die Mdglichkeiten fur den biologischen Ansatz sind vielfaltig und beinhalten im Rahmen der
Expositionsprophylaxe unter anderem den Einsatz von Moskitonetzen oder Insektiziden.
Weiterhin wird versucht, tUber eine Reduktion der AnophPlegulation oder transgen
Vektoren, eine Ubertragugung der Parasiten zu vermindern [Christophides, 2005].

Die Umsetzung des klinischen Ansatzes wird bis heute fast ausschliel3lich durch den Einsatz
von Chemotherapeutika erreicht. Ein Problem des chemotherapeutischen Ansatzeslist |

dass sowohl der Erreger als auch der Wirt zu den Eukaryoten zéhlen. Aus diesem Grund ist es
hier entscheidend, Zielmolekile oder Stoffwechselwege im Parasiten ausfindig zu machen,
die einzigartig fur ihn sind. Eine weitere Moglichkeit stellt daszgntvon Unterschieden in

der Effizienz von Wirkstoffen dar, mit der sie den Parasiten penetrieren oder mit ihm oder
bestimmten Molekilen (Proteinen) interagieren, verglichen zum Verhalten in den Wirtszellen.
Fur die Suche nach Zielmolekilen eignen siokneagell Proteine, die in essentielle
Stoffwechselwege oder die Replikation involviert sind und damit zum Uberleben des
Parasiten im Wirt beitragen. Bisher konnten im Speziellen Enzyme aus dem Nucleinsaure
aber auch dem Kohlenhyditetabolismus als wichge drug targetsdentifiziert werden und
dariiber hinaus auch Enzyme, die an der Eliminierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
beteiligt sind. Beispielhaft kénnen hier die DihydrofolatredukfBisgmidylatsynthase [Nzila,

2006] und die Lactabehydrogenas¢Granchi et al, 2010], respektive die Thioredoxin
Reduktase [Rahlfs & Becker, 2006] genannt werden. Insbesondere in der letzten Dekade
haben auch mitochondrial lokalisierte Enzyme, wie die des Citratzyklus oder der
Atmungskette, an Wichtigkeit als Zielnaiile gewonnen. Eine Zusammenfassung dariber
wurde in unterschiedlichen Veroffentlichungen gegeben [van Dostrah, 2006; Matheret

al., 2007; Seebeet al, 2008; Vaidya & Mather, 2009; Rodrigues al., 2010]. Zusatzlich

zum Mitochondrium besitzen Madiaparasiten einen Apicoplasten. Dieser ist ein stark
reduziertes Plastid, welches evolutionar vermutlich durch doppelte Phagozytose einer
Rotalgenart, die ihrerseits ein Cyanobakterium als endosymbiontischen Prokaryoten
beherbergte, entstand [Lucius & d®sFrank, 2008]. Da die Stoffwechselwege dieses
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Organells bakteriellen Ursprungs und damit sehr unterschiedlich zum Metabolismus des
Wirtes sind, stellen sie attraktive Zielstrukturen fur die Entwicklung neuer Medikamente dar.
In der vorliegenden Arbeit #oaufgezeigt werden, dass die untersuchten Glutamat
Dehydrogenasen mehrere der aufgezahlten Kriterien erfullen, und daher als vielversprechende
drug targetsangesehen werden kénnen.

Eine dritte Strategie erdffnet sich mit der Entwicklung eines geeignetpfstoffes gegen
Malaria. Ansatze zur Herstellung einer Malariaimpfung basieren entweder auf einer
Immunisierung mit standardspezifischen Antigenen oder auf dem Einsatz attenuierter
Parasiten [Targett & Grennwood, 2008]. Im Allgemeinen wird die Entwickivon drei, in
unterschiedlichen Stadien des Lebenszyklus der Parasiten wirkenden Impfstoffen in Betracht
gezogen. Antisporozoiten Impfstoffe kbnnten praventiv gegen Infektionen eingesetzt werden,
wahrend Impfstoffe gegen Parasiten im Blutstadium dazualgein wirden, schwerwiegende
Manifestationen der Krankheit zu verhindern. Impfstoffe, die auf die Blockierung der
Transmission abzielen, sollen hingegen zur Arretierung der Parasiten bereits in der Micke
fuhren [Persidis, 2000]. Einige der entwickeltenpfatoffe werden bereits in klinischen
Studien getestet. Ein vielversprechender Kandidat ist der von GlaxoSmithKline in
Kollaboration mit dem Walter Reed Army Institut entwickelte Impfstoff gegen das CSP
(circumsporozoite prote)n welcher seit 2009 in eind’hasdll -Studie getestet wird und bei

erfolgreichem Verlauf 2012 zugelassen werden kann [Pierce & Miller, 2009].

1.1.3 Bisher eingesetzte Malariamedikamente

Die derzeit gebrauchlichen Antimalariamedikamente lassen sich in sieben Wirkstoffklassen
einteilen: 4-Aminochinoline (Chloroquin und Amodiaquin), Arylaminoalkohole (Chinin,
Mefloquin und Lumefantrin), &minochinoline (Primaquin), Antifolate (Pyrimethamin,
Proguanil, Dapson und Sulfadoxin), Artemisinine (Artemisinin, Artesunat, Artemether,
Arteether undDihydroartemisinin), Hydroxynaphtochinone (Atovaquon) und Antibiotika
(Doxycyclin und Clindamycin) [Schlitzer, 2008]. Seit dem Zweiten Weltkrieg, aber auch
heute noch, wird zur Behandlung eirkerfalciparumMalaria Chloroquin (s. Abb. 1.3 A) als

das Medilament der ersten Wahl eingesetzt, da es billig, sicher und fiur die ambulante
Therapie geeignet ist [Cooper & Magwere, 2007]. Aufgrund der starken
Resistenzentwicklung gegen diesen Wirkstoff, hat sich in Afrika seit den 60er Jahren, die in
den Folatmetabaimus der Parasiten eingreifende Kombination aus dem Diaminopyrimidin
Pyrimethamin (s. Abb. 1.3 B) und dem Sulfonamid Sulfadoxin (FarRidds Alternative

durchgesetzt. Jedoch haben sich hauptsachlich in Stidamerika und Sidostasien auch gegen
6
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diese Wirkstdfe bereits Resistenzen entwickelt [Siblyal,, 2001]. In afrikanischen Landern

wird daher vermehrt die ebenfalls auf den Folatmetabolismus der Protozoen gerichtete
Kombinati on der alteren Wi rkstoffe Chlor pr c
[Allo uecheet al, 2004]. Weiterhin steht auch heute noch das aus der Rinde des Gelben
Chinarindenbaume<C{nchona officinali¥ gewonnene Chinin (s. Abb. 1.3 C) zur Verfiigung,
welches bereits seit dem 17. Jahrhundert zur Therapie der Malaria eingesetzt wed. In
letzten funfzehn Jahren wurden drei neue Medikamente in den westlichen L&andern
zugelassen, die oben genannten Wirkstoffklassen zugeordnet werden kdnnen [Olliaro &
Taylor, 2003]. Die erste Klasse besteht aus Derivaten des Artemisinins (s. Abb. dirgH),
Sesquiterpenlacton aus Wermutarten, das bereits Anfang der 70er Jahre von chinesischen
Chemikern aus den Blattern verschiedener Arterfisian isoliert wurde. Die Derivate
Artemether, Artesunat und Dihydroartemisinin besitzen eine starkere Aktgatgen P.
falciparumals die Ausgangssubstanz selbst, sind allerdings auch teurer [Winstanley, 2000].
Die zweite Klasse wird von den Hydroxynaphtochinonen gebildet. Die von GlaxoSmithKline
entwickelte Kombination aus dem Hydroxynaphtochinon Atovaquont{s. A3 F), welches

durch Bindung am Cytochrom p&omplex die mitochondriale Atmung des Parasiten
inhibiert, und dem Biguanid Proguanil (MalarShestellte ebenfalls eine Neuerung auf dem
Gebiet der Malariatherapie dar [Bustesal, 1999]. Seit 2006 ®ries sich besonders die
Kombination aus Artemisinin oder dessen Derivaten mit einem zweiten Wirkstoff, wie z. B.
Lumefantrin, als sehr effektiv (artemisininbased combination therapie8CT). Zurzeit ist

kein weiterer Wirkstoff auf dem Markt vorhandermerdlie ACT abldsen kdnnte, obwohl die

Resistenzentwicklungen auch hierfir zunehmend sind [Doretaaly 2009].
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Abb. 1.3: Auswahl neuerer und alterer Wirkstoffe in der Malariatherapie. A) Chloroquin,

B) Pyrimethamin, C) Chinin, D) Mefloquin,)Artemisinin, F) Atovaquon [Ubernommen aus Werner, 2008].
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1.2  Glutamat-Dehydrogenasen

GlutamatDehydrogenasen (GDH) gehdren zu den Oxidoreduktasen (EC 144.L2d
katalysieren die reversible oxidative Desaminierung von GlutamatKdibglutarat, unter
Freisetzung von Ammoniak. Entsprechend des dafur verwendeten Elektronendonors bzw.
-akzeptors konnen GlutamBehydrogenasen in drei Gruppen eingeteilt werden. NADP(H)
abhangige GDH (EC 1.4.1.4) wurden bisher hauptsachlich in fotiesy, Bakterien und
Archaeen identifiziert und Kkatalysieren dort die Reaktion in Richtung der
Ammoniumassimilation. Die NAD(Habhangigen Enzyme (EC 1.4.1.2) sind hingegen
hauptséchlich am Glutamatkatabolismus beteiligt und innerhalb der Pilze, Pflanden u
Bakterien verbreitet. Die dritte Gruppe wird von GlutaiDahydrogenasen gebildet, die
sowohl NAD(H) als auch NADP(H) als Cofaktoren nutzen konnen, und konnten in den
Mitochondrien ausschlie3lich héherer Eukaryoten nachgewiesen werden.

Wahrend der dutt diese Enzyme katalysierten Redoxreaktion wird unter Beteiligung von
NAD(P)" ein Hydridlon (1 Proton und 2 Elektronen) von einem reduzierten Substrat
(Glutamat) auf den Nicotinamidring des Coenzyms Ubertragen, wobei NAD(P)H entsteht.
Zusatzlich wird eirProton an die wassrige Losung abgegeben. In diesem ersten Teilschritt der
Reaktion wi rdminGlutarataxidart. Imzweited Reaktionsschritt wird dieses
dann hydr eKetpduiarstddsammiert (& Abb. 1.4).

|Gluta matdehydrogenase | ‘Gluta matdehydrogenase ‘

i co0" NADH+H*  NAD* coo”
0=cC HN=C H,N=C—H
o s o A A L
H—t|3—H H—Eli—H H—[li—H

too- NHy  HO oo- oo

o-Ketoglutarat c-lminoglutarat ca-Aminoglutarat

(L-Glutamat)

Abb. 1.4: Oxidative Desaminierung von LGlutamat.
Die GlutamatDehydrogenase katalysiert die oxidative Desaminierung vl Lu t a meKetoglatarat. Die

Reaktion verl auft ¢ b-Ennogletaratéls Cofakte kahnadie GlutarBehydrogersase U
NAD" oderNADP" nutzen [Loffleret al, 2007].

Im Jahr 1992 entwickelten Stillmagt al. anhand der Struktur der GDH a@ostridium

symbiosunein detailliertes Schema zum Ablauf der Reaktion (s. Abb. 1.5).

Zu Beginn der Reaktionen bindet Lys125, das einen igedipke-Wert besitzt und deshalb

deprotoniert vorliegt, an ein katalytisch wichtiges Wassermolekul, welches seinerseits Uber
8
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eine Wasserstoffbriicke an die Ammoniumgruppe des Substrates gebunden ist. Durch den
starken Elektronenzug von Aspl165 kommt es Z&bspaltung eines Hydridions vomy@des
Glutamats und seiner Ubertragung auf NADA). Durch die Deprotonierung der
Ammoniumgruppe und den Abgang des Hydridions kommt es zur Ausbildung einer
Iminiumgruppe. Das nun stark elektrophilgy @es Substrats wird dch das von Lys125,

Gly91 und GIn110 koordinierte katalytische Wassermolekil angegriffen. Die Nucleophilie
des Wassermolekuls wird erhéht, indem Lys125 ein Proton zuriick erhélt (B). Der durch den
nucleophilen Angriff des Wassermolekils entstandene Aminbalkist instabil und spaltet

nad Abgabe eines Protons an Aspl65 Ammoniak ab (C). Die Produkte der Reaktion sind

U-Ketoglutarat und Ammoniak, die Reduktionsaquivalente wurden auf’N#Brtragen (D)
[Werner, 2008].

NAD+ NADH

C D
G 91 K 89
K 125 “‘rﬁ” He K125 ) ~n
KN:H H Hfl?l \l'iJ:H
G164 b A0 G164 :

Nz R

NADH NADH

Abb. 1.5: Reaktionsmechanismus der Glutamabehydrogenase au<C. symbiosumAbgebildet sind die an

der Katalyse beteiligten Aminosaurereste sowie Glutamat (rot) [modifiziert nach Werner, 2008].
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1.2.1 NAD" und NADP*

Da nahezu jede Stoffwechselreaktion, die in Zellen zum Abbau von Nahrstoffen oder zum
Abbau zdleigener Stoffe durchgefuhrt wird, eine Elektroneniibertragungsreaktion ist, haben
NAD" und NADP eine Schliisselposition im Energiestoffwechsel inne (s. Abb. 1.6).

o

Abb. 1.6: NAD" und NADP" in stick Darstellung. Der rote Kasten markiert die Positi des Phosphatrestes im
NADP" (rot: Sauerstoffe, blau: Stickstoffe, orange: Phosphate, wei3: Wasserstoffe, schsmme].

Dabei lbernehmen beide unterschiedliche Funktionen. In Saugetieren nimmnit B&AD
katabolen Stoffwechselwegen Elektronen auf, hnedd NADPH innerhalb reduktiver
Biosynthesewege bevorzugt Elektronen abgibt. Dies lasst sich durch ihr unterschiedliches
Redoxpotential erklaren. In den meisten Geweben ist das Verhéltnis von NADF/S&hD

klein, woraus sich ein positives Redoxpotentadibt. Die Reduktionsenergie des NADH
wird dann unter anderem fur den Aufbau eines Protonengradienten an der inneren
Mitochondrienmembran genutzt, um ATP zu produzieren. NADPH hingegen kann als
Reduktionsmittel angesehen werden, da es aufgrund des Vies$edt von NADPH/NADP
welches im Allgemeinen sehr grol} ist, ein negatives Redoxpotential aufweist. Neben seiner
Rolle in anabolen Stoffwechselwegen erflillt NADPH in samtlichen antioxidativen
Abwehrmechanismen der Zelle eine weitere wichtige Funktiorspishaft kann hier das
Glutathion genannt werden, dessenRaluktion durch die GlutathieReduktase mittels
NADPH erreicht wird. Hierbei, und bei zahlreichen anderen Mechanismen, wirkt es indirekt
als Antioxidans. Offenbar kann NADPH aber auch als dezl&ntioxidans wirken und freie
Radikale abfangen, sowie durch freie Radikale geschadigte Biomolektile regenerieren [Kirsch
et al, 2001].

Ho !

Ty et N o ~CONH;
‘ ) + H® + 2 e [E— ‘ J
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Abb. 1.7: Ubertragung eines Hydridions auf NAD.
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1.2.2 Einteilung der Glutamat-Dehydrogenasen

Laut Mifiambreset al. [2000] konnen Glutamabehydrogenasen anhand der Grof3e und
Anzahl ihrer Untereinheiten unterschiedlichen Familien oder Klassen zugeordnet werden. Zur
ersten Familie werden die GDH gez&hlt, deren Untereinheiten ein Molekulargewicht von etwa
50 kDa aufweise, weshalb diese StEamilie auch als S_GDHs (small GDHs) bezeichnet
wird. Zu ihr gehéren sowohl die hexameren NADder NADP-abhangigen Glutamat
Dehydrogenasen (50 Klasse), wie sie hauptséchlich in Bakterien und Saugern gefunden
wurden, als auch digtrameren NAD-abhangigen Enzyme meist niederer Eukaryoten {50
Klasse). Die zweite Subamilie beinhaltet Glutamddehydrogenasen, deren Untereinheiten
ein molekulares Gewicht von etwa 115 kDa oder 180 kDa aufweisen (L_GDHs, large GDHS).
Bisher charaterisierte Enzyme der L_115 Klasse treten als Tetramere auf, wohingegen die
Mitglieder der L _180 Klasse vermutlich Hexamere ausbilden. Fur die Mitglieder beider
L_GDHs Klassen wird NAD als verwendeter Cofaktor vorhergesagt. Die wichtigsten

Unterschiede zwschen den Familien sind in Tabelle 1.1 zusammengefasst.

Tab. 1.1:Unterschiede zwischen den jeweiligen GDH der einzelnen Familien.

Familie Klasse Untereinheiten Elektronen-
(Molekulargewicht) akzeptoren
S_GDHs 50 Hexamer NAD" oder NADP
50, Tetramer NAD"
L_GDHs L 115 Tetramer NAD"
L 180 Hexamer NAD"

1.2.3 Bekannte Proteinstrukturen
Familien S_ 50und S_5@
Fur die GDH der Familie S_58ind Kristallstrukturen unterschiedlicher Organismen (s. Tab.
1.2) untersucht worden. Die Bestimmung der HKllstrukturen konnte bei allen mit einer
Auflésung von 1,9 A bis 3,5 A erfolgen. Die Enzyme der $ FaOnilie sind Hexamere, die
aus sechs identischen Untereinheiten aufgebaut sind (Homohexamere). Anhand der bisher
gelosten Kristallstrukturen lasst sictkennen, dass die Sekundarstrukturmuster aller Enzyme
groRBe Ubereinstimmungen aufweisen. So besteht jedes Monomer aus zwei Doméanen, einer
N-terminalen Doméne (Domane 1), die die Glutamatbindestelle enthadlt und einer C
terminalen Domane (Domane IlI) mit deudeotidbindestelle (Abb. 1.8). Diese weist ein
klassisches Nucleotidbindung@ltungsmusterRossmamntold), mit einem sechsstrangigen
R-Faltblatt auf, das durch obeund unterhalb der-8t r 2 n g e -Hdlieeg \vehndipt U
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wird. Von GlutamatDehydrogensen der S_50Familie wurden bisher noch keine Strukturen

veroffentlicht.

~/

Domane Il

(Rossmanstaltung)

Domane |

Abb. 1.8: Kristallstruktur der GDH aus Clostridium symbiosum(1BGV). Dargestellt ist ein Monomer des

hexameren Enzyms. Das gebundene Glutamat ist magenta eldirgest

Tab. 1.2: Strukturen hexamerer GDH der Familie S_5Q die in der Proteindatenbank (PDB) eingetragen

sind.
PDB- Organismus Liganden Cofaktor Mutationen Auflésung | M, (kDa)
code A Monomer
2BMA | P. falciparum NADP* 2,70 49,500
1AUP | C. symbiosum| Glutamat NAD* K89L; S380V | 2,50 49,165
1BGV | C. symbiosum| Glutamat NAD* 1,90 49,165
1K89 | C. symbiosum NAD* K89L 2,05 49,165
1HRD | C. symbiosum NAD* 1,96 49,165
1B26 T. maritima NAD" (NADP") N97D; G376K | 3,00 45,68
1B3B | T. maritima NAD" (NADP") | mehrfach 3,10 45,689
2TMG | T. maritima NAD" (NADP") 2,90 45,689
1HWX | B. taurus Glu, GTP, NAD | NAD*/NADP* 2,50 61,512
1HWY | B. taurus UKG, NADP NAD*/NADP* 3,20 61,512
1HWZ | B . taurus Glu, GTP, NAD*/NADP* 2,80 61,512
NADPH, ADP
INQT | B. taurus ADP NAD*/NADP* 3,50 61,512
1NR7 B. taurus NAD*/NADP* 3,30 61,512
3ETD | B.taurus Glu, GTP, NAD*/NADP* 2,50 61,512
NADPH, Inh*
3ETE B. taurus Glu, GTP, NAD*/NADP* 3,00 61,512
NADPH, Inh?
3ETG | B.taurus Glu, GTP, NAD*/NADP* 2,50 61,512
NADPH, Inh®
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1L1IF | H. sapiens NAD /NADP* 2.70 61,398
INRL | H. sepiens NAD/NADP* | R463A 3,30 61,398
1BVU | T. litoralis 2,50 46,608
1EUZ | T. profundus 2,25 46,699
1GTM | P. furiosus 23:;:: 2.20 47114

Bithionol (2,2-sulfandiylbis(4,6dichlorphenol)); “Hexachlorophen (2,aMethylenbis(3,4,&richlorphenol));
“GW5074 (3(3,5Dibromo-4-hydraxy-benzylidenep-iodo-1,3-dihydroindol-2-one)

Familien L_115 und L_180

Aufgrund ihrer Grol3e ist es bisher noch nicht gelungen, Enzyme dieser Familien erfolgreich
zu kristallisieren, was auch auf die geringen Mengen an Protein zurtickzufuhren ist, die
jeweils Uberexprimiert werden konnten. Jedoch wurde bereits in unterschiedlichen
Verdffentlichungen eine pradiktive Strukturbetrachtung anhand der Aminosauresequenz von
Mitgliedern der L_115 wund L_180 Familien, im Vergleich mit bereits
rontgenkristallograpisch gelosten Proteinstrukturen der S_50 Familie, vorgenommen.

Eine Zusammenfassung dieser Ergebnisse soll im Kontext der DiskussiofGDiH3

gegeben werden.

1.3  Die humane GlutamatDehydrogenase

1.3.1 Funktion und Lokalisation

Die wesentlichen Forschungsergese zur humanen GDH stitzen sich im Allgemeinen auf
Untersuchungen an der bovinen GDH (boGDH), die aufgrund ihrer regulatorischen und
katalytischen Eigenschaften funktionell vergleichbar ist mit dem humanen Enzym. Beide
besitzen eine Aminosauresequenaiitét von 95 % zueinander [Fargal, 2002].

Im Menschen ist die GDH ubiquitar verteilt, die hdchste Aktivitat konnte allerdings in der
Leber festgestellt werden [Mastorodemets al, 2005]. Lokalisiert ist die hGDH in den
Mitochondrien. Im Menschen wden zwei Isoformen des Enzyms nachgewiesen, die durch
unterschiedliche Gene kodiert werden. Die sogenahatsekeepingsDH wird durch das
GLUD1-Gen, die nervengewelspezifische GDH durch das GLUBZen kodiert
[Shashidhararet al, 1994]. Es wird angenomen, dass das GLUBGen durch zufallige
Mutationen und natirliche Selektion aus dem GLUBHEN entstand [Burki und Kaessmann,
2004]. Beide Isoformen unterscheiden sich in nur 16 Aminosaureresten, weisen jedoch eine

grundlegend voneinander abweichende adlosthe Regulation durch ADP, ATP;Lleucin
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und GTP auf. Aufgrund ihres vermehrten Auftretens in Lebermitochondrien dient die humane
GlutamatDehydrogenase als diagnostisches Markerenzym fiir starke Leberzellschadigungen.
Die hGDH verknupft den Kohlenstefimit dem Stickstoffmetabolismus und dient damit der
Aufrechterhaltung unterschiedlichster Metabolitgleichgewichte. Auch die Verbindung zum
Glutamat, welches eine zentrale Rolle im Aminosaurestoffwechsel einnimmt, lasst ihre
Wichtigkeit erkennen. So liefedie GlutamatDehydrogenas®eaktion zum einen Glutamat,
welches zur Synthese weiterer Aminosauren oder véwc®tylglutamat zur Verfigung steht.
Letzteres ist ein allosterischer Aktivator der Carbamoylphospimathetase im initialen
Schritt der Harnstdgynthese [Loffler et al, 2007]. Zum anderen kann das in der
gegenl @a2ufigen Re-Ké&dglutarat in dem tCiratzgkius eiryeschlelst und
damit, in dessen weiteren Verlauf, zur Gewinnung von Reduktionsaquivalenten und ATP
herangezogen werden. e\l t e r h i fKetodlutagan als \VOrstufe fir SucciR@oA,
welches unter anderem das Ausgangsmolekil fur die-Bi@synthese darstellt. Eine weitere
wichtige Funktion der humanen Glutanri2éhydrogenase ist die Fixierung von Ammoniak,
welches somit direkentgiftet werden kann. Ammoniak (NHist eine mittelstarke Base mit
einem pK-Wert von 9,2. Unter physiologischen Bedingungen liegt es daher zu 98,5 % in
protonierter Form als Ammoniumion (NH vor. Die Konzentration von N#NH;" im Blut

liegt bei Gesuden bei ca. 150 umol/L. Wird dieser Wert markant tGberschritten, kann dies
schwere neurologische Schaden zur Folge haben [Ldfled, 2007], wobei die genauen
Ursachen fiur die neurotoxische Wirkung des Ammoniaks noch nicht geklart sind.

Die Hauptaufgbe der vorwiegend in den Astrozyten, aber auch Oligodendrozyten des
Nervengewebes vorkommenden hGDH2 besteht vermutlich darin, Glutamat, das im zentralen
Nervensystem (ZNS) als exzitatorischer Transmitter dient, nach der Erregungsfortleitung aus
dem synapschen Spalt zu entfernen [Plaitakis & Zaganas, 2001]. Eine anhaltend hohe
Glutamatkonzentration wiirde durch Uberregung der Neuronen zytotoxisch wirken. Burki und
Kaessmann [2004] gehen sogar so weit zu behaupten, dass die Entstehung desGehslD2

vor menr als 23 Millionen Jahren durch Retroposition aus dem GLGBhH, die
Gedéachtnisleistung in Menschenaffen und Menschen erweiterte und somit entscheidend zur

Evolution erhdhter kognitiver Kapazitaten in Hominiden beigetragen hat.
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1.3.2  Struktur der humanen und bovinen Glutamat-Dehydrogenasen

Von der hGDH1 sind bisher die von Smitgt al. [2002] veréffentlichte Struktur des
Apoenzyms (PDB Code: 1L1F) sowie das von Banegg¢eal. [2003] vertffentlichte
Apoenzym der R463Mutante (PDB Code: 1NR1) strukturelllgst. Von der bovinen GDH

liegen dreidimensionale Strukturen vor, die mit Coenzymen und Substraten, als auch mit
Aktivatoren und Inhibitoren céristallisiert wurden (s. Tab. 1.2). Ein Monomer der boGDH

ist in Abb. 1.9 dargestellt.

Wie bereits beschrig@n, liegen sowohl das humane als auch das bovine Enzym als
Homohexamer vor, welche aus zwei aufeinanderliegenden Trimeren gebildet werden. Jede
der sechs Untereinheiten besteht aus einer Polypeptidkette mit 505 (human) bzw. 501 (bovin)
Aminosauren. Die Tmere werden Uber die etwa 200 Aminoséuren langéegribinale
Glut amat bi ndedom?2ne Zz us amme n g eHaltblattsteukturen we | c |
aufweist. An diese schlieRt sich die stark konservierte NBDdedomaneRossmaniold)

sowie eine weitere Doméanalie ein 48 Aminosduren langes Heligop-Helix Motiv
ausbildet und als Antenne bezeichnet wird [Banegjeal, 2003], an. Die Antennen jedes
Trimers winden sich umeinander und unterliegen Konformationsdnderungen, wenn sich der
katalytische Spalt 6ffnetoder schlie3t [Smithet al, 2002]. Die Glutamatbindeund
AntennerDoméane sind mit der sogenannten Pikalix verbunden, die den Drehlund
Angelpunkt zwischen den Doméanen wahrend des katalytischen Prozesses darstellt. In jedem
katalytischen Zyklus erfah die GDH Konformationsanderungen [let al, 2009]. Die
allosterische Regulation der Saugarzyme korreliert wahrscheinlich mit diesen komplexen
Bewegungen wahrend der Ausbildung von GDigandKomplexen [Smith & Stanley,

2008]. Die NAD-Doméane schwenldegen die PiveHelix, was einem Offnen und SchlieRen

des katalytischen Spaltes gleichkommt [Kanavowtaal, 2007; Peterson & Smith, 1999].

Gl ut a ma t-Ketdglutarat binden in der Vertiefung zwischen der NAfindenden
Domane und der Glutamatbindedomane. Nach Bindung des Coenzyms rotiert die NAD
bindende Domane um etwa 18°, schlief3t sich um Substrat umz@oeaind initiiert somit

die Katalyse. Schlief3t sich der katalytische Spalt auf diese Weise, rotiert die Basis einer jeden
aufsteigenden Helix in der Antennenregion gegen den Uhrzeigersinn und stéf3t dann gegen die

Pivot-Helix einer angrenzenden UntereirtH&mithet al, 2002].
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Abb. 1.9: Monomer der bovinen GDH mit Bindedoménen.Die Glutamatbindedomane ist blau, die NAD
Bindedoméane orange, die Antenne violett und die Rialtx grin gekennzeichnet. GTP ist rot, ADP grin,
NADH silber undGlutamat gelb dargestellt [Allegt al, 2004].

1.3.3 Allosterische Regulation dualspezifischer GlutamatDehydrogenasen

Bei den dualspezifischen GDH der Saugetiere wird das Gleichgewicht zwischen Glutamat
Anabolismus und-Katabolismus durch komplexe allosgshe Regulationsmechanismen
kontrolliert [Peterson & Smith, 1999]. Die Evolution der GDH gibt Einblicke in die
Entwicklung ihrer Enzymregulation (s. Abb. 1.10). In Pflanzen, Pilzen und Protisten fehlt
dem Protein die so genannte Antennenregion und die/igktwird hauptsachlich Uber die
Transkription und das Substrdizw. Produktlevel gesteuert. Bei den Protozoen ist erstmals
eine Antennenregion vorhanden, das Enzym unterliegt allerdings noch keiner Regulation
durch Purine. Daraus kann geschlossen werddass zunachst die Ausbildung der
Antennenregion stattfand, woraufhin sich spater die Moglichkeit zur allosterischen Regulation
entwickelte. Bei den Ciliata unterliegt das Enzym erstmals der-AID& Fettsaureregulation.
Komplexe allosterische Regulatiem wurden allerdings nur im Tierreich nachgewiesen
[Smith & Stanley, 2008].
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Abb. 1.10: Schematische Darstellung der evolutiondren Entwicklung von Antennen und allosterischer
Regulation [Banerjeeet al, 2003].

Obwohl das thermodynamisck&eichgewicht der GDHReaktion auf Seiten der Bildung von
Glutamat liegt, dominiert unter physiologischen Bedingungen vermutlich die
Desaminierungsreaktion. Im Gegensatz zu GluteDstydrogenasen anderer Spezies
bestimmt beim Menschen die Stoffwechsedlagicht aber das Vorhandensein bestimmter
Cofaktoren, die Richtung der katalysierten Reaktion. Bereits Frieden [1962] konnte zeigen,
dass ATP und GTP hemmend auf die S&@eH wirken, wahrend ADP das Enzym
aktiviert. Der Energiestatus der Zelle, bestimcirch das ATP/ADP oder auch das
GTP/GDRVerhaltnis, hat somit einen entscheidenden Einfluss auf die Aktivitdt der
GlutamatDehydrogenasen. Durch Interaktion von ADP mit Arg463 wird der katalytische
Spalt gedffnet und das Produkt schneller freigesetdassoeine erneute Substratbindung an
das Enzym beschleunigt wird. Bei sehr hohen Substratkonzentrationen bilden sich so
genannte abortive, niclkiatalytische Komplexe im aktiven Zentrum, die die Reaktion
inhibieren. Sie bestehen aus dem Substrat und ddeakion also NAD(P)HGIlutamat bzw.
NAD(P)"-U-Ketoglutarat. ADP destabilisiert die abortiven Komplexe und hebt die negative
Kooperation auf [Fangt al, 2002]. Die aktivierende Eigenschaft von ADP wird daher nur
bei gesattigten Substratkonzentrationen beobachtet. GTP, der Gegenspieler von ADP und
potenter Inhibitor, erhdht die Affinitdt des Enzyms zum Coenzym und stabilisiert abortive
Komplexe. Wie die Kristallstrukturen zeigen, 6ffnet sich nach R/8Indung ein kleiner

Spalt zwischen der Pivdfelix und dem Riicken der NAEDoméane, wo GTP (iber das
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Phosphat des Triphosphahdes binden kann. Es resultiert ein verlangsamter Substrat
Umsatz [Banerjeet al., 2003].
In den pankreatischenZ®llen ist die Regulation der hGDH durch den energetischen Zustand

der Zelle mit der Insulinhomdostase verbunden.

1.3.4 Hyperinsulinismus-Hyperammonamie-Syndrom

Das HyperinsulinismuslyperammonamiSyndrom (HIHA-Syndrom) ist eine autosomal
dominant vererbte Erkrankung, die gekennzeichnet ist durch eine exzessive
Insulinausschittung mit daraus resultierenden rezidweere Hypoglyk&dmien, sowie einer
asymptomatischen Erhdhung des Plagimanoniumspiegels [Stanlegt al, 1998; Muntau,

2007; Meissner & Mayatepek, 2000]. Die Ursache hierfur liegt in Mutationen des GLUD1
Gens, die direkt in die allosterische Enzymhemmungld@TP involviert sind [Fangt al,

2002]. Dies resultiert in einer Uberaktivitat der Glutasdahydrogenase in allen Geweben
[Stanleyet al,, 1998]. Im Pankreas fiihrt die vermehrte GBKivitat unter anderem zu einer
erhohten Sekretion von Insulin [l al., 2009]. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass in
Folge desgesteigerten Ums at z e-Ketoghtarat, urtll dessanma t
Verstoffwechselung tber den Citratzyklus und die nachgeschaltete Atmungskette, sich auch
das ATP/ADPRVerhdltnis in der Zelle erhoht. Liegt ATP wiederum in erhodhten
Konzentrationen vor, bindetlies an ATPgesteuerte Kaliumkanale und fuhrt zu deren
SchlieBung. Dies lost eine Depolarisation der Zelle aus, infolge derer sich
spannungsregulierte €aKanéale 6ffnen und die intrazellulare Ta&onzentration ansteigt.
Dieser Anstieg ist Ausloser fliene ge st ei g e r-Granulg welcheydasolsse@in d e r
enthalten. Neben der Hyperinsulinamie ist auch die Hyperammonamie durch den gesteigerten
GlutamatKatabolismus zu erklaren, welches dadurch nicht mehr zur Synthese von N
Acetylglutamat zur Verfugug steht. Da dieses ein allosterischer Aktivator der
CarbamoylphospheBynthetase | im ersten Schritt der Harnstoffbiosynthese ist, kommt es zur
Beeintrachtigung der Ammonigkntgiftung in der Leber. Weiterhin fuhrt die
Desaminierungsreaktion des Enzyms cmo zusatzlich zu einer Erhéhung der

Ammoniakkonzentration in den Leberzellen (s. Abb. 1.11).
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Abb. 1.11:Einfluss verschiedener Faktoren auf die Insulinsekretion und die Harnstoffsynthese.
Glucose wird beginnend mit der Glucokinase (GK) vdfserhselt, was zu einem Anstieg des ATP/ADP

Verhdltnisses fuhrt. Ein in der Plasmamembran sitzender;exifindlicher Kaliumkanal, bestehend aus den
UntereinheiterBUR1undKir6.2, wird daraufhin geschlossen. In Folge der daraus resultierenden Depiolarisa
d e rZellde kommt es zum Einstrom von zweiwertigen Calcilomen und letztlich zur Insulinfreisetzung aus
den Speichervesikeln.-Leucin stimuliert die Insulinsekretion indirekt Uber allosterische Aktivierung der
GlutamatDehydrogenase. Diazoxid unalbutamid wirken auf Ebene d&URXUntereinheit des Kaliumkanals
[Stanleyet al, 2003].

1.3.5 Hemmstoffe der humanen GDH

Der bereits beschriebene, zu diesen pathologischen Zustanden fihrende Aktivitatsgewinn der
humanen Glutamabehydrogenase 1 gab in denztein Jahren bereits Anlass dazu, nach
Inhibitoren flr dieses Enzym zu suchen. Beispielsweise wurde venadli[2007] einHigh
Throughput ScreeningHTS) mit 27 000 chemischen Verbindungen an der bovinen GDH
durchgefuhrt, wodurch Diethylstilbestrol, Epipcatechir3-monogallat und ein
EpigallocatechifB,5-digallatderivat als potente Inhibitoren identifiziert werden konnten.
Darauf aufbauend wurde von denselben Autoren ein weiteres Screening mit etwa 30 000
Substanzen, die ein ahnliches Grundgertst as®vi, durchgefuhrt. Dabei zeigten die
Substanzen Hexachlorophen, Bithionol und GW5074 die starkste inhibitorische Wirkung in
Bezug auf die Saug&BDH. Dartber hinaus konnte durch die réntgenkristallographische
Analyse von ProteibigandKomplexen des bovan Enzyms mit diesen drei Inhibitoren der
Hemmmechanismus aufgeklart werden, auf den im Diskussionsteil der vorliegenden Arbeit

eingegangen wird.
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1.4  Die Glutamat-Dehydrogenasen au®lasmodium falciparumals

Zielmolekule von Wirkstoffen gegen Malaria

1.4.1 PfGDH als Zielmolekile

Wie bereits in Kapitel 1.1.2 beschrieben, ist eine Strategie zur Entwicklung neuer
Malariamedikamente die Manipulation von Enzymen, die eine wesentliche Rolle im
Parasitenmetabolismus einnehmen. Erst die Identifizierung dieser Enaymd das
Verstandnis ihrer Reaktionen, im Kontext mit dem Wissen uber ihre Lokalisation, gibt
Aufschluss Uber die genauen Ablaufe im Metabolismus der Parasiten. Vaidya & Mather
[2009] postulierten in einem Review, dass der Haupteintrittspunkt des Gdcetzym

Par a s i-Kewglutardl ist, welches vorwiegend durch die Reaktion der Glutamat
Dehydrogenasen zur Verfligung gestellt wird. Weiterhin konnten Olszewski[2010] in

einer kurzlich veroffentlichten Studie zeigen, dass der Malariaparasit keinen Ciuatayk
herkdmmlichen Sinne besitzt. Da die Pyruizehydrogenase im Apicoplasten, nicht aber im
Mitochondrium | okal iOxidagon tnochi det vollstindige Wlebdue r
verzweigtkettiger Aminosauren im Mitochondrium stattfinden, steht diesem Ofganel
augenscheinlich keine Acet@loA-Quelle zur Verfigung [van Dooreet al, 2006]. Die
Untersuchungen zeigten jedoch, dass alle bekannten Intermediate des Citratzyklus in den
Mitochondrien der Parasiten nachweisbar sind [Olszewslkal, 2010]. Auch Aktitaten

aller Gibrigen Enzyme des klassischen Citratzyklus konnten festgestellt werden, wenn auch mit
geringen Abweichungen zu diesen. Demzufolge wird aktuell davon ausgegangen, dass der
Tricarbonsauremetabolismus nicht zyklisch ablauft, sondern Verzweiguigye einzelnen
Reaktionen aufweist. Aufgrund dessen sind sowohl der Ablauf, als vermutlich auch die
Funktion dieses Stoffwechselweges, sowie das Zusammenspiel mit anderen
Stoffwechselwegen, einzigartig fur die Parasiten, was alle darin involvierten Enzyme
einschliellich der plasmodialen Glutarid@hydrogenasen, zu interessantémig targets
macht. Hinzu kommt die Bedeutung déGDH in der NADPHBereitstellung fur

antioxidative Prozesse, die im Punkt 1.4.4 angesprochen wird.
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1.4.2 Glutamat-Dehydrogenasenn Plasmodium falciparum

In der Datenbank der Plasmodienspezies (PlasmoDB) konnten 3 Isoenzyme der Glutamat
Dehydrogenase identifiziert werden. DMGDH1 (PF14_0164) wurde bereits 1986 [Lieg

al.] zum ersten Mal erwéhnt. Weiterhin werden Gene annotiertfiir eine zweiteRfGDH2;

PF14 _0286) und eine dritt®fGDH3; PF8_0132) Glutamdehydrogenase kodieren. Eine
biochemische Charakterisierung ddé*fGDH1 wurde durch Wagneret al. [1998]
vorgenommen und strukturell konnte sie durch Wemsteal. [2005] aufgeklart werden. Die

bisher vorliegenden Ergebnisse dieser Untersuchungen werden im Folgenden naher

betrachtet.

1.4.3 Glutamat-Dehydrogenase 1

Da die humanen Glutamé@tehydrogenasen mitochondrial lokalisiert sind, liegen diese
Enzyme in den Erythrozyten nickior. Aus diesem Grund identifizierten Vander Jagsl.
[1982] die NADP-abhéngigePfGDH1 als Markerenzym fiir eine Plasmodiafektion. Vom
gleichen Autor wurde dieses Enzym, gemeinsam mit der IseEiFAydrogenase und der
Glucose6-Phosphatdehydrogase, als Hauptlieferant von NADPH fir den Parasiten
postuliert, was ihr eine wichtige Rolle im antioxidativen System (s. Kapitel 1.4.4) zukommen
lasst [Vander Jagit al, 1989]. Die GlutamabDehydrogenase 1 wurde erstmals 1996 aus dem
Parasiten isoliert,aufgrund der geringen verfigbaren Menge jedoch nur ansatzweise
charakterisiert [KrauttBiegelet al, 1996]. Im Jahr 1998 erfolgte dann die Klonierung und
ausfuhrliche kinetische Charakterisierung des rekombinanten Enzyms [Watgaled 998]
sowie 2005 @ strukturelle Aufklarung [Werneat al].

1.4.3.1 Die Struktur der PfGDH1

Wie unter Punkt 1.2.3 beschrieben, weist auchRii@DH1 die wesentlichen Sekundamd
Tertiarstrukturmerkmale der GDH S |Heamilie auf. Die erste Doméne, die hauptsachlich in
die Ineraktion der einzelnen Untereinheiten involviert ist, wird durch die Aminosaurereste
1-220 und 452470 gebildet. Die Aminosaurereste 2231 sind hingegen an der Ausbildung
des RossmanRaltungsmotives mit der Nucleotidbindestelle beteiligt, welches fedoc
bezogen auf di e k-Fakbfatsin sngdkehrteFQrientienunggaufweesti Alle b
Aminosaurereste, die im Enzym aGostridium symbiosurdirekten Kontakt zum Substrat
aufweisen, sind auch in der GDH1 des Malariaerregers hoch konservietabed &hnlich

positioniert [Werneret al, 2005]. Die CoenzynaBindestelle delP. falciparumGDH1 zeigt
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eine groRere Ahnlichkeit zum dualspezifischen humanen Enzym, als zuf-a#&ngigen

GDH ausClostridium symbiosumda auch hier die fir die Ladungskoemgation der 2
Phosphatgruppe des Riboseanteils im NADBtwendigen Aminosauren (Ser284, Lys156
und Lys306) vorliegen. Ein weiteres wichtiges Augenmerk bei der BetrachtuiiGI2H1-
Struktur sollte auf die Interaktionen gelegt werden, die zwischen darel®en
Untereinheiten ausgeiibt werden. Jeweils eine Untereinheit des Enzyms interagiert mit vier
anderen Untereinheiten tGber hauptséchlich 14 ladungsunterstitzte Wechselwirkungen. Diese
Wechselwirkungen werden als stark unterschiedlich zu denen im homBneym
beschrieben, was zunéchst dadurch zu begriinden ist, dass im Pd&tasyendie fur die
SaugerGDH typische Antennendoméne fehlt. Weiterhin tragen im humanen Enzym lediglich
vier Aminosauren pro Untereinheit zu ladungsbasierten Wechselwirkungen Hiei
bestimmen hydrophobe Kontakte die Kommunikation der einzelnen Untereinheiten. Die
zahlreichen Salzbriicken, die zwischen den MonomererPi{&DH1 bestehen, werden fir

ihre hohe Thermostabilitat verantwortlich gemacht.

1.4.3.2 Bekannte Hemmstoffe defrPfGDH1

Bereits 1957 wurde durch Caughegt al. ein Screening mit unterschiedlichsten
Substanzklassen an der bovinen GlutabDweltydrogenase durchgefuhrt. Die besten
Inhibitoren dieser Untersuchungen waren hauptsachlich Substanzen, die eine grol3e
strukturelle Ahnl ¢ hk e i t z um -MEineglutarat adfwiesen, wie belspielsweise
Isophtalat oder Bromofuroat. Isophtalat wurde durch Apargtial. [2010] zudem an der
PfGDHL1 getestet. Am gereinigten Enzym konnte eiWWert von 6,2 uM festgestellt werden,
wahrendder IGe-Wert in Tests an der Paraskgellkultur lediglich bei etwa 450 uM lag. Ein
von Crowther et al. [2010] durchgefuhrtes Screening von kommerziell erhéltlichen
Substanzbibliotheken fiihrte zu 5 655 niedermolekularen Substanzen, die mit eiggevorEC
weniger als 1,25 uM inhibitorisch auf das Parasitenwachstum in Kultur wirkten. Diese
Wirkstoffe wurden in weiterfihrenden Versuchen an neun Plasmétizymen, unter
anderem dePfGDH1, getestet, zeigten jedoch keine inhibitorische Wirkung auf dieses

Enzym.
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1.4.4 Oxidativer Stress in Mensch und Parasit

Taglich fallen im menschlichen Organismus reaktive Sauerstoffspezies (ROS von engl.:
reactive oxygen specigsunter anderem aus Nebenreaktionen der Zellatmung, an.
Sauerstoffradikale entstehen immer dann, weim Sauerstoffmolekil ein einzelnes Elektron
aufnimmt, wodurch das Hyperoxiinion (O,-'), auch Superoxidradikal genannt, entsteht.
Superoxidradikale sind sehr reaktiv und schadigen die Zellen durch ihre unspezifischen
Reaktionen erheblich [Sies, 1997]. In Mitochondrien werden Superoxidradikale Uberwiegend
unter Beteiligung des Komplexes Ider Atmungskette gebildet. Die Eliminierung von
Superoxidradikalen wird durch die in allen menschlichen Zellen vorkommende
Superoxiddismutase (SOD) gewahrleistet. Die Produkte ihrer Reaktion sind
Wasserstoffperoxid ($0.) und molekularer Sauerstoff §D H,O, wiederum kann tber das
Enzym Katalase, oder auch uber die Glutatti@noxidase, zu Wasser und ebenfalls
Sauerstoff umgewandelt werden. Wird ein Gewebe jedoch nicht mehr ausreichend mit
Sauerstoff versorgt oder entstehen grol3e Mengen an Wassersiatfpest dieses System
Uberfordert. Reagieren Superoxidradikale miOF entstehen Hydroxylradikale, welche tber
ihre Reaktivitat die Quervernetzung von Fettsauren in der Zellmembran oder von Proteinen
bewirken und dadurch den Verlust ihrer Funktiongjéit herbeifihren. Werden in einem
System mehr Sauerstoffradikale gebildet, als Mdglichkeiten bestehen, diese zu eliminieren,
wird dies als oxidativer Stress bezeichnet.

Andererseits besitzen ROS auch eine wichtige Funktion in der immunologischen Abwehr.
neutrophilen Granulozyten, sowie Makrophagen, die pathogene Mikroorganismen
phagozytieren, um sie abzutdten, wird durch die NABPXidase gezielt kD, synthetisiert.

Die Entgiftung reaktiver Sauerstofiber auch Stickstoffspezies stellt eine Heraukfrung

fur mit Plasmodien infizierte Erythrozyten dar [Rahlfs & Becker, 2006]. Nicht nur auf Grund
einer hohen metabolischen Rate durch das schnelle Wachstum und die rapide Vermehrung der
Parasiten, sondern auch durch den Abbau von Hamoglobin durch debedie
Immunantwort des Wirtes, resultiert eine grol3e Menge an Sauerstoffradikalen [Beeker
2004].Golensert al.[1991] konnten nachweisen, dass Malariaparasiten anfalliger gegentber
oxidativem Stress sind als ihr Wirt und daher umso starkeMaghanismen angewiesen
sind, diesen zu vermindern. Innerhalb der letzten Jahre konnte gezeigt werden, dass
Plasmodium Uber eine Reihe antioxidativer Abwehrmechanismen verfligt [Betlar,

2004; Beckeret al, 2006] (Abbildung 1.12). Dazu gehéren ein Istiindiges Glutathion
System, mit NADPH, einer GlutathieReduktase (GR), Glutathion (GSH) und mehreren

Glutaredoxirdhnlichen Proteinen (GLP), sowie einem funktionellen Glutathisimingigen
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GlyoxalaseSystem. Des Weiteren ist ein komplettes Thiored®yistem mit NADPH, einer
ThioredoxinReduktase (TrxR), Thioredoxin (Trx), unterschiedlichen Thioredékinlichen
Proteinen, sowie Wasserstoffpero@dtgiftenden Enzymen, wie Thioredoxahangigen
Peroxidasen (TPx) und zwei funktionellen Superoxiddismutaseden Parasiten existent. Im
Gegensatz zu den meisten Eukaryoten besitzt der Parasit jedoch keine Katalase und keine
typische Glutathionperoxidase.

Die TrxR wie auch die GR sind NADRBbhangige Enzyme und daher auf NADP
reduzierende Enzyme angewiesks. wird angenommen, dass NADPH hauptsachlich durch
den Hexosemonophosphatweg bereitgestellt wird, dessen Schlisselenzym die -&lukose
PhosphaDehydrogenase (G6PDH) ist. Vander Jagal. [1989] konnten jedoch zeigen, dass
auch die GlutamabDehydrogenasesowie die NADPRabhangige Isocitrabehydrogenase
NADPH zur Verfugung stellen. Dass die NADM¢reitstellung im parasitierten
Erythrozyten direkten Einfluss auf den Krankheitsverlauf der Malaria hat, wurde durch
epidemiologische Studien schon frih posttli&o schitzen beispielsweise ein angeborener
Enzymdefekt wie der G6PDMangel oder die Sichelzellandmie in einem bestimmten

Umfang vor einer schweren Form der Malaria.

N
Ghxla Gy na
NADPH + H*
GR Glx Ib

NADP* f // Glx llb
Trx14 - GSSG 2GSH — @GST
Trx9 r /_\
Trx1S, Grxs,
Trx2s, Trx1(SH), Plrx(SH), ) Sr(SH
2

Trx2(SH)
, ’ ( PlrxS, \
GLP2
mGLP1 GLP3
Ribonucleotide
reductase —» DNA-synthesis

Abbildung 1.12: Antioxidatives Abwehrsystem vonPlasmodium falciparum Sowohl das TxR- als auch das
GR-System sind NADPHibhangig und stellen Reduktionsaquivalente fur die Entgiftung @ bind die
Ribonucleotidreduktase zur Verfligung [Rahlfs & Becker, 20086].
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1.5 Rontgenstrukturanalyse von Proteinmolekilen

Fur die Strukturbestimmung kiear organischer Moleklle bis hin zu makromolekularen
Proteinen stehen heute im Wesentlichen zwei Methoden zur Auswahl. Zum einen die
Rontgenstrukturanalyse und zum anderen die magnetische Kernresonanzspektroskopie
(NMR). Wahrend die Strukturbestimmung rhitife der NMR-Methode durch die Grol3e der

zu bestimmenden Molekile begrenzt ist (hdchstens 50 kDa in Tripelresonanzexperimenten),
kbnnen mit der ROntgenstrukturanalyse Proteine jeglicher Grof3e vermessen werden
[Lottspeich, 1998].

Die Rontgenkristallograpkibeinhaltet die Bestimmung der Struktur eines Proteinkristalls im
atomaren Bereich mittels Rontgenstrahlung, die am Kristallgitter gebeugt wird. Dadurch kann
die Verteilung der Elektronen in der Elementarzelle bestimmt und eine Elektronendichtekarte
erstdit werden. Uber die Auswertung dieser Elektronendichtekarte ist es dann moglich, die
Struktur des Proteins aufzuklaren, um somit Kenntnisse tber die Geometrie des Proteins und
damit Verstandnis fur dessen Proteinfunktion auf molekularer Ebene, z. Batddytikchen

Mechanismus eines Enzyms, zu erlangen.

Kristalle

Die Kristallisation von biologischen Makromolektilen ist eine Technik, die auf dem Prinzip
von Versuch und Irrtum beruht und deren Ergebnisse nicht vorhersagbar sind [Lottspeich,
1998]. In Kristallen weisen die atomaren Bausteine eines festen Stoffes eine Fernordnung in
allen drei Raumrichtungen auf, d. h. die Molekile sind in diesem Fall regelmal3ig angeordnet.
Die Kleinste sich wiederholende Einheit bezuglich des Translationsgitters wird als
Einheitszelle (a, b, ¢ ung b, 2) bezeichnet . Aus i hr kanr
gesamte Kristallverband (das Kristallgitter) erzeugt werden. Die Kanten der Einheitszelle sind
gleichbedeutend mit den so genannten Kristallachsen, die im Fall von Proteinkristallen oft
zwischen 30 und 400 A (1 A = 0,1 nm) lang sind. Neben dem primitiven Kristallgitter (P) gibt
es noch weitere spezielle Gittertypen: flachenzentriert, innenzentriert und rhomboedrisch. Mit
Ausnahme der triklinen Kristallform weisen dabei alle Einheitszellea mirerne Symmetrie

auf. Die Einheitszelle kann durch eine kleinere, so genannte asymmetrische Einheit
beschrieben werden, die durch Anwendung der Symmetrieoperationen eine Einheitszelle
ergibt. Die Kombination der Gittertypen mit einer oder mehreren Syrneuoperationen

ergibt die Raumgruppen [Lottspeich, 1998].

25



Einleitung

Rontgendiffraktion

Ein Teil des auf den Kristall gerichteten Rontgenstrahls wechselwirkt mit der Elektronenhtille
der Atome, wodurch diese angeregt werden. Bei der Ruckkehr der angeregtemegttektro

den Grundzustand wird Rontgenstrahlung in alle Richtungen abgegeben. Da sich die Atome
in einer regelmafigen, sich periodisch wiederholenden raumlichen Anordnung im
Kristallgitter befinden, kommt es zur Interferenz der von den Atomen emittierten
Rongenstrahlung. Die Richtung des gebeugten Rdntgenstrahls ist dabei vom kristallinen
Gitter abhangig. Fur diese Beziehung gilt das Bragg sche Gesetzt (Gleichung 1.1). Die
Beugung der R°ntgenstrahlen mit der Wel | enl
wird dabei als eine Reflexion an einer imagindren Ebenenschar aus parallelen Ebenen
beschrieben, die den Abstand d voneinander haben. Jeder beobachtete Punkt auf einem
Rontgenfilm, auch Reflex genannt, entspricht somit dem an einer bestimmten Ebenenschar
gebeugten Rontgenstrahl. Der mathematische Zusammenhang zwischen den Positionen der
Atome in der Einheitszelle und den gebeugten ROntgenstrahlen ist eine +ourier
Transformation. Um moglichst viele Kristallebenen im Beugungswinkel zum Priméarstrahl zu
orientieen, wird der Kristall im Rontgenstrahl gedreht und es werden Beugungsbilder unter

verschiedenen Winkeln aufgenommen.
Gleichung 1.1: nA = 2d sin(6)

Das Phasenproblem

Die an einem Kristall gebeugten Rontgenstrahlen enthalten die komplette Information tber
die dreidinensionale Anordnung der Atome im Kristall. Diese Information ist in den drei
beschreibenden Grél3en einer elektromagnetischen Welle, der Wellenldnge, der Amplitude
und der Phase, erhalten. Die Wellenlange des Primarstrahls wird durch die Beugung am
Kristallgitter nicht verandert und ist somit bekannt [Lottspeich, 1998]. Die Amplitude kann
durch Bestimmung der relativen Intensitat der Reflexe gemessen werden, aber eine Messung
der Phase ist generell nicht moglich. Zur Bestimmung der Phase stehen Methoden des
isomorphen oder molekularen Ersatzes zur Verfigung. In dieser Arbeit wurde ausschlief3lich
die Methode des molekularen Ersatzes angewendet, weshalb diese im Folgenden kurz
beschrieben wird. Mit der Methode des molekularen Ersatzes kMiecular Replacemehnt

wird eine Proteinstruktude novoauf Grundlage einer bereits vorhandenen Proteinstruktur,

die eine Sequenzidentitat von mindestens 25 % zum untersuchten Protein besitzt, berechnet.

Aus den Koordinaten der bekannten Proteinstruktur koénnen, quasi riskwdig
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Strukturfaktoramplituden (&o und di g fi das $1edell béradhnet werden. Mit

den Modellphasen und den gemessenen Strukturfaktoramplitudesd (Fird eine
Elektronendichtekarte fur die neue Kristallstruktur erhalten. Meistens unterscheiden sich
sowohl die Raumgruppe adsich die Orientierung des Proteinmolekils in der bekannten und
der neuen, unbekannten Kristallstruktur. Daher muss das bekannte Strukturmodell erst korrekt
in der neuen Kristallzelle platziert werden. Dieses sechsdimensionale Suchproblem mit drei
Rotations und drei Translationsvariablen wird in zwei Schritte (Rotation und Translation)
aufgeteilt [Rossmann & Blow, 1962]. Nachdem das Suchmodell in der neuen Kristallzelle
platziert wurde, kann eine Elektronendichte fiir das Zielmolekul berechnet und mit der

Korrektur und Verfeinerung der Struktur begonnen werden.

1.6  Wirkstoffsuche durch rationales Drug Design

Das strukturbasierte Wirkstoffdesign beschreibt die Suche nach einem Molekll, das
moglichst perfekt in die Bindetasche eines Zielproteins hineinpasstianmdn der Lage ist,
energetisch gunstige Wechselwirkungen mit dem Protein einzugehen [Maehhb|d. 998].

Der Prozess des strukturbasierten Wirkstoffdesigns wird schrittweise durchgefuhrt und
durchlauft mehrere Zyklen, bevor eine optimierte Leitgin gefunden wird. Anhand des
Schemas in Abbildung 1.13 kann der Weg eines solchen Prozesses nachvollzogen werden.
Fur das rationale, strukturbasierte Ligandendesign sind Kenntnisse Uber die dreidimensionale
Struktur des Zielproteins zwingend erforddilidDiese kann entweder experimentell durch
NMR (Kernresonanzspektroskopie) oder die bereits beschriebene Rontgenkristallographie
aufgeklart, oder durch das Verfahren ddsmology Modellingtheoretisch vorhergesagt
werden.

Steht dann eine dreidimensionaRroteinstruktur zur Verfugung, wird diese nach so
genannterhot spotsuntersucht, das hei3t, nach Stellen im Protein, an denen es zwischen
einem mdoglichen Liganden und dem Protein zu glnstigen Wechselwirkungen kommen
konnte. Protein und Ligand kdnnen entiee Uber kovalente oder Uber nidutvalente
Wechselwirkungen miteinander interagieren. Mdgliche Interaktionen -k@ldlenter Art

sind hierbei Wasserstoffbriickenbindungen, ionische Wechselwirkungen, hydrophobe
Kontakte, Metallkomplexierungen und KatioretWechselwirkungen. Ist eine Bindetasche
des Proteins definiert, konn&ockingUntersuchungen im Rahmen des virtuellen Computer
Screenings durchgefuhrt werden, welche Leitstrukturen, d. h. Grundgertste flir mdgliche

Liganden des Zielproteins, liefern. &inem iterativen Prozess, der sowohl theoretische aber
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auch experimentelle Untersuchungen erfordert, erfolgt dann die Optimierung der gefundenen

Leitstrukturen, bis ideale Bindungseigenschaften zwischen Ligand und Protein gefunden sind.

Strukturbasiertes Wirkstoffdesign

| Auswabhl des Zielproteins |

| Aufgereinigtes Zielprotein in Losung |

v

Homology Modeling | Bestimmen der Stn_lktur durch
Rontgenkristallographie oder NMR
o Analysieren der Struktur, um mdgliche
Auswahlen der " Bindetaschen zu bestimmen
néchsten Leitstruktur ¢
aus der Liste,
Analysieren und ADockingi und AScoringivon bekannten
Optimieren Komponenten aus Wirkstoffdatenbanken in

die ausgewahlte Bindetasche
nein T L

Analysieren der Liste der bewerteten
Wirkstoffe und Optimierung der Besten in

. Hinblick auf Bindung und Selektivit&t
. e Modifizieren und
Kann Leitstruktur modifiziert L > v
L Optimieren der
oder optimiert werden? : Ry N -
Leitstruktur /n silico Testen der ausgewahlten Komponenten in

biochemischen Assays

X |

-«— nein Hemmt die ausgewahlte Leitstruktur

im mikromolaren Bereich?

4
Bestimmen der Rontgenkristallstruktur von
Protein + Leitstruktur

v

Analyse der erhaltenen Struktur, um auf
Interaktionen R ickschlisse zu ziehen

|

Hemmt die ausgewahlte Leitstruktur
im nanomolaren Bereich?

)"

Leitstruktur bioverf igbar machen und Wirksamkeit testen A  klinische Studien A Medikament |

nein

Abb. 1.13: Ablaufschema des strukturbasierten Wirkstoffdesigns [modifiziert nach Anderson, 2003].
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1.7  Modellierung einer Proteinstruktur durch Verfahren des Molecular
Modelling

Im Rahmen deMolecular Modellingwird die Berechnung, Darstellung und Bearbeitung von
relevanen dreidimensionalen Molekulstrukturen und ihren physikochemischen Eigenschaften
durchgefiihrt. Dabei wird versucht, von bekannten experimentellen Daten auf die Geometrie
und die physikochemischen Eigenschaften der zu untersuchenden Struktur zu schiiel3en. |
einem wissensbasierten Vorgehen werden dann vorliegende Daten zu den Molekulstrukturen,
Interaktionsgeometrien in der Kristallpackung, den Proteinstrukturenasienzen sowie
Strukturwirkungsbeziehung von Protdilgand Komplexen usw. zur Beantworturgktueller
Problemstellungen genutzt.
Die in vitro-Aufklarung von Proteinstrukturen ist oft durch zahlreiche technische
Schwierigkeiten, wie z. B. problematischer oder unzulénglicher Genexpression und
Aufreinigung der Proteine bzw. dem Ausbleiben der tdiiisation fur eine
Strukturbestimmung  erschwert und macht dadurch ein  Zurtckgreifen auf
Simulationsverfahren notwendig, um Modelle fir die Raumstruktur eines Proteins zu
erhalten. Eine solche Methode stellt ¢tsmology Modellinglar.
Beim Homology Modding wird davon ausgegangen, dass bei Proteinen verschiedener
Herkunft und manchmal auch unterschiedlicher Funktion, die jedoch ahnliche
Aminosauresequenzen besitzen, die Sequenzahnlichkeit in einer Strukturdhnlichkeit
widergespiegelt wird. Das bedeuteasd die Struktur eines Proteins anhand von Proteinen mit
homologer Aminosauresequenz und bekannter Kristallstruktur ermittelt werden kann. Die
Qualitat  der erhaltenen Homologiemodelle héngt dabei stark von der
Aminosauresequenzidentitat zwischen der Varlaghd dem Zielprotein ab. Die untere
Grenze, bis zu der ein Homologiemodell sinnvoll erstellt werden kann, liegt bei ungefahr
30% Aminosauresequenzidentitat [Mannhetdal, 1998].
Im Allgemeinen werden vor allem hochkonservierte Bereiche der RUckgidtstrin
Sekundarstrukturelementen mit groB3er Genauigkeit vorhergesagt, wahrend Schleifen ohne
eindeutige Sekundarstruktur (loops) oft stark von der tatsédchlichen Struktur abweichen
kénnen. Bei einer 50 %gen Identitéat betragt der mittlere Fehler (RMSDoot mean square
deviatior) der Koordinaten bezogen auf eine Kristallstruktur nur ungefahr 1 Angstrom [Guex
& Peitsch, 1997]. Dieser Befund diente als Pramisse fir die Entwicklung von
Homologiemodellierungsverfahren. Sie stellen gegenwaértig eine Alteenathur
Strukturvorhersage von Proteinen dar, wenn die Ermittlung einer experimentell bestimmten
Struktur nicht moglich ist.

29



Einleitung

1.8 Zielsetzung der Arbeit

In der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Katja Becker lag ein Schwerpunkt der bisherigen Arbeiten
auf Enzymen, die ra Redoxstoffwechsel von Parasiten beteiligt sind. Hierzu zé&hlen
beispielsweise die ThioredoxReduktase und die Glutathidteduktase, als auch die
unterschiedlichen Peroxiredoxine und Glutaredoxine. Die durch Wagnak [1998] und
Werner et al. [2005] untersuchte Glutamddehydrogenase 1 audlasmodium falciparum
wurde als ein Hauptlieferant von NADPH in erythrozytaren Stadien des Parasiten
beschrieben. Die ldentifizierung von zwei weiteren, bisher nicht charakterisierten GDH
Isoenzymen ermdglicht nun ied vollstandige Klarung der Rolle von Glutamat
Dehydrogenasen im Redoxstoffwechsel von Malariaerregern.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die GlutabDeliydrogenasen 2 und 3 aus
Plasmodium falciparundetailliert auf molekularer Ebene zu charaigieren. Dazu sollten
diese durch Klonierung und Produktion in heterologen Expressionssystemen sowie durch
optimierte Aufreinigung rekombinant dargestelit und anschlieRend (h&mnetisch
charakterisiert werden. Weiterhin war es das Ziel, durch protsiakographische Methoden

die Kristallstruktur des rekombinant&iGDH2 Proteins zu bestimmen. Untersuchungen zur
Lokalisation der einzelnen PlasmodiEnzyme Uber Fusionsproteine mit degreen
fluorescent protein(GFP) sollten Aufschluss Uber das Vorkonmmdieser innerhalb des
Parasiten geben, sowie Hinweise darauf, in welcher Art und Weise sie miteinander in
Verbindung stehen.

Mittels computergestitzter Methoden, wie dem virtuell2ocking zur strukturbasierten
Wirkstoffsuche, sollten aucin silico Unte'suchungen sowohl an den drei plasmodialen
Enzymen, als auch dem humanen Vergleichsenzym, durchgefihrt werden, um die
experimentell bestimmten Ergebnisse zu validieren und weiterfihrend zu erklaren. Dadurch
sollten ebenfalls Unterschiede, aber auch Ahkbden, einerseits zwischen den Enzymen
aus Plasmodium falciparununtereinander, andererseits aber auch im Vergleich mit der
humanen GDH1, herausgearbeitet werden. Dies stellt die Grundlage fur die Entwicklung
hochspezifisch wirkender Inhibitoren dar. Dédeiteren sollte mit der detaillierten
Untersuchung der drei Isoenzyme, als auch dem Zusammenwirken dieser, das Verstandnis
zum Ablauf einzelner Stoffwechselwege innerhalb des Malariaparasiten, wie z. B. des

Citratzyklus, verbessert werden.
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2 Material und Gerate

2.1  Chemikalien, Enzyme und Fertigansatze

Chemikalien

Acrylamid/ Bisacrylamid (30/0,8 % L&sung)
Adenosindiphosphat
Adenosintriphosphat
Agarose
Ammoniumchorid
Ammoniumpersulfat
Ammoniumsulfat
6-Aminohexansaure
L-Arabinose
BradfordReagenz
Bromphenolblau
Calciumchlorid
Carbenicillin
Chloramphenicol
Coomassie Brillant Blue R250
Cumarinsaure
1,4-Dithiothreitol (DTT)
DMSO

EDTA

Essigsaure

Ethanol

Gentamycin

Giemsa (4 %, wiv)
L-Glutamat
L-Glutamin
Glutathion

Glycerin

Glycin
Guanidinhydrochlorid
Guanosintriphosphat
Hefeextrakt

HEPES

Hypoxanthin

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
PeqgLab, Erlangen
Noras, Héchberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim
BioRad, Minchen
Sigma Aldrich, Steiheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsrule

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Steinheim
Serva, Mannheim

Merck Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Oxoid, Basingstoke, England
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
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Imidazol

IPTG

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
UKetoglutarat

Luminol
b-Mercaptoethanol
Methanol

Milchpulver

NAD/NADH
NADP/NADPH
Natriumchlorid
Natriumhydrogenphospha
Natronlauge

PMSF

PEG 8000

Ponceau

Rhamnose
Rinderserumalbumin

Salzsae

SDS (Natriumdodecylsulfat)
TRIS (Tris(hydroxymethy)aminoethan)

Triton X-100
Trypton/Pepton

Tween 20

Wirkstoffe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Boehringer, Ingelheim
Sigma Abdrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim

Becton Dickinson, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Eine Wrkstoffbibliothek zu Screeningwecken wurde uns freundlicherweise vom Hans

Kndll-Institut, Jena, zur Verfligung gestellt.

Fertigansatze
AccuPrimeTagDNA-Polymerase
HiSpee@Plasmid Maxi kit Qiagen, Hilden
New England Biolabs, Frankfurt

Invitrogen, Karlsruhe

In vitro transcripton and translation Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

Quick Ligation Kit New England Biolabs, Frankfurt
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Restriktionsendonukleasen

Enzymbezeichnung Restriktio nsschnittstelle Hersteller

Avrll (Xmajl) 5'CCTAGG 3 Fermentas, St. LeeRot
BanHl| 5'GGATCC 3 Fermentas, St. LeeRot
Balll 5" AGATCT 3' Fermentas, St. LeeRot
EcoRl 5'GAATTC 3' Fermentas, St. LeeRot
Kpnl 5' GGTACC 3 Fermentas, St. LeeRot
Ndd 5' CATATG 3' Fermentas, St. LeeRot
Pst 5'CTGCAG 3 Fermentas, St. LeeRot
Pvu 5'CGATCG 3 Fermentas, St. LeeRot
Xhd 5'CTCGAG 3 Fermentas, St. LeeRot

Weitere Enzyme

Cystatin Sigma Aldrich, Steinheim
DNasel Roche, Mannheim
Enterokinase New England Biolab, Frankfurt
Lysozym Sigma Aldrich, Steinheim
Pepstatin A Sigma Aldrich, Steinheim
Pfu-DNA-Polymerase Promega, Wisconsin, USA
PreScissioR"-Protease (2 U/pL) Amersham Bioscience, Freiburg
T4 Ligase Fermentas, St. LeeRot
Thrombin Novagen (Merck), Darmstadt

Elektrophoresemarker

GeneRuler 1kb DNA.adder Fermentas, St. LeeRot
6x Loading Dye Solution (fiir Agarosegele) Fermentas, St. LeeRot
6x His Protein Ladder Qiagen, Hilden

PageRul erE Prestained PRerménms, 8t LeoRad d e r
SpectraE Multicol or Br oFerhenRs BtgesRd®r ot ein Ladder

Protein Molecular Weight Marker Fermentas, St. LeeRot

Antikdrper

Maus AntiHisg-tag Antikrper Dianova, Hamburg

HRP AntirmouseAntikdrper Dianova, Hamburg

HRP Antirabbit Antikdrper JacksonimmunoResearch, Suffolk, UK
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Proteinkristallisationskits
Crystal ScreelY 1&l1
Detergent Screen

Detergentien
n-Octyl-3-D-glucopyranosid
2-Methyl-2,4-pentaendiol (MPD)

Hampton Research, Aliso Viejo, USA
Hampton Research, Aliso Viejo, USA

Roth, Karlsruhe
Schuchardt, Hohenbrunn

2.2  Chromatographiematerialien, Verbrauchsmaterialien und Gerate

Chromatographiematerial
2'5ADP-Sepharose
Glutathbn-Sepharose' 4B
Ni-NTA-Agarose

SuperdeX” 200 prep grade (HiLoad 16/60)

Verbrauchsmaterialien

Amicon ™ Ultra-15

Blotting-Papier

Centricon

Crystal Clear Sealing Tape
Deckglaser

Einwegpipetten Cellstar
Entwicklungsfilm
Halbmikro-Klvetten, Polysterol
Klvetten Uvette

Membran WestenBlot Roti-PVDF
Millex ™ Filter Units, steril

Parafiim M

Pasteurpiptten

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen FastRack
Plastikdse (blau/weil3) Nunc Brand Products
Plastikrohrchen (15 ml und 50 rskeril)
PSMikrotiterplatten 96 K
Reaktionsgefalie (1,5 ml und 2 ml)
Roti®-PVDF-Membran

GE Healthcare, Freiburg
GE Healthcare, Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe

GE Healthcare, Freiburg

Millipore, Eschborn

MachereyNagel, Diren

Sartorius, Gottingen

Hampton Research, Aliso Viejo, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Greiner Biocone, Frickenhausen

GE Healhcare, Freiburg

Sarstedt, NiUrnbrecht

Eppendorf, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Millipore, Eschborn

Brand, Wertheim

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt
Eppendorf, Hamburg

Omnitip, Warschau, Polen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Roth, Karlsruhe

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Roth, Karlsruhe
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Vivaspin (20, 500)
Wagepapier MN 226

Gerate

Autoklav

Bio Photometer

Brutschrank

Drucker Fotos Geldoc Mitsubishi P91
Elektrophoresekammern MiuRrotean 3cell
Feinwaage 4782

FPLC System AKTAFPLC
Fraktionssammler Frat00
Gefriertruhe-80 °C
GelDokumentationsanlage GelDoc 2000
Gelkammern (Agarose)

Heizblock neoBlock I

Heizblock Thermomixer comfort
Magnetrihrer

Mikropipetten

PCR Gerét Masteycler gradient

Pipetten Eppendorf Research

Pipetten Gilson

pH-Meter

Reinstwasseranlage Optilab Plus

Rontgenfilmentwicklungsmaschine Optimak

Rotor Sorvall SLA 3000

Rotor Sorvall SS34

Schattler Duomax 1030

Schuttler KS 500

Spektrophotmeter Beckman DU 650
Spektrophotometer 42001

Tecan infinite M200 MultiwvelReader
Ultraschallstab Sonoplus GM70
Vortex MS2 Minishaker

Waage P26

Zentrifuge miniSpin

Zentrifuge Sorvafl RC5BPIlus

Sartorius, Géttingen
MachereyNagel, Duren

Webeco, Bad Schwartau
Eppendorf, Hamburg

Thermo Life Sciences, Egelsbach
Mitsubishi, Ratingen

BioRad, Minchen

Scaltec Instruments, Goéttingen
Amersham Bioscience, Freiburg
Pharmacia Biotech, Freiburg
Heraeus

BioRad, Minclen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
neolLab, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg

Ika-Werke, Staufen

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Gilson, Middleton, USA

Knick, Berlin

MembraPure, Bodenheim

Protec, Oberstenfeld

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Heidolph, Schwabach

Junke & Kunel, Ika Werke
Beckmann, Miinchen

Hitachi, Schwabisch Gmiind
Tecan, Crailsheim

Bandelin, Berlin

Ika-Werke, Staufen

Bosch, Stuttgart

Eppendorf, Hamburg
ThermoScientific, Waltham, USA
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Vektoren, Oligonucleotide und Templates

Vektoren

Verwendungszweck Bezugsquelle

pARL-1a

pET28a
PGEX-6P-1

PRARE ||
PRSETA A

p426 TDH3

Transfektion inPlasmodium
falciparum

freundlich zur Verfigung gestellt
von Prof. A. Cowman, Melbourne

Uberexpression Novagen (Merck), Darmstadt

Uberexpression mit
GST-Fusionsprotein

freundlich zur Verfigung gestellt
von Frau Prof. M. Loffler,
PhilippsUniverstat Marburg

Coexpression ii. coli Takara Bio, Shiga, Japan

Uberexpression Qiagen, Hilden
Coexpression ift. coli Merck, Darmstadt
Uberexpression Invitrogen, Karlsruhe
Klonierungsvektor

Shuttle VektorE. coliY He f ¢

Stratagene, Cedar Creek, &ex

freundlich zur Verfigung gestellt
von Prof. R. Lill, Universitat
Marburg

Oligonucleotide

OhG1N53
OhG1C558
OpfGDHZ1-for:
OpfGDHZ-rev:
OpfGDH2N
OpfGDH2A
OpfGDH2P
OpfGDH2C
OpfG2Nde
OpfG2Xho
OpfG3N
Opfg3Xas
OpfG3Xs
OpfG3C
PfGDH1s
PfGDH1as
PfGDH2s
PfGDH?2as
PfGDH3s
PfGDH3as

o1 01 o1 o1 o1 g o 0o g 0o O g O g g 0o g g 0 O

' CGCGSGGATCCAGCGAGGCGGTGGCCGA 3

' GCGGGAATTCCTATGTGAAGGTCACACCAG 3'

' GCGGGAGCTCAGTGCTCTTAAAGACAAAACGG 3

' CGCATGCAGITAAAAACAACCTTGTTCAATATATG 3

' CGCGGGATCCATTTTGTATTCATGTGTTGTTTG 3

' CGCGGGATCCAAAAATAAAGTTCTTAAATATGCTAAAC 3

' CGCGGGATCCACTTCTACCAAATCTGTAGATAAC 3

' GCGCTGCAGTTATAAACCTCCTTGCTCTAGG 3

' CQCCATATGAGTAGACTAGGTAGTCTACAC 3

' CQCCTCGAGITATAAACCTCCTTGCTCTAGG 3

' CGCGGGATCOGATATTGATAGAAGGTCGGCATT 3

' CTCACGAGATATCTTACTAAAAC 3

" ATATCTCGAGGAGGAGTTCGTATT 3'

' GCGATGCAGITAAGCACTTTCGCTTTGTAATTTC 3
"TTAAGATCTATGAGTGCTCTTAAAGACAAAACG 3

" AACCCTAGGACCTGCTGCTTTAGGTTCTTCCATAAATAATGG 3
"TTAAGATCTATGATTTTGTATTCATGTGTTGTTTG 3

" AACCTAGGACCTGCTGCTACAGATTTGGTAGAAGT'ATAGC 3
"TTAAGATCTATGGATATTGATAGAAGGTC 3

" AACCCTAGGACCTGCTGCTCCTAACTTGTTAAAATAAAAATCG 3
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Templates
Escherichia colK12 Zellen PA340, die daBlasmodium falciparurgdhl-Gen enthielten, wurden uns
freundlich von Prof. Luise KrautBiegel,Heidelberg, zur Verfiigung gestellt.

2.4 Proteine und Konstrukte

Protein Anzahl Basenpaare Anzahl Theoretisches M

(bp) Aminosauren (kDa)
PfGDH1 1413 470 53
PfGDH2 full-length 1530 510 57
PIGDH2 2 1467 489 55
PfGDH2, 60, 1350 450 50
PIGDH2 1383 461 52
PfGDH3 full-length 4191 1397 160
PfGDH3wip) 1827 609 68
PfGDH3enp) 1551 517 59
PfGDH32p 3591 1197 138
hGDH1 1515 505 56

A)

MILYECVVCF IVFWFHWEAY SKHEVLEVAE PGFITHED] GAVAERRGES FLGILEMYGY TETESWDHNQIEELEE..

1 10 a0 20 40 a0 an

| PAGDH2 full length f— -
BGDH2, 4, f—— -
------
PACDH2 ——------
B)
MDI ESA
: PfGDH3 full-length =
ML DIL
573 1181
R“GDH3(MI)3
VI EI4
aan HGDH3 1397
ENI
M1 ENL + EDL l: ! ESA
1 677 00 1207
PfGDH3

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der generierten Konstrukte fur diefGDH2 und PfGDH3.
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Im Anhang befinde sich die Aminosauresequenzen d¥GDH2, der PiIGDH3 und der
humanen GDH. Die Klonierung der unterschiedlicHei@DH2 Konstrukte (Abb. 2.R)
erfolgte auf Grundlage unterschiedlicher Vorhersagen fiir eine SignalsequenZ amrmiNus

Uber die Programme Sigl* 3.0 [Bendtsent al, 2004] und PATS [Zuegget al, 2001]. Die
Auswahl der klonierten Konstrukte fur diefGDH3 (Abb. 2.1 B) erfolgte anhand von
Sequenzvergleichen mit Glutarriaehydrogenasen der gleichen Familie und der durch eine
Datenbanksuche Ub&LAST (www.rcsb.org) erhaltenen homologen Sequenzen der Enzyme
unterschiedlicher Organismen (s. Anhang).

2.5 Bakterien- und Hefestamme

E. coli Genotyp Bezugsquelle

BL21 FompThsd$(rs'mg), gal, dcmg(DE3) Invitrogen, Karlsruhe

BL21-Star F ompT hsdSg(rsmg’), gal, dcmnel31  Invitrogen, Karlsruhe
(DE3)

C41 F ompThsdS$(re'me*), gal, dcmaDE3)  Avidis, Frankreich

KRX [F’, traD 3 6 om@PyproA™B’, lacl®, Promega, Mannheim

oqlacZ ) M1 Brgrl, emdAl, recAl,
gyrA96(Nal), thi-1, hsdR17(r, m),
eld (McrA), relAl, supE 4 4 Jac- o (
proA B ) rhaBAD): T7 RNA
Polymerase

M15 [pREP4] Nal®, str®, rifS, Knf, lac, ara’, gal’, mtf,  Qiagen, Hilden
F, recA", uvr’, lon'

Rosettagamill F- ompT hsd$(rs- mv), gal, dcm, Novagen, Bad Soden
pRARE2 (CamR)

XL1-Blue endAl hsdR1(Tki2 Mk12") SUPE44 thil Stratagene, Amsterdam
recAl gyrA96 relAl ladF” proAB
laclq ZN&5Tn10 Tet!

Hefe

BY4742 His3qdl, leu2y®, lys2y0, uram Euroscarf (AG Prof. R. Lill,

Universitat Marburg)
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2.6  Puffer und Lésungen

2.6.1 Puffer zur DNA-Aufreinigung

5x TBE-Puffer, 2 L
55 g Borséure
9,3 g EDTA

108 g TRIS, pH 7,3

2.6.2 Expressionsmedien

Die Medien wurden mit zweifach destilliertem Wasser hergestellt und bei°C20

autoklaviert. Die Antibiotika wurden nach dem Autoklavieren und/oder Gebrauch der

Medien zugesetzt.

Luria-Broth-Medium (LB), 1 L
(lysogeny broth)

10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl

Luria-Broth-Agarplatten, 1 L

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt
10 g NaCl

15 g Agarose

Terrific-Broth-Medium (TB), 1 L

12 g Tryptm

24 g Hefeextrakt
9,4 g KHPO,
2,2 g KHPO,

4 ml Glycerol

2x YT Medium, 1 L

169 Trypton
10 g Hefeextrakt
5g NaCl

Modifiziertes Minimalmedium (M9YPfGDH3)

6 g NaHPO,

3 g KH,PO,
0,5 g NaCl

1 g NH,CI

5 g Glutamat
0,2 % Glucose

39



Methoden

2.6.3  Puffer zur Proteinaufreinigung

PreScissiorProtease Binding Buffer, 1 L

10 mM NaHPOy; pH 7,3
1,8 mM KH,PO,

140 mM NaCl

2,7 mM KCI

PreScissiorProtease Cleavage Buffer, 1 L

50 mM TRIS; pH 7,0
150 mM NaCl

1 mM EDTA
1mMDTT

Pf{GDH1-Puffer, 1 L

50 mM TRIS; pH 7,4
300 mM NacCl

PIGDH2-Puffer, 1L

100 mM TRIS; pH 7,8 (pH 8,7 zur
Resuspension des Pellets)
500 mM NacCl

PhosphaPuffer, 1 L

50 mM NaHPQ;; pH 8,0
300 mM NacCl

Thrombin Cleavage Buffer 10x

2.6.4 Puffer fur die Zellkultur

200 mM TRIS; pH 8,4
1,5 M NacCl
25 mM CaC}

Saponin LyséPuffer

7 mM K:HPG,; pH 7,4
1 mM NaHPQ,

11 mM NaHCQ

58 mM KCI

56 mM NacCl

1 mM MgCl

14 mM Glucose

0,02 % Saponin

Cytomix

10 mM KHPO,; pH 7,6
10 mM KH,PO,

12 mM KCI

0,15 mM Cad

5 mM MgCh

25 mM HEPES

2 mM EGTA
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2.6.5 Stammlbdsungen

APS 10% (w/v) in ddHO, bei-20°C gelagert
L-Arabinose 20% (w/v) in ddHO, bei-20 °C gelagert
Carbenicillin (C) 50 mg/mL in 50 % (v/v) EtOH, beR0 °C gelagert
Chloramphenicol (Ch) 35 mg/mL in 100 % EtOH, beR0 °C gelager
Cystatin 40 uM in USPuffer, bei-20 °C gelagert

IPTG 1 M in ddHO, sterilfiltriert, bei-20 °C gelagert
Kanamycin (K) 25 mg/mL in ddHO, sterilfiltriert, bei-20 °C gelagert
Pepstatin A 0,3 mM in DMSO, bet20 °C gelagert

PMSF 100 mM in DMSO, bei R gelagert

L-Rhamnose 20% (w/v) in ddHO, sterilfiltriert, bei-20 °C gelagert
SDS 10% in ddHO, bei RT gelagert

2.7  Computerprogramme

ACD/ ChemSketch 5.12 ACD Inc., Toronto, CDN
Chimera http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
CNS http://cnsonline.org/v1.3/

Deep View, Swis$db Viewer 3.7 http://www.expasy.org/spdbv/
ExPASyProteomics Tools http://www.expasy.org/

GOLD 4.2 http://www.ccdc.cam.ac.uk
JustBio Tools http://www.justbio.com

@] http://xray.bmc.uu.se/~alwyn
Office 2003 Microsoft, Lund

PyMOL v0.99 http://www.pymol.org

SYBYL 7.2 http://www.tripos.com

XDS http://xds.mpimfheidelberg.mpg.de/

Das Programm SYBYL 7.2 wuedvon der AG Herr Prof. Klebe, Marburg freundlich zur Verfiigung
gestellt.

41


http://www.expasy.org/spdbv/
http://www.justbio.com/

Methoden

3 Methoden

Alle durchgefihrten Arbeiten mit Bakterienstammen wurden gemafd dem Gentechnikgesetz
[GenTG] durchgefuhrt und gehorten zur Sicherheitsstufe S1. Bei Experimentenraiaalle

mit Bakterien kontaminierte Lésungen und Gefal3e wurden getrennt gesammelt und durch 30
Minuten bei 120 °C und 2,5 bar im Autoklaven sterilisiert. Arbeiten im Rahmen der GFP
Lokalisationsstudien wurden unter der Sicherheitsstufe S2 durchgefuhrt.

3.1  Molekularbiologische Methoden

3.1.1 PolymeraseKettenreaktion (PCR)

DNA-Abschnitte konnen mit Hilfe der Polymerakettenreaktion (PCR) von einer DNA
Vorlage (Template) amplifiziert werden [Mullis & Faloona, 1987]. Dabei hybridisieren zwei
Oligonucleotide, sogemate Primer, an die DN#&inzelstrange und werden durch eine
thermostabile DNAPolymerase komplementar zum DMBrang verlangert. Die
Hybridisierungstemperatur richtet sich nach der jeweiligen Sequenz der Oligonucleotide und
wurde nach Herstellerangaben timsnt. Die eingesetzten thermostabilen DIRAlymerasen,

Pfu- oderTagDNA-Polymerase, katalysieren die Polymerisationsreaktion.

Tab. 3.1: Zeiten und Temperaturen fir die einzelnen Reaktionsschritte der PCR fir didull-length
PfGDH-Amplifikate.

PfGDH2 PfGDH3 hGDH
Denaturierung 294 °C 294 °C 90'94 °C
Synthesezyklen 30x 30x 30x
Denaturierung | 30'94 °C 30'94 °C 20'94 °C
Hybridisierung | 30'55 °C 45'60 °C 20"'55°C
Elongation 4'68 °C 6' 69 °C 268 °C
Finale Elongation 6'69 °C 969 °C 568 °C
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3.1.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration einer Probe wurde durch Absorptionsbestimmung bei einer
Wellenlange von 260 nm ermittelt. Als Leerwert diente gldHEine Asonm = 1 entspricht

einer DNAKonzentration von 50 ng/pL [Sambroadt al, 1989]. Der Reinheitsgrad der
DNA-Probe wurde durch eine weitere Absorptionsmessung bei 280 nm bestimmt. Eine reine
DNA-Probe entspricht dem Quotienten vossai{A2sonm= 1,82,0.

3.1.3 AgaroseGelelektrophorese

Durch eine Agarosegelelektrophorese lasst sich ein Gemisch ausFEdg/enten trennen

und somit analysieren [Koolmann & R6hm, 2003]. Dabei ist die Beweglichkeit der DNA
abhangig von deren GroRe und Form sowie der Agarosekonzentratioel. Die
Uberprifung von PCRrodukten und dem Restriktionsverdau von &fektor-Konstrukten
erfolgte in einer horizontalen Gelanlage in 1x FBHffer. Die DNAProben wurden mit 6x
Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen aufgetragen. Die Grof3enbesgrenigte durch

den 1 kb DNA Langenstandard. Die Elektrophorese wurde zun&chst mit einer Spannung von
60 V durchgefuhrt und dann nach weiteren 50 Minuten bei 100 V beendet. AnschlieRend
wurde das Gel fur 10 Minuten in einem Ethidiumbro/Biad inkubiert. Mittels der Gel
Dokumentationsanlage Gel Doc 2000 wurden unter-LitWit die DNA-Banden sichtbar

gemacht und digital dokumentiert.

3.1.4 Spaltung doppelstréangiger DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Fur analytische Zwecke oder zur Erzeugung komplementéaregnEftn Ligationen wurden
DNA-Sequenzen mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen gespalten. Die palindromischen
Schnittstellen wurden durch die in der PCR eingesetzten Primer generiert oder waren bereits
in der DNASequenz vorhanden. Entsprechend der Héestehaben erfolgte die Restriktion

in entsprechenden Puffersystemen durch eine einstindige Inkubation bei der jeweils
optimalen Temperatur. Bei Umklonierungen wurde der Ursprungsvektor mit zusatzlichen

Restriktionsendonukleasen geschnitten, um eine Rieligau verhindern.
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Tab. 3.2: Verwendete Restriktionsenzyme.

Gen Zielvektor Restriktionsenzyme
Pfgdhl pQE30 Sad / Pst
Pfgdh2full-length pQE30 BanHI / Pst
Pfgdh2.1) pQE30 BanHI / Pst
PfgdhZ.60) pQE30 BanHI / Pst
Pfgdh2 pET28a Ndd / Xhd
Pfgdh3 (:1784) pRSETA | BanHI/ Xhd
Pfgdh3 (17854194) pPRSETA | Xhd / Pst
Pfgdh3 fultlength pPRSETA BanHI / Pst
Pfgdh3vienpizp) pRSETA | BanHI/ Pst
Pfgdh3 fultlength(Hefe) p426TDH3 | Spé / BanHl
hgdh1 PRSETA | BanHI/ EcoRI
Pfgdh13 (66AS) pSK* Bglil / Avrll (Xmaijl)
Pfgdht3+GFP pARL-1a Xhd / Avrll

3.1.5 Ligation

Bei einer Ligation wird ein DNAFragment mit einem Zielvektor durch das Enzym Ligase
verknupft [Muhlhardt, 2009]. Die komplementaren Enden von Insert und Vektor lagern sich
dafir zunachst aneinander. Die Ligase katalysiert daraufhin die Bildung einer
Phosphodiesterbindung zwischen deO8I-Gruppe des einen und derPhosphaGruppe

des anderen Fragmentes. Die dafilir eingesetzte Menge defFEagfente wurde anhand

folgender Brmel berechnet:
Masseragmen[ng] :53 I\/Iasseektor[hg]3 Léng%ragmen[bp]/Léng%ektor[bp]

Je nach Ligationsansatz wurden -Q,51L T4-DNA-Ligase oder Quick4-DNA-Ligase
eingesetzt. Ligationen mit Quidkigase wurden finf Minuten bei Raumtemperatur
durchgefuhrt, wahrend Ansatze mit-Lijase entweder fid Stunden bei 16 °C oder bei 4 °C
Uber Nacht inkubiert wurden. Nach der Ligation wurden chemisch kompetente Bakterien mit
dem Ligationsprodukt transformiert, Gber Nacht bei 37 °C erst auf Agarplatten, dann in

Flissigmedium kultiviert und anschlie3end DA isoliert.
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3.1.6 Herstellung und Transformation kompetenterE. coli Zellen

Herstellung: Mit Hilfe der CaC}-Methode kdnneik. coli Bakterienmembranen fur Plasmid
DNA durchlassig gemacht werden. Es wurde eine 3Ubkrnachtkultur in LBMedium
angezichtet. D& wurde in 100 mL LBMedium Uberfihrt und bei 37 °C bis zu einer
optischen Dichte (OBonm VOn etwa 0,6 inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde dann fur
10 Minuten bei 4 000 g und 4 °C abzentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde mit 10 mL
eiskalter CaGHL6sung resuspendiert und fur 15 Minuten auf Eis belassen. Nach wiederholter
Zentrifugation wurde das Zellpellet in 1 ml eiskalter GaGisung aufgenommen. 50 pL
Aliquots wurden nach schockgefrieren in fliissigem Stickstoff&@fC gelagert.

Transformation: Bei der Transformation wird das Plasmid mit dem gewlinschten Insert in
die kompetenten Zellen eingebracht. Je 50 pL chemisch kompé&eotd Bakterien wurden

mit 1-8 pL Expressionsvektor (5000 ng DNA) versetzt (s. Tab. 3.3). Der
Transformationsasatz wurde 30 Minuten auf Eis und anschlieend 90 Sekunden B@i 42
inkubiert, bevor eine weitere Minute auf Eis folgte. Es wurden 400 plMe8ium
hinzugegeben und der Ansatz fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Jeweils 30 pL, 50 pL und
100 L der Bakteensuspension wurden auf Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum

ausplattiert und Gber Nacht bei 3Z inkubiert.

Tab. 3.3: Transformationsanséatze fir alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide.

Enzym Plasmid Resistenz der E. coli Zellen und
Plasmide Resistenzen
pQE30 leer Carbenicillin M15
Kanamycin
pRSETA leer Carbenicillin KRX
PfGDH1 pQE30 Carbenicillin M15
Kanamycin
PfGDH1/2/3 (GFP) pSK* Carbenicillin XL1-Blue
pARL-1a Carbenicillin XL1-Blue
PfGDH2 full length pPQE30 Carbenicillin M15
PIGDH2 60 Kanamycin
PfGDH2»
PfGDH2 pET28a Kanamycin BL21
pET28a Kanamycin KRX
PfGDH3 pQE30 Carbenicillin M15
Kanamycin
pRSETA Carbenicillin KRX
pRSETA Carbenicillin KRX
pRAREII Chloramphenicol
pRSETA Carbenicillin BL21 Star
pRSETA Canbenicillin BL21 Star
pGro7 Chloramphenicol
pRSETA Carbenicillin BL21
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pGro7 Chloramphenicol
pRAREII Chloramphenicol
pRSETA Carbenicillin C41
pRAREII Chloramphenicol
P{GDH3ip) pPRSETA Carbenicillin KRX
pRSETA Carbenicillin Rosettagamill
Chloramphenicol
P{GDH3enp) pPRSETA Carbenicillin KRX
pPRSETA Carbenicillin BL21
pGro7 Chloramphenicol
pPRSETA Carbenicillin BL21
pGro7 Chloramphenicol
pRAREII Chloramphenicol
pRSETA Carbenicillin Rosettagamill
Chloramphenicol
pQE30 Carbenicillin M15
Kanamycin
P{GDH32p) pRSETA Carbenicillin KRX
pRSETA Carbenicillin Rosettagamill
Chloramphenicol
hGDH1 pRSETA Carbenicillin BL21
pPRSETA Carbenicillin KRX
pPRSETA Carbenicillin KRX
pRAREII Chloramphenicol
pPRSETA Carbenicillin KRX
pGro7 Chloramphenicol
pGEX-6P-3 Carbenicillin BL21
pPGEX-6P-3 Carbenicillin M15
Kanamycin
pPGEX-6P-3 Carbenicillin KRX

3.1.7

Praparation von Plasmid-DNA

Fur die PlasmieDNA-Praparation wurden transformierke coli Bakterien in 3 mL LB

Medium mit entsprechendem Antibiotikum kuiert. Doppelstrangige PlasmidNA wurde

mittels des QIAprep Spin Miniprep Kits von Qiagen entsprechend der Herstellerangaben

aufgereinigt und in 50 pL steriles deB eluiert. Die Konzentrationsbestimmung des

aufgereinigten Plasmids erfolgte photometrisc
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3.2 Biochemische Methoden

3.2.1 Plasmodium falciparum3D7-Zellkultur

P. falciparum Parasiten wurden im intraerythrozytaren Stadium nach Trager und Jensen
[1976] in RPMI 1640Medium unter Zugabe von 9 mM Glucose, 0,2 mM Hypoxanthin, 2,1
mM L-Glutamin und 22 g/mL Gentamycin kultiviert. Weiterhin wurden Leukozyiteeie
Erythrozyten der Blutgruppe*Amit einem Hamatokrit im Endvolumen von 3,3 % und 0,2 %
AlbumaxX’ hinzugefiigt. Die Kulturen wurden bei 37 °C und einer Begasung von 3 %
Sauerstoff, 3 % Kohlendioxidnd 95 % Stickstoff in einem Inkubator und in fortlaufender
Kultur gehalten. Bei optimalen Bedingungen teilten sich die Parasiten alle 48 Stunden bis zu
7-fach. Die Parasitamie wurde fur den Erhalt aa&f % oder auf 8 % fir die Ernte gebracht

und mittes GiemsaFarbung bestimmt. Es wurde der Chlorogsémsitive Stamm 3D7

verwendet.

3.2.2 Gewinnung eines Proteinrohextraktes au®. falciparum

Um Proteine aud?. falciparum direkt zu isolieren, wurden-8 groRe Schalen (45 mL
Kulturen) mit rund 7 % Parasitami@angezogen und geerntet. Fir die Gewinnung
cytosolischer Proteine wurden durch vier Zyklen Frieren (flussiger Stickstoff) und Tauen
(Wasserbad) sowie anschlieend 3 x 10 Sekunden Ultraschall, die Parasitenmembranen und
Organellen zerstért. Die Membranbestamile wurden bei 30 000 g 20 Minuten

abzentrifugiert.

3.2.3 Bakterienkultivierung

Um E. coli-Bakterien auf LBPlatten zu kultivieren, wurden Bakterien aus Glycerolstocks
oder Transformationsansatzen auf-BRatten ausgestrichen und im Brutschrank Uber Nacht
bei 37 °C inkubiert. Die LBPlatten wurden bei 4 °C gelagert und standen zum Animpfen von
Flissigkulturen far etwa vier Wochen zur Verfugung. Dem Plattenmedium wurden
entsprechende Antibiotika hinzugefiigt. Fur Ubernachtkulturen wurden 50 raMddium

mit 3 mL Bakterienvorkulturen angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C mit 175 Upm inkubiert.
Die AntibiotikarZusétze waren mit denen der {Hatten identisch. Um Glycerolstocks zu
erhalten, wurden 0,8 mL einer Ubernachtkultur mit 0,2 mL sterilem Glycerol gemischt und

die Bakteriensuspension b&80 °C gelagert.
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3.2.4 Heterologe Genexpression

PfGDH1

Fur die Produktion des rekombinanteRfGDH1 Proteins (pQE3Bfgdhl) wurden
transformierteE. coli M15 Zellen auf LBPlatten ausgestrichen und anschlieend 3 mL LB
Medium mit jeeiner Kolonie angeimpft. Nach etwa sechs Stunden wurde die Vorkultur in
50mL LB Medium uberfuhrt und bei 37T tGber Nacht bei 175 Upm schuttelnd inkubiert.
Ein Liter LB-Medium, welches 100 pg/mL Carbenicillin und 50 pg/mL Kanamycin enthielt,
wurde mit de Ubernachtkultur versetzt und bei 37 °C und 175 Upm bis zu eingoddR) =

0,8 inkubiert. Die Induktion erfolgte mit IPTG in 1 mM Endkonzentration. Es wurde jeweils
eine 1 mlkProbe als NullStunderWert entnommen, kurz zentrifugiert und deren
Bakteriersediment bei20 °C gelagert. Die induzierten TKulturen wurden tber 4 h bei RT
und 175 Upm geschittelt. Nach der Genexpression wurden erneutPrabén entnommen

und entsprechende Pellets ebenfalls-b@i°C gelagert.

Die Bakterien wurden durch Zeiitrgation bei 4 °C und 8 000 g geerntet und das Sediment in
50 mL PfGDH1-Puffer resuspendiert. Ein Proteaseinhibitorcocktail, bestehend aus 100 pM
PMSF, 150 nM Pepstatin und 40 nM Cystatin, wurde umgehend hinzugegeben. Die

Suspension wurde entweder H&) °C gelagert oder sofort zur Aufreinigung verwendet.

PfGDH2

Alle rekombinanterPfGDH2 Proteine wurden als-términal Hig-getaggteProteine durch
Uberexpression gewonnen. Die heterologe Uberexpression Pégth2 Konstrukte i
Pfgdh2full-length PfgdhZ.60y und PfgdhZ.,1) i die zuvor in den pQE30 Vektor kloniert
wurden, wurden entsprechend des Protokolls fiir die UberexpressiBfGiziH1 behandelt.

Die Uberexpression d&fGDH2 (pET28aPfgdh2 wurde inE. coliKRX Zellenund 1 L TB
Medium durchgefihrtDem Medium wurden 50 pg/mL Kanamycin als Selektionsmarker
zugesetzt. Die Zellen wurden bei 37 °C bis zu einegslw = 0,8 wachsen gelassen und
weiter bei RT inkubiert, bis eine Qdd nmy= 1,0-1,1 erreicht wurde. Die Induktion erfolgte
durch Zugabe an Rhamnose in 0,1 %iger Endkonzentration. 18 Stunden nach Induktion
wurden die Zellen durch Zentrifugation fir 20 min bei 4 °C und 8 000 g geerntet. Die
Zellpellets wurden in PIGDH2-Puffer (pH 8,7), einschlie3lich Proteaseinhibitoren,

resuspendiert und $zur Aufreinigung bei20 °C gelagert.
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PfGDH3
Die Uberexpression dePfGDH3 wurde in unterschiedlichen Systemen im Rahmen dieser
Arbeit durchgefuihrt. Zusammenfassend sind die getesteten Bedingungen in Tabelle 3.4

dargestellt.

Tab. 3.4: Bedingungerfir die Uberexpression der einzelneiPfGDH3 Konstrukte.

PfGDHS3 full -length
Zellen Vektor Hilfsplasmid Medium, Temperatur Zeit | Induktion
Antibiotikum
BL21 Star pRSETA]| - TB, C 37°C 3h IPTG
BL21 Star pRSETA]| - LB, C 37°C 3h IPTG
BL21 Star pRSETA| pGro7 LB, C + Ch 37°C 3h IPTG
L-Arabinose
BL21 Star pRSETA| pGro7 2xYT, 37AC Ye°ci UN IPTG
C+Ch L-Arabinose
C41 pRSETA| pRAREII TB, C + Ch 37°C UN IPTG
BL21 pRSETA| pRAREII 2xYT, 37AC Y H32h [IPTG
pGro7 C+Ch Y 1°6 L-Arabinose
M15 pQE30 | - LB, C+K 37°C 4h IPTG
PfGDH3ip)
Zellen Vektor Hilfsplasmid Medium, Temperatur Zeit Induktion
Antibi otikum
KRX pPRSETA - TB, C 37°C 4h Rhamnose
KRX pRSETA | - TB, C 37AC Y RJ|UN Rhamnose
Rosetta pPRSETA pPRAREII TB, C +Ch 37°C UN IPTG
gami ll
PfGDH3gnp)
Zellen Vektor Hilfsplasmid Medium, Temperatur Zeit Induk tion
Antibiotikum
KRX pRSETA - TB, C 37°C 4h Rhamnose
KRX pRSETA | - TB, C 37AC Y RJ|UN Rhamnose
KRX pRSETA | - TB, C 37AC Y°C1i| UN Rhamnose
Rosetta pPRSETA pPRAREII TB, C +Ch 37°C UN IPTG
gami Il
BL21 pRSETA pRAREII 2XYT, 37AC Y RJ|UN IPTG
pGro7 C+Ch L-Arabinose
M15 pQE30 - LB, C+K 37°C 4h IPTG
PfGDH3p)
Zellen Vektor Hilfsplasmid Medium, Temperatur Zeit | Induktion
Antibiotikum
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KRX pPRSETA - TB, C 37°C 4h Rhamnose
KRX pPRSETA - TB, C 37ACc Y RJ|ON Rhamnose
Rosetta pPRSETA pRAREII TB, C +Ch 37°C UN IPTG

gami Il

Durch Versuche an den Teilkonstrukten zur PfGDH3 im Rahmen der Masterarbeit von Helga Rogel [2010]
wurde die vorliegende Arbeit unterstutzt.

hGDH

Das Gen, das fur die hGDH kodiert, wurde in den pRS&EAtor kloniert, der zum einen
ein starker Expressionsvektor (Pfomotor) ist und zum anderen die Reinigung des Proteins
Uber einen Higdag vereinfacht. Des Weiteren enthalt das Plasmid ein Ampicillin
Resistenzgen und in der multiplen Klonierungsstelle (MCS) unter anderem die Sdlemttste
BanHI und EcaRl, sowie ein StopiCodon. Fiir die heterologe Uberexpression der hGDH1 in
E. coliwurde in der Masterarbeit von Anne Weiland [2009] folgendes Protokoll entwickelt
und standardisiert:

Nach Animpfen einer 3 mL Vemnd der anschlieBenden &0 Ubernachtkultur wurde ein
Liter TB-Medium Gberimpft und bei 37 °C geschittelt. Die Medien enthielten jeweils
100pg/mL Carbenicillin. Die Zugabe von 0,1 %Rhamnose erfolgte bei einer @8 nm)=
1,0-1,1. AnschlieRend wurden die Bakterienkulturen 2drh bei Raumtemperatur mit 175
Upm schittelnd inkubiert. Die Ernte der Zellen erfolgte durcimitlitige Zentrifugation bei

4 °C und 8 000 g. Zur Resuspension der Zellen wurden etwa 30 mL Phesibieat
zusatzlich des Proteaseinhibitorcocktails verwendé/eitere Expressionsversuche im

Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgten laut Tabelle 3.5.

Tab. 3.5: Getestete Bedingungen fir die Uberexpression der hGDH.

hGDH1
Zellen Vektor Hilfsplasmid Medium, Temperatur Zeit Induktion
Antibiotikum
BL21 pRSETA - TB, C 37 AC Y [24h |IPTG
KRX pRSETA TB, C 37 AC Y |[24h | Autoinuktion
0,1 % Rha
0,15 % DGlc
KRX pRSETA pGro7 TB, C, Ch 37 AC Y [4nh 0,05 % L-Ara
0,1 % L-Rha
KRX pRSETA pRAREII TB, C, Ch 37 AC Y [24h |0,1%LRha
KRX pRSETA - TB, C 37 °C 4h 0,1 % L-Rha
KRX pRSETA - TB, C 37AC Y RT|ON 0,1 % L-Rha
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KRX pGEX - TB, C 37°C 4h IPTG
KRX pGEX - TB, C 30AC Y RT|UN IPTG
M15 pGEX - 2xYT, C 37°C 4h IPTG
M15 pGEX - 2xYT, C 37AC Y°Cl6|4h IPTG
BL21 pGEX - 2xYT, C 37°C 4h IPTG
BL21 pGEX - 2xYT, C 37AC Y°Cl6|4h IPTG

Um das Gen der hGDH i&. coli zu exprimieren, wurde in der Masterarbeit von Helga Rogel
auBerdem das GSHusionssystem mit dem Vektor pGER3hGDH verwendet

(s. Vektorkarte im Anhang). Zu den strukturellen Eleteendieses Vektors gehoren etae-
Promotorregion fir die durch IPTG induzierbare ExpressioB.igoli Bakterien, eine GST
kodierende Region fiir das Fusionsprotein, &neScissioh”-Protease Erkennungsstelle, ein

Ampicillin-Resistenzgen und der Replikansursprung.

3.2.5 Bakterienaufschluss mittels Ultraschall

Die Bakteriensuspensionen wurden mit 200 pg/mL Lysozym und 20 pg/mL DNasel versetzt
und 30 bis 60 Minuten auf Eis gerthrt. Anschlie3end wurde der Bakterienaufschluss durch
hochfrequente BeschallungQ % Intensitat, 90 % Intervall Uber 4 x 30 sec) mittels
Ultraschallsonde auf Eis durchgeflihrt. Durchr8ihitiges Zentrifugieren des Homogenisates

bei 18 000 g und 4 °C wurden die Bakterientrimmer sedimentiert. Der Uberstand
(= Zellextrakt) stand, nach Emhme einer 50 HProbe, die bei20 °C gelagert wurde, fur

die Proteinaufreinigung mittels Affinitatschromatographie zur Verfigung.

3.2.6 Affinitatschromatografie

Das Prinzip der Affinitatschromatographie beruht darauf, Proteine auf der Basis einer
reversibén Interaktion- meist zwischen einem zusétzlich eingeflugten Anhaag),( wie

einem Peptid oder Protein und einem spezifischen Liganden, welcher an eine
chromatographische Matrix gebunden 4istu trennen. Diese Art der Proteinaufreinigung

bietet eine hob Selektivitat und Ausbeute fur das zu untersuchende Enzym.
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3.2.6.1 Proteinaufreinigung mittels immobilisierter Metallchelat-
Affinitatschromatographie

Fir die NiNTA-Affinitatschromatografie wird die Komplexbildung zweiwertiger, Uber den
vierzahnigen Liganden Milotriessigsaure (NTA) an die Matrix gebundener Metallionen mit
Proteinen, die Coder Nterminal mehrere aufeinander folgende Histidine aufweisen, genutzt.
Die verwendeten Vektoren pQE30 und pRSETA enthaligsireamder eingefligteffGDH
Gene die Kodimung fur einen Hexahistidytag (Hiss-tag), welcher durch seine reversible
Bindung an die Nfi-lonen eine Aufreinigung der Uberexprimierten Proteine aus dem
bakteriellen Rohextrakt ermdglicht. Der Vektor pET28a kann beliebig einendsr G
terminalen Histag bereitstellen, wobei er in der vorliegenden Arbeit ausschlief3lich fir eine
N-terminale Fusion der Markerstruktur genutzt wurde. Die durchschnittliche
Bindungskapazitat des Tragermaterials liegt b&D5ng Protein pro mL Saulenmaterial. Die
Elution dergebundenen Proteine kann durch einen Wechsel dé&§qites, sowie einen Salz
oder Imidazolgradienten erfolgen. In der vorliegenden Arbeit wurde eine Elution Gber die
Zugabe steigender Konzentrationen an Imidazol erreicht.

3.2.6.2 Proteinaufreinigung mittels Glutathion-S-Transferase Fusionssystem

Das GlutathiorS-Transferasd-usionssystem basiert auf induzierbarer Expression von
Genfragmenten, die mit dem G&3en ausSchistosoma japonicufsioniert sind [Smith &
Johnson, 1988]. Bei der Genexpressiok irtoli entstehen Proteine, die sich aus GST am N
Terminus und dem zu untersuchenden Protein affer@inus zusammensetzen. Das so
erhaltene Zielprotein kann spezifisch und reversibel an die chromatographische Matrix
gebunden werden, welche durch das natirlichestgatbder GST, Glutathion, gebunden an
Sepharose, gebildet wird (Abb. 3.1). Die Proteinbindungskapazitat dieses Materials wird mit
bis zu 8 mg pro mL angegeben. Das Gen, welches fur das Fusionsprotein aus hGDH1 und
GST kodiert, wurde in dieses Vektorsystkimniert und das Protein tber folgendes Protokoll

aufgereinigt.

Bindungspuffer 170 mM NaCl; 27 mM KCI; 18 mM ,REy; 10 mM NaHPO, pH 7,3
CleavagePuffer 50 mM Tris pH 7; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM DTT
Elutionspuffer 50 mM pHPO, pH 8; 300 mM NaCl; 10 mM reduziertes Glutathion
PhosphaPuffer 50 mM MdPQO, pH 8; 300 mM Nacl
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Das Saulenmaterial wurde mit 10 mL Bindungspuffer bei einer Flussgeschwindigkeit von
1-1,5 mL/min equilibriert. Die Proteinlosung wurde aufgetragen und ungebundenes Protein
mit 10 mL Bindungspuffer ausgewaschen. Anschliel3end wurde das Saulenmaterial mit 10 mL
CleavagePuffer gespiilt, um die Trennsaule unter ein fiir &eScissioh”-Protease
gedgnetes Puffersystem zu setzen. DReeScission”-Protease wurde auf die Matrix
gegeben, um die Fusionsproteine, die auf der Saule gebunden haben, zu schneiden. Danach
wurde diese Uber Nacht bei 4 °C gelagert. Um das Protein zu eluieren, wurde das
Tragermgerial mit 2,5 mL ElutionsPuffer gespult. Da durch DTT, das im Cleav®ydfer
enthalten ist, eine Destabilisierung des Enzyms hervorgerufen werden kdnnte, wurde das
Enzym sofort (iber eine Konzentrationseinheit (Centfiyan PhosphaPuffer umgepuffert

und bei 4 °C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

#
é £
- B
=% f'é
= waschen = 18 h/ 4°C
o \
¥
Y
Saul it ’ Fusi tei it
aule mi usionsprotein mi Durchfluss
Zellextrakt PSProtease
sammeln
beladen schneiden
®  Sepharose = kloniertes Protein
) Glutathion = GST-Fusionsprotein
GST PSProtease

Abb. 3.1: Schema zur Proteinaufreinigung Gber GSTSepharoseSaulen(hach Amersham Bioscience).

3.2.7 Abspaltung N-terminaler Aminosaurereste mittels Enterokinase

Die Enterokinase (EK) ist eingpezifistie Protease, die nach der Aminosaure Lysin an der
Erkennungssequenz Agksp-Asp-AspLysZ spaltet. Diese S-equenz
Vektors und befindet sich zwischen dheultiple cloning sitaind dem Polyhistiditag.

Fur die Behandlung der hGDH1 mit EKrfolgte zunéchst die Aufkonzentrierung der
gepoolten ImidazeFraktionen 100mM, 125mM und 150mM. Zur Umpufferung wurde das

Enzym gegen Enterokinaswffer dialysiert. AnschlieBend wurde die Proteinldsung mit

Enterokinase versetzt und fiir 86unden beRaumtemperatur inkubiert.
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3.2.8 Abspaltung N-terminaler Aminosaurereste mittels Thrombin

Die Abspaltung des Nerminalen Histag von derPfGDH2 erfolgte mittels des Thrombin
Kits von Novagen. Die Schnittstelle fiir diese Bptbtease (Le¥al-Pro-A r g Z-8er) wird
innerhalb des pET28a Vektors zwischen ghedtiple cloning sitMCS) und dem 6xHisag
kodiert. Das Abspalten des angehangten Peptids erfolgt jeweils nach einerARgolin
Abfolge und wird als hoch effizient gageben. Fir die Untersuchungen in dieser Arbeit
wurden jeweils etwa-3 mg PfGDH2 1:10 mit 10x Thrombin Cleavage Buffer und 1 pL
Thrombin pro mg zu spaltendem Protein versetzt und 16 h t@iidkubiert. Anschlie3end
erfolgte die Trennung des Thrombirsm Zielprotein mittels Gelfiltration.

3.2.9 Praparative Gelfiltration

Bei der Gelfiltration kénnen Proteine aufgrund ihrer unterschiedlichen molekularen Masse
aufgetrennt werden, wobei groRere Molekiile das Saulenmaterial schneller durchlaufen als
kleinere.

Vor Beginn der Gelffiltration wurde die Séaule mit 1 Sdulenvolumen Reinstwasser gespiilt und
anschlieBend mit entsprechendem Puffer &quilibriert. Danach wurde die nach der
Affinitdtschromatographie erhaltene Proteinlésung aufgetragen. Die Elution erfolgtmenit e
Flussrate von 1 mL/min, wobei Fraktionen von 2 mL gesammelt wurden.

Zur Regeneration wurde das Trennmaterial mit 120 mL Puffer und 300 mL Reinstwasser
gespult. Um die GelfiltrationSaule lagern zu kénnen, musste anschlieRend 20 %iges EtOH
(v/v) aufdie Saule gegeben werden. Die Zielfraktionen wurden mittels eines Aktivitatstests,
eines SDSGels und einer Proteinbestimmung nach Bradford (s. Punkt 3.2.13) ermittelt,

vereinigt und bei 4 °C gelagert.

3.2.10 Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die SDSPolyacrylanid-Gelelektrophorese (SDBAGE) wird verwendet, um ein

Proteingemisch unter denaturierenden Bedingungen dem Molekulargewicht nach
aufzutrennen. Als Trager dient hierbei ein hoch vernetztes Polyacrylamidgel. Die Proteine
werden in eine Losung aufgenommeime &DS und Mercaptoethanol enthalt. SDS ist ein
negativ geladenes Detergens, welches Proteine denaturiert und durch seine hohe
Ladungsdichte an der Oberflache der entfalteten Proteine deren urspriingliche
Ladungseigenschaften Gberdeckt. Mercaptoethanal t#r Lage, Disulfidbriicken innerhalb

eines Proteins zu spalten.
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Wahrend der Elektrophorese wandern die Proteine durch die Matrix in Richtung der positiven
Elektrode, wobei sie der Grof3e nach getrennt werden. Kleinere Proteine bewegen sich
schneller durk die Matrix als gro3ere. Die Proteinmassen kdnnen mittels eines mitgefuhrten
ProteingroRenstandards verglichen und bestimmt werden [Laemmli, 1970].

Nach Beendigung des Elektrophoresevorgangs wurden die Proteine durch Coomassie

Brilliant Blue oder Silberrtrat angefarbt.

Acrylamidlésung 40 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid (37, 5:1)
1,5 M Tris pH 8,8

0,5M Tris pH 6,8

250 mM Tris pH 6,8;

40 % (v/v) Glycerin8 % (v/v) Mercaptoethanol; 6 % (w/V
SDS; 0,04 % (w/v) Bromphenolblau

250 mM Tris; 1,9 M Glycin; 35 mM SDS

Trenngelpuffer
Sammelgelpuffer
Probenpuffer (4x)

(Laemmli-Puffer, reduzierend)

10x Laufpuffer

Nachdem die Trenngellosung hergestellt war (s. Tab. 3.6), wurden APS und TEMED
hinzugefligt, um die Polymerisation zu starten. Danagide die Losung in die vorbereitete
GielRapparatur fur 4 Minigele eingeflllt, bis diese zu etwa 2/3 gefullt war und mitigd o

EtOH (v/v) Uberschichtet. Nach beendeter Polymerisation des Trenngels wurde das Ethanol
vollstandig entfernt und die Sammellgsung gleichmafig auf alle Gele verteilt. Unmittelbar
nach dem Auffullen der Sammelgellosung wurden die Kamme gesteckt. Nachdem das
Sammelgel polymerisiert war, konnten die Gele direkt verwendet oder in feuchten Tuchern
fir etwa 24 Wochen bei 4 °C auflaeahrt werden.

Tab. 3.6: Zusammensetzung des SBERolyacrylamid-Gels.

Trenngel Sammelgel

(10 % Acrylamid) (4 % Acrylamid)
Acrylamid-/Bisacrylamidlésung 4 950 uL 650 uL
Trenngelpuffer 37550 | e
Sammelgelpuffer | - 1 250 uL
10 % SDS 150 pL 50 WL
ddH,0 6 250 pL 3 050 pL
10 % APS 75 UL 25 UL
TEMED 7,5 UL 5 L

Die zu bestimmenden Proteinproben wurden mit je 5 pL Lae#Arolbenpuffer versetzt, fur

funf Minuten bei 95 °C inkubiert und kurz zentrifugiert. Es wurden jeweils 10 pL des
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GroRRenstandds und eine jeweils unterschiedliche Menge-20QuL) der Proben auf das Gel
aufgetragen. Die SDBAGE wurde zunachst 15 min bei 80 V und anschlieRend etwa 60 min
bei 200 V durchgefihrt, bis die Lauffront am unteren Ende des Gels vollstandig ausgetreten
war. Bei Durchfuhrung einer nativen PAGE wurde SDS sowohl beim Giel3en des Gels als

auch im Laufpuffer nicht hinzugefugt.

3.2.11 Farbung von Proteinen in SDSPolyacrylamid-Gelen

Farbeldsung 30 % (v/v) Isopropanol; 10 % (v/v) Eisessig; 0,1 % (w/v) Coomassie Brille R

Entfarbelésung 5 % (v/v) Ethanol, 7 % (v/v) Essigsaure

Das SDSGel wurde in der Farbeldsung kurz aufgekocht und fur etwa 20 Minuten bei RT
geschwenkt. Die Proteinbanden wurden dadurch sichtbar gemacht, dass die nicht
proteinhaltigen Bereiche d&3els durch mehrmaliges Wechseln der Entfarbeldsung entfarbt
wurden. AnschlieRend wurde das SB8| digitalisiert und gegebenenfalls zur weiteren

Aufbewahrung getrocknet.

3.2.12 Immunochemischer Proteinnachweis mittels Western Blot

Beim Western BloWerfahrenwerden Proteine, die zuvor durch eine SBSGE der Grolie

nach aufgetrennt wurden, elektrophoretisch auf eine Polyvinylidendifluorid (RVDF)
Membran transferiert, wobei das Muster der elektrophoretischen Auftrennung erhalten bleibt.
Auf der PVYDFMembran kénen anschlieRend, durch immunologische Reaktionen, Proteine

spezifisch nachgewiesen werden.

Anodenpuffer | 0,3 M Tris pH 10,4

Anodenpuffer Il 25 mM Tris pH 10,4

Kathodenpuffer 40 mM 6Aminohexansaure

TBS-Tween 10 mM Tris pH 7,4; 150 mM NaCl; 0,0% (v/v) Tween 20
PonceatS 0,1 % Essigsaure, 3 % Sulfosalicylsaure, 0,2 % Ponceau
Anti-Hisg-Antikdrper (mouse) 1:1 000 verdinnt

Anti-PfGDH1-Antikorper (rabbit) 1:5 000 verdiinnt

Anti-PfGDH2-Antikorper (rabbit) 1:5 000 verdiinnt

Anti-Mouse/Goat/RabbiHRP Antikdrper 1:10 000 (1:20 000) verdiinnt
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Der Proteintransfer vom SBSel auf die PVDRAMembran erfolgte durch ein senkrecht zum
Ge l angel egtes e demilryivaerfahoeh. elewveils- 2 bigl 5 Blater @el
Blotting Papier GB002 wurden in desntsprechenden Puffern angefeuchtet. Die PVDF
Membran wurde kurz in Methanol und anschlieRend in Anodenpuffer Il geschwenkt. Das
SDSGel wurde kurz vor dem Blotvorgang mit dem Kathodenpuffer befeuchtet. Alle
Schichten wurden luftblasenfrei aufeinander gelend die Apparatur mit 0,5 kg Gewicht
beschwert (s. Abb. 3.2). Der Blotvorgang fir ein Gel erfolgte Uber einen Zeitraum von 55 min
bei 0,8 mA/crA Gel.

Anode
3x GelBlotting Papier in Anodenpuffer |

2x GelBlotting Papier in Anodenpuffer Il
PVDF-Membran
SDS- Gel
5x GelBlotting Papier in Kathodenpuffer
Kathode

Abb. 3.2: Anordnung der einzelnen Komponenten wéhrend des Blotvorgangs.

Nach dem Proteintransfer wurde die PVDllembran mit der Poncedwbsung angefarbt und
nach mehrmaligem Waschemit TBS-Tween in einer Losung mit 5 % (w/v)
Magermilchpulver in TBSTween fur eine Stunde bei RT oder Uber Nacht bei 4 °C
geschwenkt, wodurch Uberzahlige Proteinbindungsstellen der Membran abgesattigt wurden.
Dann wurde 3 x je 10 Minuten schittelnd mit FB&een gewaschen. AnschlieRend wurde
die Membran fir 1 Stunde mit einem spezifischen Afiss-Antikorper (oder entsprechend
anderem spezifischen Antikérper) inkubiert. Nach 3 x 10 min waschen mitTW@®8n
erfolgte die Inkubation mit einem zweiten Antik@&r, der Peroxidasgekoppelt war. Ein mit
Peroxidase markierter Antikbrper ermdglicht einen Nachweis der Proteine mittels ECL
Reaktion [Gultekin & Heerman, 1988]. Die Peroxidase katalysiert die Oxidation von Luminol
und lost damit Chemolumineszenz ause Dietektion des Lichtsignals und damit auch der
Proteinbanden erfolgte nach Inkubation der Membran mit 1 mL Luminol + 10 pL

Cumarinséaure durch das Auflegen eines Rontgenfilms.

3.2.13 Proteinbestimmung nach Bradford

Bei der Bindung von Coomassie Brilliant Bluen aProteine verschiebt sich das

Absorptionsmaximum der Farbe (465 nm ohne Protein zu 595 nm mit Protein). Die Zunahme
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der Absorption bei 595 nm ist ein Mal3 fir die Proteinmenge in der Losung [Bradford, 1976]
(s. Abb. 3.3). Die Proteinbestimmung nach Bradfatellt somit eine Mdoglichkeit der

quantitativen Bestimmung der Proteinkonzentration dar.

CB-Protein
Komplex
Absorption y_

T T |
400 500 600 700

Abb. 3.3: Absorptionsspektrum fir Coomassie Brilliant Blue ohne (CB) und mit Protein (CBProtein-
Komplex) [www.courses.rochester.edu, 2005].

BSA-Standards 1/ 2,5/ 5/ 7,5/ 10/ 15/ 20 pg/mL in dg@

Um in unterschiedlichen Proteinlosungen die Proteinmenge bestimmen zu kdnnen, ist es
zunéchst notwendig, anhand einer BStandardreihe eine Kalibrierkurve zu erstellen. Dazu
wurden jeweils 5 pL der jeweilige BSA-Standardldsung, aber auch 5 pL der zu
bestimmenden Proteinlésung mit 495 pL d@Hverdinnt. Sowohl der Leerwert (dgB) als

auch die vorgelegten Proteinldsungen wurden dann mit jeweils 125 pL Bradfordreagenz
versetzt und gut gemischt. Nach fiinfzehmimiger Inkubation bei RT wurde die Absorption

in Halbmikro-Klvetten bei einer Wellenlange von 595 nm mittels Photometer bestimmt.

3.2.14 Untersuchung der Enzymfunktion

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten GDH verwenden als physiologischen
Elektronenakzeptor NAD(P)H. Die Untersuchung unterschiedlicher enzymkinetischer
Parameter erfolgte basierend auf dem optischen Test nach Otto Warburg. Hierbei kann die
Umsetzung von NAD(P)zu NAD(P)H photometrisch bei 340 nm verfolgt werden. Bei einer
Wellenlarge  von 340 nm  absorbieren ausschlieBlich  die reduzierten
Nicotinamidadenindinucleotide NADH und NADPH Licht, nicht jedoch die oxidierten
Formen NAD und NADP.
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Reaktionspuffer®fGDH1-3) 100 mM KHPO, (pH 7/pH 8); 1 mM EDTA

SubstrateRfGDH 1+2) 10 mM Glutamat, 100 uM NADPin Reaktionspuffer pH 8,0;
1000M NADPH, -Ke®glutatdt, 40 mM NgCl in
Reaktionspuffer pH 7,0

Reaktionspuffer (hGDH) 50 mM TEA pH 8,0; 1 mM EDTA

Substrate (hGDH) 20 mM Glutamat; 1,4 mM NAD(P) 150 pM NAD(P)H; 8 mM
U-Ketoglutarat; 100 mM NECI in Reaktionspuffer

Fur die Aktivititsbestimmung in Richtung der Desaminierung von Glutamat (Hinreaktion)
wurden 0,1 mM NADP und 10 mM Glutamat (oder entsprechend der oben aufgefiihrten
Angaben fur die unterschiedlichen Enzyme), d. h. im Substratsattigungsbereich, eingesetzt.
Die Standardraktion in Richtung der Glutamatbildung (Ruckreaktion) fand firRi@DH1

und die P[GDH2 unter Anwesenheit von 0,1 mM NADH , 1 0 -Ketoglutatat und

40 mM Ammoniumchlorid statt. Fir die enzymkinetischen Untersuchungen der hGDH sowie
der PfGDH3 wurde jeweils NAD als Elektronenakzeptor verwendet. Die Aktivitat der
Enzyme wurde Uber die Entstehung von NAD(P)H in der daferdessen Abnahme in der
Ruckreaktion, Uber einen Zeitraum von 60 s bei einer Wellenlange von 340 nm und 25 °C
bestimmt. Fir die Bestimmung der kinetischen ParametelPffeDH2 wurde jeweils die
Konzentration eines Substrates variiert, wéahrend die Ubrigeaumiéger konstant gehalten
wurden. Die Messungen erfolgten jeweils als 0,5 Telstansatz in Halbmikr&lvetten im
UV-Vis-Spektrophotometer. Um die spezifische Aktivitdt der Proben berechnen zu kdnnen,
wurde die nach Bradford bestimmte Proteinkonzentragderj verwendeten Probe zugrunde

gelegt. Fur die Berechnung der spezifischen Aktivitat dienten folgende Gleichungen:

DA/ min3 VvV

Volumenakvitat(VA) = —— U /ml
VA e3d3 D3 vi[ ]
spezifiscle Aktivitat = M

mg Protein

Gleichung 3.1: Berechnung der Volumenaktivitdt und der spezifischen Aktivitdt. ( A =
Absomptionsanderung; d = Schichtdicke der Kuvette = 1 cm; V = Volumen in der Kivette in mL; vi =
Enzyml °sung i m Ansat z in mL ; pt = Zeit2anderung;

Elektronenakzeptoren Uao apey= 6200 (mol/ly'cm?).
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Weiterhinwurden die Ky, Vimax, Kear Und ka/Km-Werte bestimmt. Die MichaelKonstante

Km charakterisiert die Affinitdt eines Enzyms zu seinem Substrat (Gleichung 3.2). Sie
entspricht derjenigen Substratkonzentration, bei der die Halfte der maximalen
Umsatzgesahindigkeit Vimax erreicht wird. Aus den Geradengleichungen der Diagramme der

Linearisierungen nach LineweavBurk, EadieHofstee und Hanes\\oolf) wurden die k-

und VimaxWerte bestimmt (Gleichung 335).

e |E|] 9 . .

V= Vi ® ﬁu Km [S] = % Vinax MichaelisMenten
1 _K 1 1 .
Z=_Mm3 4 X =-1Km, y = 1M LineweaverBurk
v V., [9] V. m Y= 2 Vmax
v=-K,?2 [é +V X =VmadKm, ¥ = Vimax EadieHofstee
E] = 1, [S] + K

v V.. Vo X =-Km, Y = Ki/V max Hanes {Woolf)

Gleichungen 3.23.5: Berechnung der Michaeliskonstante und Linearisierungsverfahren zur Berechnung
des VmaxWertes. (S = Substratkonzentration; % = maximale Umsatzgeschwindigkeit; v =

Umsatzgeschwindigkeit; = Michaeliskonstante (mol/l); E = Enzym).

Ebenso kénnen Uber den auf diese Weise erhaltépgpWert die spezifische Aktivitat
sowie der kyrWert ermittelt werden. K, auch als Wechselzahl des Enzyms definiert, gibt
die Anzahl von Substratmolekiilen an, die pro Enzymmolekil unter Substratsattigung pro
Zeiteinheit in das Produkt umgewandelt dem (Gleichung 3.6). Darlber wurde weiterhin
der Quotient k{Kn, berechnet, der die Wechselwirkung zwischen Substrat und Enzym
beschreibt und ein Mal3 fiir die katalytische Effizienz darstellt [Stryer, 2003].

_ Vmax[umollml]
< [E][min® mI3 pmol]

Gleichung 3.6: Bereclmung des ky-Wertes. (S = Substratkonzentration; % = maximale

Umsatzgeschwindigkeit; v = Umsatzgeschwindigkejj;#Michaeliskonstante (mol/l); E = Enzym).
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3.2.15 Untersuchung der Enzymaktivitat in Gegenwart von Wirkstoffen

Verschiedene Wirkstoffe der Habdoll-Substanzbibliothek (Jena) wurden getestet. Dafir
wurde der bereits beschriebene Enzymassay entweder in Halbmikrokivetten oder in
Mikrotiterplatten in  modifizierter Weise durchgefuhrt. Auch hier wurde im
Substratsattigungsbereich gearbeitet. Fir détsgale Screening wurde jeweils 1 pyL der
Wirkstoffe eingesetzt, die in einer Konzentration von 5 mg/mL in DMSO vorlagen. Mit den
Wirkstoffen, die in ausreichender Menge vorhanden waren, wurden die Messungen
mindestens dreifach durchgefuhrt. Als Kontradk&on wurde jeweils an Stelle des
Wirkstoffes, Reaktionspuffer oder DMSO zum Testansatz gegeben. Die ungehemmte
Reaktion wurde 1006 gesetzt und alle weiteren Angaben darauf bezogen.

3.2.16 Lokalisationsstudien mit demgreen fluorescent protein

Dasgrun fluoreszierende Protei(GFP; englgreen fluorescent protejrst ein erstmals 1961
beschriebenes Protein aus der Quabguorea victorigShimomuraet al], das bei Anregung

mit blauem oder ultraviolettem Licht grin fluoresziert. Als Fusionsprotein mit den zu
untersuchenden Proteinen kann es in eukaryotische Zellen transfiziert werden. Tragen die
Zielproteine Transportsequenzen fiur ein bestimmtes Zellkompartiment, kann dort Uber die
Emission des griinen Lichtes und eine-IGxkalisation KompartimenrspezifischerProteine

Uber Immunfluoreszenz, eine Lokalisation der Fusionsproteine erfolgen. Das
Emissionsspektrum von GFP hat sein Maximum bei 509 nm.

Fur die in dieser Arbeit durchgefuhrten Lokalisationsstudien wurden zunachst die ersten 66
N-terminalen Aminosaure(198 bp) aller drelPfGDH aus der cDNA amplifiziert und in den
pGEM-Vektor kloniert. Alle dafiir verwendetesensePrimer trugen ein®glll Schnittstelle,
wahrend dieantisensePrimer fur eineAvrll (Xmaj) Schnittstelle kodierten. Die daraus
resultierendn PCRProdukte wurden anschlieRend in einen pSK Vektor kloniert, welcher
bereits das GF&en downstream der eingefligtenPf{GDH-Gene enthielt. Nach der
Sequenzierung der Konstrukte erfolgte die Ligation in den pARLektor GbetXhd. Die
Transfektion wurd am PlasmodieStamm 3D7 mittels Elektroporation vorgenommen. Dazu
wurde jeweils eine 15 mL Parasit&ultur mit je 58 % Parasitamie im jungen Ringstadium

(ca. 6 Stunden alt) angezogen. WD pg der DNA wurden mit CytomiRuffer auf ein
Endvolumen vorl00 pL gemischt. Es wurden 5 ml der Kultur bei 1 500 g fur fiunf Minuten
abzentrifugiert und 200 pL der erhaltenen parasitierten Erythrozyten mit der@tbAnix-

Losung vermischt. Die Suspension wurde in eine 0,2 cm Elektroporationskivette steril
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Uberfihrt. Anschlie3end erfolgte die Elektroporation bei 310 V, 550 F, einem unendlichen
Widerstand und einer Zeitkonstante von etwa 13 ms im Elektroporator (BioRa)X Die
transfizierten Parasiten wurden sofort in 15 mL frisches und vorgewarmtes Medium it 3,5
Erythrozyten tberfiihrt. Sechs Stunden nach der Transfektion wurden jeweils 5 nM WR99210
als Selektionsmarker hinzugegeben. Das Medium wurde taglich gewechselt und woéchentlich
100 pL frische Erythrozyten zugesetzt.

Die Lokalisation der GFKonstrukte wude in Zusammenarbeit mit der AG Lingelbach,
PhilippsUniversitat Marburg, von Dr. Jude Przyborski durchgefihrt. Die Zellen wurden in
4% Paraformaldehyd/0,0075 % Glutaraldehyd in PBS pH 7,4 nach Tekdh. [2004]
30Minuten bei 37 °C fixiert. Die Fluaszenzléschung (Quenching) erfolgte durch Zugabe
von 100 mM Glycin/PBS. Zur Markierung des Nucleus wurde der fiende Farbstoff
Hoechst (50 ng/mL) und zur Lokalisation des Apicoplasten als priméarer Antikbrpek@Rti
(1:500) verwendet. Cy2und Cy3konjugierte sekundare Antikdrper wurden D@0
eingesetzt. Die Aufnahmen erfolgten an einem Zeiss Axio Obsenverge epifluorescenge
Mikroskopsystem.

3.3 Kristallographische Methoden

3.3.1 Kiristallisation der PfGDH2

Die Kristallisationsversuche wurden begenn nachdem das Protein zur bestmdglichen
Homogenitat gereinigt worden war.

Zwei haufig zur Proteinkristallisation angewendete Techniken sind die zur Dampfdiffusion
ge h?©°r é@amging drdif- u n dsittify drogtTechnik, deren Prinzip in Abbildung 3.4
dargst el |t i st. Bei der i n dhangingdmirMethedg wirdd e n A
die Proteinldsung als kleiner Tropfen auf ein Deckglaschen gegeben und in einem bestimmten
Verhaltnis mit der schon vorgelegten Reservoirlosung gemischt. Danach wwertiefung

mit dem Deckglas und Silikonél luftdicht verschlossen. Anfangs enthalt der vorgelegte
Tropfen eine geringere Konzentration des Fallungsmittels (Préazipitans) als die
Reservoirlésung, wodurch es zu Dampfdiffusion kommt. Entweder diffundiererdeaas
Tropfen stetig kleine Mengen Wasser, welche in die Reservoirlésung Ubergehen oder
Prazipitans diffundiert in die Proteinldosung, wodurch jeweils die Konzentration des

Fallungsmittels im Tropfen ansteigt. Dies geschieht solange, bis sich ein Gleichgewich
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zwischen dem Tropfen und der Reservoirlosung eingestellt hat. Unter systematisch variierten
Bedingungen wird dann versucht herauszufinden, welches Gleichgewicht ein Optimum fur
die Proteinkristallisation darstellt [Rhodes, 1993; McRee, 1993].

Deckplétichen Silikandl/Vakuumfett Crystal Clear Tape
\\. .r"'/
Proteintropfen Proteintropfen
P AN
Reservair Reservoir
A B

Abb.3.4 Dar stellung der Khanging drdgil i(sAa)tsittimpubisdié Bhoden

Kristallisationskits Crystal Screen I1&I1", Detergent Screen (Hampton Research)
Substrat 10 mM Glutamat in Reaktionspuffer pH 7,0
Detergentien b-D-Octylglucopyranosid

Zum Auffinden initialer Kristallisationsbedingungen ist es nétig, einen multidimensionalen
Parameterraum durch sogenansteeenspunktuell durchzutesten [Cudnest al, 1994].

Dabei wird zwischen bifaktoriellegrid screensund mdtifaktoriellen sparse matrix screens
unterschieden. In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst ein multifaktorielles Testverfahren
mit dem Crystal Screen I1&II durchgefiuihrt, welcher Lésungen mit einer grol3en
Variationsbreite an pHVerten, Féallungsmitteln wh-konzentrationen, sowie zusatzlichen
Additiven, wie Salzen und organischen Molekilen, umfasst. Mit einer Proteinkonzentration
von 16 mg/mL (nach wiederholter Einengung tber Centricons) und bei einer Temperatur von
18 °C wurde versucht, Kristalle ddPfGDH2 zu erhalten. Der Kristallisationstropfen,
bestehend aus 2 pL Proteinlésung und 2 pL Reservoirldsung, wurde gegen 800 pL
Reservoirlésung, in Linbro Kulturplatten mit 24 Kammern, aquilibriert. Zuvor wurde die

Proteinldsung mit Glutamat in einer Endkonzatibn von 10 mM versetzt.

3.3.2 Rontgenkristallographische Untersuchungen

Nach erfolgreicher Kristallisation wurden die Kristalle zunachst wenige Sekunden in Cryo
Puffer (0,1 M TRIS/HCI pH 8,5; 0,2 M Magnesiumchlorid Hexahydrat; 30 % PEG4000;
5mM Glutamat, ® % MPD; 1 % roctyl-3-D-Glucopyranosid und 24 % Glycerin) inkubiert
und danach umgehend in flissigem Stickstoff schockgefroren. Um Kristalle von biologischen

Makromolekilen unbeschadet einfrieren zu kénnen, muss die Bildung von kristallinem Eis im
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Kristallwasser und in der den Kristall umgebenden Mutterlauge unterdriickt werden. Dazu
werden der Mutterlauge geeignete Frostschutzmittel wie z. B. Glycerol oder
Polyethylenglycol (PEG) =zugesetzt [Garman und Schneider, 1997]. Zur initialen
Charakterisierung der ristalle, d. h. Bestimmung der Raumgruppe und Grol3e der
Einheitszelle, wurden diese in einen fokussierten Rontgenstrahl einer Drehanode am Rigaku,
MicroMax-007HF (MPI, Heidelberg) gebracht. Auch wahrend der Messung wurden die
Kristalle standig mit Sticksfb auf 100 K gekuhlt, da diese empfindlich auf die durch die
Rontgenstrahlung erzeugte Warme reagieren. Die experimentelle Messanordnung zur
Rontgenbeugung besteht aus einer Rontgenstrahlungsquelle, sowie einem Detektor zur
Messung der gebeugten Rontgeaisken. Im Labor werden die Rontgenstrahlen von einem
Drehanodenrdntgengenerator erzeugt, der mit einer Kupferanode ausgestattet ist. Die
Wellenlange dieser Rontgenstrahlen betragt & $Kupfer-K -Strahlung). Fiir die Aufnahme

des benétigten kompletten [Rasatzes wurden die Kristalle am Synchrotron vermessen. Die
Synchrotronstrahlung hat den Vorteil, dass sie wesentlich intensiver ist und so den Einsatz
von sehr kleinen Kristallen erlaubt. Es kann hier eine beliebige Wellenlange im Bereich von
circa 0,24,0 A verwendet werden. Die in dieser Arbeit verwendeten Beugungsdaten wurden
im Drehkristallverfahren [Arndt und Wonacott, 1977] gemessen und mit monochromatischer
Synchrotronstrahlung der Wellenlange 0,9783am Messplatz X06SA des Paul Scherrer
Instituts (PSI; Villigen, Schweiz) mit einer Rotation von 0,7 Grad pro Bild auf einem CCD
Detektor (MARCCD) aufgenommen.

3.3.3 Prozessierung der Rohdaten und molekularer Ersatz

Die erhaltenen Rohdaten wurden mit dem Programmpaket XDS [Kabsch, 2010] prozessiert.
Auf Grund sich andernder Bedingungen im Verlauf einer Datensammlung (schwankende
Intensitédt des Rontgenstrahls, Absorption, veranderte Streukraft des Kristalls durch
Strahlenschaden), mussen die erhaltenen Intensitdten intern skaliert werden. Fur die
Skalierung @r Intensitditen wurde das Programm XSCALE [Kabsch, 2010] verwendet.
Anschlieend wurden die skalierten Daten auf die asymmetrische Einheit des reziproken
Raumes der Raumgruppe reduziert. Diese Strukturfaktoren wurden aus den skalierten
Intensitdten mit deniProgramm XDS CONV [Kabsch, 2010] berechnet. Die Struktur der
PfGDH2 wurde mit der Methode des molekularen Ersatzes geldst (s. Punkt 1.5). Fir die
Einzelschritte der Phasenlésung wurden die entsprechenden Routinen des Programmpaketes
CNS [Bringeret al, 1998] verwendet.
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3.3.4 Erstellung und Verfeinerung des Strukturmodells

Ausgehend von der Elektronendichtekarte, die aus einer Kombination der durch molekularen
Ersatz bestimmten Phasenwinkel und den gemessenen Strukturfaktoramplituden berechnet
wurde, konnte einerstes Strukturmodell dePfGDH2 erstelit werden. Modellbau und
manuelle Anpassung der Struktur des Enzyms an die Elektronendichteverteilung wurden mit
Hilfe des Programms O [Jones al, 1991] durchgefuhrt und erfolgten im Wechsel mit der
Verfeinerung és Modells. Dabei wurden unter anderem die im Folgenden aufgefihrten
Elektronendichtekarten verwendet.

(2Fobs-Fcaic)-Elektronendichtekarten

1 zeigen die Elektronendichte des Modells und die Differenzdichte in voller H6he und
werden auf einem Konturniveaowvn 1 O dargestel | t.

(Fobs Fcaic)-Elektronendichtekarten (DifferenzFourierkarten)

1 zeigen Unterschiede zwischen Modell und tatsachlicher Struktur auf. Fehlende
Bereiche des Modells erscheinen mit positiver Differenzdichte, falsch positionierte mit
negative. Die Differenzen erscheinen mit halber tatsachlicher Hohe und sind ab
einem Konturniveau von drei St andar dabwe
Elektronendichte signifikant.

1 dienen als Basis fur die Korrektur und Erganzung des Proteinmodells sowderf
Einbau von Wassermolekilen oder Liganden.

Prinzipiell lassen sich Modelle nur dann verfeinern, wenn die Zahl der Observablen
(Rontgenreflexe) die der zu verfeinernden Parameter Ubersteigt. Da diese Zahl jedoch durch
Auflésungsgrenze, Vollstandigheund Raumgruppe des Kristalls beschrankt ist, missen
meist noch weitere Nebenbedingungen eingefihrt werden. Beispielsweise konnen
Einschrankungen der Werteegtraintg, die freie Parameter annehmen dirfen, als zusatzliche
Observablen dienen. So werden Hber Verfeinerung von Proteinstrukturen unerschiedlich
gewichtete Einschrankungen fur die geometrischen Parameter des Modells eingefihrt [Engh
& Huber, 1991] und die Temperaturfaktoren benachbarter Atome aneinander gekoppelt, um
Ubermafige Schwankungennerhalb kurzer Distanzen zu vermeiden. Zudem kann die
Ahnlichkeit durch nichkristallographische Symmetrie (NCS) verkniipfter Molekiile
bertcksichtigt werden.

Fur die automatische Verfeinerung und die Erstellung der Elektronendichtekarten wurden
auch hier die entsprechenden Routinen des Programmpaketes CNS genutzt. Ziel der
Verfeinerung ist es, durch eine Variation der Modellparameter die Ubereinstimmung der

berechneten Strukturfaktoramplitudenc4{dr mit denen der gemessenen Reflexg,dFzu
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maximieren. Ein MaR der Ubereinstimmung ist der kristallographisché&aRtor Ryyst
(Gleichung 3.7). Laut Wilson [1949] besitzt eine Zufallsstruktur bereits eirEakifor von

etwa 5%, wohingegen erfolgreich verfeinerte Rontgenstrukturen einr&al®r zwischen

10 ind 25 % aufweisen. Mit einem kleinen, zufallig ausgewéhiten Teil der Reflexe, dem
Testdatensatz (etwaB) % aller Reflexe), der nicht in die Verfeinerung mit einbezogen wird,
wird in Analogie zum kristallographischen-FRaktor der freie RFaktor Ree berehnet
[Brunger, 1992]. Der freie faktor korreliert mit dem mittleren Fehler der Modellphasen und
dient daher als Mal3 fur den Fortschritt der Verfeinerung [Kleywegt & Brunger, 1996].

E | ngs{lﬂil) - ch__c|xlﬂ{1\||
R:rﬁ'at = — x 100
= Fabs[lﬂ{lj

Gleichung 3.7 Berechnung des kristallographischen RFaktors Rcys (wobei die Summe Uber alle

Symmetrieunabhéngigen Reflexe hkl [auft).

3.4  Computergestlitzte Methoden

3.4.1 Homology Modelling

Die zuverlassigste Methode fiur die theoretische Vorhersage der Geometrie von
Proteinstrukturen ist dasdomology Modelling Die allgemeie Vorgehensweise zur

Modellierung von Proteinstrukturen ist in Abb. 3.5 dargestellt.

Sequenzanalyse
- Suche mit dem Targetprotein nach homologen
Sequenzen
- Multiples Sequenzalignment
- ldentifizierung von charakteristischen
Sequenzmotiven

A\ 4
Sekundarstrukturvorhersage

- Vorhersage der Sekundarstrukturelemente, die

der Zielsequenz auftreten kiten

v

Tertiarstrukturvorhersage

- Modellierung der Proteinstruktur Giber das
Homologiemodellierungsverfahren
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|

Optimierung des Strukturmodells

Energieminimierung zur Verfeinerung der
generierten Struktur

Uberpriifung der LoofRegionen,
Geometrieoptimierung, maelle Uberarbeitung
des 3 D- Strukturmodells

A\ 4
Evaluierung des Modells

Uberpriifung der Struktur hinsichtlich ihrer

Stereochemie, sowie ihrer geometrischen und

energetischen Anordnung

Abb. 3.5: Vorgehensweise fur die Generierung von Proteinmodellgnach Hartmann, 2002].

Suche homologer Proteine und multiples Sequerraknt

Die Aminosauresequenzen der einzelnen Glutddedtydrogenasen der verwendeten
Organismen wurden der Onliizatenbank fur ProteiSequenzen SwissProt/TrEMBL des
ExXPASy Expert Protein Analysis Syst@iroteomics Server des Schweizer Institutes fur
Bioinformatik (SIB) entnommen [http://expasy.org].

Eine Datenbanksuche nach homologen Sequenzen fir die Aminosauresequenz der GDH2 aus
P. falciparumerfolgte Gber BLAST und die Suche nach homologen Proteinen, deren Struktur
bereits gelost ist, wurde mit deOnlineSuchfunktion derResearch Collaboratory for
Structural Bioinformatic§RCSB) Proteindatenbank [httpuvw.rcsb.ord durchgefihrt.

Ein multiples Alignment und paarweise Uberlagerungen aller ausgewahiten lgemolo
Enzyme wurde mit den Onliferogrammen CLUSTAL W [Thomsoet al, 1994] und T
COFFEE [Notredame, 2000] des EMH#BI (European Molecular Biology Laboratory
European Bioinformatics Institutéhttp://www.ch.EMBnet.org] erstellt.

Zur Beurteilung der éraltenen multiplen Alignments wurde das Programm AMASalyse

Multiply Aligned SequencgfLivingstone, 1993] eingesetzt.

Homologiemodellierung

Zur Entwicklung eines Strukturmodells fir die GDH2 &lasmodium falciparunwvurde das
Programmpaket SWISS MQEL [Schwede et al, 2003;
http://www.expasy.ch/swissmod/SWISBODEL.html] verwendet. Die Vorbereitung des
Homologieprojekts erfolgte lokal tber das als Weterface dienende Programm SWISS

PDB VIEWER.
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Zu Beginn wird dem Programm eine ReferenzstruktuFanm eines aus deBrookhaven
Protein Data Bank(PDB) stammenden Molekils, dessen Kristallstruktur bekannt ist,
vorgegeben, auf dessen Grundlage das Zielprotein modelliert werden soll. Auch die Vorgabe
mehrerer Molekule (bis zu finf verschiedene) ist noiglAls Referenzstruktur kbnnen alle
Proteine verwendet werden, deren Aminosduresequenzen einenSeastAvon 10 der
Standardabweichung oberhalb der randomisierten Punkte aufweisen. Die Aminosauresequenz
des zu modellierenden Proteins wird im Fafdymat eingelesen und ein
AminosaurensequerZergleich der beiden oder der verschiedenen Sequenzen erzeugt.
Danach erfolgt ein vorlaufiger Aufbau der Rickgratstruktur des Zielproteins basierend auf der
Lokalisation des entsprechenden Atoms in der Vorlage. ¥éihdieses Vorgangs erfolgt

auch eine paarweise strukturelle Uberlagerung der beiden (oder mehr) Molekiile [Peitsch,
1996]. Das zuvor erstellte Sequenzalignment wird nun durch das manuelle Einfliigen von
Insertionen und Deletionen, die die Grundlage fur im &8®rlage nicht vorhandene
Schleifenstrukturen bilden, den Ergebnissen aus dem multiplen Sequenzvergleich angepasst.
Dies ist bei Proteinen, die eine geringere Aminosaurese¢gdenttat von weniger als 40 %
aufweisen, stets notwendig. Das erarbeitete élagiird mit Hilfe eines Internetformulars an

den Server Ubermittelt, wo jetzt die rechenintensiven Schritte der Optimierung und
Minimierung mit dem GROMOS9&raftfeld [Van Gunsteren, 1996] durchgefihrt werden.

Fir die Proteinseitenketten, fir die keineuBturinformationen aus der Kristallstruktur
Vorlage existieren, werden durch Erzeugen aller moglichen Rotamere, mit Hilfe eines Van
derWaalsAusschlussTests die sterisch gunstigsten ausgewahlt.

In den PDBDateien sind nicht notwendigerweise die Koortemaaller Aminosauren oder
Atome der Proteinkristallstruktur enthalten, da bei der Rontgenstrukturbestimmung eventuell
eine Elektronendichte ermittelt wurde, die in bestimmten Bereichen nicht ausreichend gut
definiert ist. Dies kann durch eine hohe Fleli#ii in einigen Bereichen des Proteins
verursacht werden. Fir diese Bereiche muss im Rahmen der Berechnungen des
Strukturmodells eine plausible Geometrie angenommen werden. Das berechnete Modell wird
per eMail vom Server zurickgesandt und kann mit einempirischen Paarpotential
[Bajorath, 1993; Sippl, 1993] und einer Verteilung der Torsionswinkel analysiert werden.
Bestimmte strukturelle Aspekte eines Proteinmodells kdénnen mit einem inversen
Faltungsansatz tUberpruft werden, wobei die Wahrscheinlicbkeiichnet wird, mit der ein
Aminosaurerest in einer bestimmten Nachbarschaft mit anderen Resten anzutreffen ist. Dieser
Wert wird mit den empirisch ermittelten Ergebnissen von Eisenk¢rgl. [1992] flr

verschiedene Umgebungen verglichen [Luthy, 1992].d&fiderer Ansatz, Prosall, basiert auf
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empirischen Energiepotentialen, die von paarweisen Interaktionen in gut definierten
Proteinstrukturen abgeleitet wurden [Sippl, 1993]. Diese Werte werden fir alle Reste des

Proteins aufsummiert und resultieren in eimehr oder weniger guten Energiebewertung.

Abb. 3.6: Torsionswinkel des Proteinrg¢gckgrats; phi (1

Die Rotationen, die um die-By und GrC-Bindungen des Rickgrats einer Polypeptidkette
moglich sind, stehen in Abh&ngigkeitt zlen Torsionswinkeln phi und psi. In natirlichen
Proteinen werden nur bestimmte Winkelkombinationen beobachtet, die einem so genannten
RamachandraPRlot (s. Abb. 3.7) entnommen werden kénnen. Ein Vergleich der modellierten
Struktur mit den empirisch erratiten Wertebereichen liefert Bewertungskriterien, die
beurteilen lassen, inwiefern Unvereinbarkeiten des Faltungsmusters mit der Struktur in
lokalen Bereichen vorliegen.

Die Genauigkeit des Modells hangt im Wesentlichen von der Richtigkeit des
Sequenzanments ab, welches wiederum stark durch das Ausmal} der Sequenzidentitat

bestimmt wird.

" —I

(psi)

-1800

-1800 ¢, (phi) 180°

Abb. 3.7: RamachandranPlot. Fal t ungsmotive in Abh2&ngigkeit der Tol
Dunkel bl auer Bereich uiol:e fAteilli2cddssi;g ed um kneklebl | kaourebri nBaetr e
Wi nkel kombi nraltblattern. dDre hellbbauerb Bereiche geben Winkelkombinationen an, die unter
Umstanden toleriert werden kdénnen [http://biophysics.biol.uoa.gr].

69



Methoden

Visualisierung der erhalteen Modelle
Die Visualisierung der erzeugten Strukturen erfolgte mit dem SwisSkater
[www.expasy.org/spdivoder PyMOL [DeLano, 1997].

3.4.2 Docking

Zwei Aspekte sind fur ein erfolgreiches strukturbasiertesk$tffdesign von enormer
Bedeutung: (i) das Generieren von mdglichst relevanten P+oigamdenKonfigurationen
(docking und damit das Identifizieren der Bindungsmodi, die am besten mit den
experimentell ermittelten Ergebnissen Ubereinstimmen, undi€ifimgefahre Vorhersage der
Bindungsaffinitat, die aus der erzeugten Geometrie des Ridggind Komplexes ¢coring
abgeleitet wird [Evers, 2003].

Ziel desDockingist die Berechnung von nicht kovalenten Proddmand-Komplexen, wobei
Informationen Ube die 3D Struktur des Proteins vorgegeben werden und Liganden mit
bekannter Topologie in diese Struktur eingepasst werdensagingProblem).

Einen umfangreichen Uberblick tibBockingAlgorithmen und-Programme haben Sotriffer

et al.[2002] und Halpdn et al.[2002] herausgegeben.

Im Folgenden wird dasDockingProgramm GOLD naher beschrieben, das in der

vorliegenden Arbeit verwendet wurde.

GOLD

Das Programm GOLDGQGenetic Optimisation for Ligand Dockipgst ein automatisches
LigandenDockingProgranm, das einen genetischen Algorithmus (GA) nutzt, der auf einem
1995 von Jonest al beschriebenen Algorithmus basiert. Genetische Algorithmen stellen eine
Klasse von Rechenverfahren dar, die eine schnelle Identifikation guter, nahe dem Optimum
befindliche Loésungen de®ockingProblems liefern. Sie imitieren einen Evolutionsprozess,
indem sie das Optimierungsproblem in einer Weise reprasentieren, das entsprechend der
Manipulation von Chromosomen modifiziert werden kann. Jedes Chromosom kodiert eine
Konformation des Liganden in der Bindetasche des Proteins und beinhaltet eine Zuordnung
von WasserstoffbriickeDonoren und-Akzeptoren des Liganden zu denen des Proteins. Um

die Chromosomen zu dekodieren, werden die Liganden so in die Bindetasche des Proteins
eingepasst, dass moglichst viele der vorhergesagten Wasserstoffbriickenbindungen zustande
kommen. Die Bewertung der Passgenauigkeit jedes einzelnen dekodierten Chromosoms
besteht aus der Kombination der ermittelten Anzahl der Wasserstoffbriickenbindungen und

ihrer Starke sowie der van der Waélsergie des vorliegenden Komplexes. GOLD fiihrt das
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automatischeDocking unter Berlcksichtigung der Drehbarkeit um alle offenkettigen
Bindungen durch. Teilweise kann Ligandenflexibilitat auf Zyklen und auf die Flexibdisit
Proteins in der Umgebung des aktiven Zentrums ausgedehnt werden.

Vorbereitung des Proteins und der Liganden fir das Docking mit GOLD

Um eine Aussage daruber treffen zu kdnnen, wie die einzeinatro getesteten Substanzen
in die Bindetasche deeyveiligen GlutamabDehydrogenase passen und welche Aminosauren
zur inhibitorischen Wirkung dieser beitragen, wurd®ockingAnalysen mit GOLD
durchgefuhrt.

Die Kristallstrukturen der humanen GDH (1L1F) und d#GDH1 (2BMA) wurden der
Brookhaven Proteiretenbank [Bernsteiret al, 1977] entnommen. Wassermolekule und
lonen, sowie die gebundenen Liganden wurden aus den Proteinstrukturen entfernt und
Wasserstoffatome in adaquater Geometrie hinzugefugt.

Die Strukturen der Liganden wurden partiell optimieny ungiinstige sterische Kontakte
abzubauen, die durch Anfigen der Wasserstoffatome hervorgerufen wurden. Diese
Optimierung wurde mit dem SYBYL Mehrzwedtdraftfeld aus Tripos 7.2 [Clarkt al,, 1989]
durchgefuhrt. Zugangliche Wasserstoffbrick&mnoren undAkzeptoren wurden sowohl im
aktiven Zentrum des Proteins als auch bei den Liganden durch die SYBYL
Atomtypklassifizierung [Clarlet al, 1989] identifiziert (s. Tab. 3.7). Analog wurde auch die

in dieser Arbeit erstellte Kristallstruktur defGDH2 behandlt.

Tab. 3.7: Erlaubte Donoren und Akzeptoren basierend auf SYBYtAtomtypen [Jones, 1995].

SYBYL Atomtypen Donor Akzeptor
N.1, N.ar, O.co2 (Carboxylgruppe), O.2 in NO2 Nitrogruppe Nein Ja
N.3, N.2, N.pI3 mit nur 2 Bindungen Ja Ja
0.2, 0.2 in amidischeGruppen Nein Ja
0.3 Ja Ja
0.co2 oder O.2 die an ein P oder S gebunden sind, oder O.co2 (g Nein Ja
geladener Sauerstoff)

N.am, N.pl3, N.4 Ja Nein
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4 Ergebnisse

4.1 Die Glutamat-Dehyhdrogenase 1 auP. falciparum

4.1.1 Heterologe Uberexpression und Aukinigung tiber Ni-NTA-Agarose

Innerhalb der vorliegenden Arbeit sollte di#GDH1 zu Vergleichszwecken erstmals als
Fusionsprotein mit einem-krminalen Hexahistidylpeptid kloniert werden. Die heterologe
Uberexpression wurde dazu B coli M15 Zellen unér Verwendung des pQE3gektors
durchgefuhrt. Die Selektion der Bakterien erfolgte Uber eine Ampidésistenz, die auf

dem Expressionsvektor vorhanden ist und des auf einem weiteren Vektor kodierten
Kanamycinresistenzgens. Die Ausbeute fur dieses iRrddg bei etwa 80 mg pro Liter
aufgereinigteiE. coli Kultur. Wie das SDS5el in Abbildung 4.1 B zeigt, konnte bereits Gber

die Methode der NNTA-Affinitatschromatografie eine Proteinldsung mit hohem

Reinheitsgrad fir die Elutiorsraktionen von 100 bi800 mM Imidazol erhalten werden.

[kba] M 1 2 3 4 t M 1 2 3 4 5 6 7
[kDa]
116
116
‘5 |
45 o '-'g '
35 -
35
25 =
25 A B

e

Abb. 4.1: SDSPAGE-Gele der Expression und Reinigung defPfGDH1. A) Spur 1: Induktionsstart des
Expressionsansatzes; Spub:21, 2, 3 und 4 h nach Induktion. Der Pfeil markiert die Bande des rekantina
Proteins.B) Spur 1: Durchlauf nach Auftrag der Proteinlosung auf didNINA-Saule; Spuren-8: Eluate nach
Zugabe steigender Imidazolkonzentrationen (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 mM Imidazol). Die Proteine wurden
mit Coomassie Brilliant Blue gefark¥l: unstained molecular weight marker

Mit diesen Fraktionen wurden jeweils eine Proteinbestimmung nach Bradford und eine
Aktivitatsbestimmung mittels des GDRAssays durchgefihrt. Die )KWerte fur Glutamat,
UKetoglutarat, NADP und NADPH betrugen 1,0 20nM, 340 + 34 uM, 26 + 5 uM und 21

+ 5 uM unter Standardbedingungen, und entsprachen damit den Werten, wie sie bereits von
Wagner et al. [1998] beschrieben wurden. Die spezifische Aktivitat konnte in der

vorliegenden Arbeit fur die Hinreaktion mit 2,70£36 U/mg und die Rickreaktion mit 16 +
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2,2 U/mg bestimmt werden. Diese Werte unterscheiden sich deutlich von denen in der
Literatur, wo sie mit 9 £ 1,5 U/mg und 61 + 5 U/mg angegeben werden.

Weiterhin wurde mittels einer Grof3enausschlusschromatogradigriiift, inwiefern sich der
eingeflgte Histag auf die Oligomerisierung dePfGDH1 auswirkt. Hier konnte eindeutig

ein Maximum beobachtet werden (s. Abb. 4.2), dass mit einem Molekulargewicht von
316kDa fur das Hexamer (52KDa pro Monomer) der theorstih vorhergesagten Grof3e
eines Hexamers dieses Proteins entspricht. Durch Vorreduktiddf@®H1 mit 4 mM DTT
ergaben sich bei gleichartigen Analysen keine Anderungen im Elutionsprofil, was dafir
spricht, dass an der Oligomerisierung des Enzyms keindfiDesbeteiligt sind.

80,00 1 65,03 mL

70,00 4
60,00 4
50,00 4
40,00 -
30,00 4
20,00 7

10,00

0,00
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

Abb. 4.2: Elutionsprofil der GréRenausschlusschromatograpie fur die rekombinant®fGDH1.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Glutabwtydrogenase 1 aus
Plasmodium falciparunmit Substraten oder Cofak&n zu kristallisieren. Mit dem in dieser
Arbeit rekombinant hergestellten Protein war lediglich die Reproduktion der Kristalle
moglich, die auch in der Doktorarbeit von Christoph Werner [2008] erhalten wurden, nicht
jedoch die Kristallisation mit Ligandg/ibb. 4.3).

Abb. 4.3: Fotografie der reproduziertenPfGDH1-Kristalle.
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4.2  Die Glutamat-Dehydrogenase 2 auP. falciparum

4.2.1 Aminosauresequenzvergleiche

Vorbereitend zur Erstellung eines Homologiemodells B#DH2 wurde mit der Online
Suchfunktion der Research Collaboratory for Structural Bioinformatic§RCSB)
Proteindatenbank www.rcsb.or§y nach  Proteinsequenzen  gesucht, die der
Aminosauresequenz dBfGDH2 ahnlich und deren Kristallstrukturen bereits aufgeklad.si
Erwartungsgemal zeigte diefGDH1, deren dreidimensionale Struktur bereits vorliegt
(2BMA), eine groRe Ubereinstimmung ihrer Aminosduresequenz mit derPfDH2.
Daraufhin wurden die Aminosauresequenzen beider mit den Glogrammen CLUSTAL

W [Thomsonet al, 1994] und TCOFFEE [Notredame, 2000] unter Standardeinstellungen
miteinander verglichen (Abb. 4.4). Dabei konnte eine Aminosauresequenzidentitat der beiden
von 59 % festgestellt werden.

PGDH1 MSALKDKTG RFVVLDKNAS
PGDH2 MILYSCVVCFIVFVFHVKAYSKNKVLKYAKPGFITNEIDIGAYAKRRERH GSLHNYGY
-k sk ke ko

PfGDH1 NYESLVDQEMNNVYERVMKLDPNQVEFLQAFHEILYSLKPLFMEEPKYLPIIETLSEPE R
PfGDH2 TSTKSVDNQIEELREKVVSKNKNEPEFLQAFEEVLSCLKPVFKKDNVYIGVLENIAEPER

Kkkeeenne keke 0 ke kkkkkk kek kkkek o ke ok sekkkk

PfGDH1 AIQFRVCWLDDNGVQRKNRCFRVQYNSALGPY KGGLRFHPSVNLSIVKFLGREF KNSL
PfGDH2 \Y IQFRVPWINDKGEHKMNRGFRVQYNSVIKG]@LRFHPTVNLSVIKFLGRHF KNSL

***** * * * 0 okk ok **** *kk *kkk

PfGDH1 TGLSMGGGKGGSDFDP GKSDNEILKFCQAFMNELYRHIGPCTDBIIGVGGREIGYL
PfGDH2 TTLPMGGGKGGSDFDP GKSENEILKFCQSFMTNLFRYIGPNTDVIAIGVGGREIGYL
* % *%*

vkk ckekekkk kkkkkkkkkkkkkkikkhk

PfGDH1 YGQYKKIVNSFNGTLTGKNVKWGGSNLRVEATGYGLVYFVLEVLKSLNIPVEKQTAVVSG
PfGDH2 FGQYKKLKNSFEGVLTGKNIKWGGSNIRAEATGYGVVYFAE NVLKDLNDNLENKKCLVSG

***** Fkke * Kkkkk - *'k'k*** * ****'k* *** *** *% * kkk

PfGDH1 SGNVALYCVQKLLHLNVKVLTLSD NGYVYEPNGFTHENLEFLIIREEKKGRIKEYLNH
PfGDH2 SGNVAQYLVEKLIEKGAIVLTMSD NGYILEPNGFTKEQLNYIMIENNQRLRLKEYLKY

Fkkkk Kk Kokke Fkkekkkkdke kkkkkkekokercokeke s kokkkke.

PfGDH1 SSTAKYFPNEKPWGVPCTLAFPCATQNDVDLDQAKLLQKNGCILVGEGANMPSTVDAINL
PfGDH2 SKTAKYFENQKPWNIPCDIAFPCATQNEINENDADLFIQNKCKMIVEGANMPTHIKALHK

* * *kkk ko *** ** ******** ----- * ke ok ke ****** . ke

PfGDH1 FKSNNITYCPSKAANAGGVAI SGLEMSQNFQFSHWTRETVDEKLKEIMRNIFIACSENAL
PfGDH2 LKQNNIILCPSKAANAGGVAV SGLEMSQNSMRLQWTHQETDMKLQNIMKS ERTS

vk kkkk kkkkkkkkkkkkokk *kkkkk rkker ko kkeekke ke Kk ke

PfGDH1 KYTKNKYDLQAGANIAGFLKVAESYIEQGCF
PfGDH2 KIYLNESDLVAGANIAGFLKVADSFLEQGGL

* ke kk kkkkkkkkkkkkeokeokkk .

Abb. 4.4: Sequenzalignment derPfGDH1 und PfGDH2. * identische Aminsaurereste; sehr ahnliche
Aminosaurereste;. ahnliche Aminosaurereste. Gelb unterlegt wurden Aminosaurereste, die an der
Glutamatbindung beteiligt sind, in magenta sind Aminosaurereste gekennzeichnet, dié BiA@#. Grin
wurden die Aminosauren markiedie entfernt wurden, um ein katalytisch akti®f&DH2 Protein zu erhalten.
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4.2.2 Homologiemodell derPfGDH2

Mit der Kristallstruktur dePfGDH1 [2BMA; Werneret al, 2005] als Vorlagenprotein wurde

ein Homologiemodell dePfGDH2 erstellt. Dies erfolgte mitilfe des Programms Swigadb
Viewer 3.7. Das Strukturmodell sollte vorrangig dazu genutzt werden, um vor Beginn der
Klonierungsarbeiten beurteilen zu kénnen, ob Konstrukte madér Gterminalem His-tag
angefertigt werden sollen. Die modellierte Sturktvies analog zur Vorlagenstruktur alle
Sekundarstrukturmerkmale auf und zeigte nur wenige Abweichungen im Vergleich zu dieser.
Anhand des Modells wurde deutlich, dass sich lediglich d&eininus dePfGDH2 fir die
Positionierung eines Affinitateags eignet, da der erminus vollstandig im Inneren des
Proteins vergraben liegt. Das Strukturmodell wurde mit dem Programm PROCHECK auf
seine Qualitat hin Gberprift. Der entsprechende RamachaRtvanst in Abbildung 4.5

dargestellt.

Abb. 4.5: RamachandranPlot des berechneten Homologi®odells fur die PfGDH2.
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4.2.3 Klonierung der einzelnenPfGDH2-Konstrukte

Wie unter 2.4 beschrieben, wurden unterschiedliche Konstrukt®f@H2 angefertigt (s.
Abb. 4.6). Als erstes erfolgte die Kloniegimler gesamten Sequenz d&&DH2 Proteins
(PfGDH2 full-length. Dieses konnte jedoch aufgrund dettédminalen Signalsequenz nicht
erfolgreich Uberexprimiert werden. Daher wurde ein weiteresPf&®H?2.,1) bezeichnetes
Konstrukt, dessen Lange daPiGDH2 full-length Protein, abziglich der vorhergesagten N
terminalen ApicoplasBignalsequenz (21 Aminosauren), entsprach, kloniert. Weiterhin
erfolgte die Klonierung eines um 60 Aminosauren verkirzten ProtBi@DHZ.c0), was
dem Kernbereich der GlutamBehydrogenasen aus unterschiedlichen Organismen (z. B.
Bakterien, Hefen) entspricht.

MILVECVVCF IVFWFHVELAY SEMEVLEVAE PGFITHEIDI GAYVARRREGES FLGSLHHYGY TSTESWDHOIEELEE...

1 10 n 30 40 A0 a0

PADH2 full length oo

FGDH 0y
. HGDHE(_&DJ ——-—-—-—--

Abb. 4.6: PfGDH2 Konstrukte.

Sowohl dasPfGDH2.,1y als auch da$fGDH2.s0-Protein konnten irE. coli M15 Zellen
Uberexprimiert werden (s. Abb. 4.7 A). Fur beide Eneywar jedoch keine Aktivitat im
GDH-Assay messbar. Gelfiltrationsanalysen zeigten, dass HfilBDHZ 0 lediglich
Monomere in der Losung vorlagen. Auch fur die Untersuchungen aPf@&rH2.,1) wurden

diese hauptsachlich nachgewiesen, wobei hier jedosdizich ein Peak, der der Grol3e von
PfGDH2-Hexameren entsprach, detektierbar war (s. Abb. 4.7 B). Des Weiteren konnte fur das
um 21 Aminosauren verkirzte Protein jeweils eine Doppelbande auf einem denaturierenden
Polyacrylamidgel beobachtet werden, von geloch nur die obere Bande mit dem Aldiss-
Antikdrper reagierte (s. Abb. 4.7 B). Zusatzlich durchgefihrte massenspektrometrische

Analysen ergaben, dass es sich bei beiden Bandd*f@BH2 handelt.
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Abb. 4.7: Eluate nach Aufreinigung derPfGDH2 o) und PfGDH2 ;) Uber Ni-NTA-Agarose. A) SDSGel

der Aufreinigung dePfGDHZ 5. M: unstained molecular weight markeBpuren 17: Elution mit steigender
Imidazolkonzentration (10, 25, 50, 75, 100, 1250 und 200 mM). Unter dem SB®el ist das Elutionsprofil

der GroRBenausschlusschromatografie fiir @&DH2.6, abgebildet. B) Western Blot und SD&el
ausgewahlter Eluate der Aufreinigung ®¥GDH2.,1) nach heterologer UberexpressionEincoli M15 Zdlen.

Spur 1: Eluat nach Zugabe von 75 mM Imidazol; Spur 2: Eluat nach Zugabe von 100 mM Imidazol; Spur 3:
Eluat nach Zugabe von 150 mM Imidazol; Mhstained molecular weight markeXuch fir dieses Protein ist

das Elutionsprofil der Gelfiltration dargetit.

Da E. coli M15 Zellen nicht proteasedefizient sind, wurde auf Grund dieser Ergebnisse
angenommen, dass spezifische Proteasen des Bakteriums fir eine Abspatieungniler
Aminosauren amPfGDHZ_»1-Protein verantwortlich sein kdnnten. Durch eineitere
heterologe Uberexpression dieses Konstruktes in proteasedefizEntesli KRX-Zellen,
konnte diese Annahme bestatigt werden. Anhand eines-GS war in diesem Fall
eindeutig nur eine Bande und in Gelfiltrationsexperimenten nur ein Peak ehtsmiedes
Proteinmonomeres nachweisbar. Daraufhin wurde die SequenPfG&H2 anhand der
beiden Programme PATS [Zuegge al, 2001] und SignalP [Bendtsest al, 2004] zur

Vorhersage von Signalpeptiden, noch einmal genaueilico untersucht. Die Ergelisse
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dieser Untersuchungen waren nicht eindeutig, gaben aber Hinweise auf einen Bereich in der
N-terminalen Sequenz des Proteins, der durch das Vorhandensein tberdurchschnittlich vieler
geladener Aminosauren als Signalpeptid gewertet werden konnte. Bersach umfasst in

etwa die ersten 49 Aminosauren de&SDH2 full-length Proteins. Entsprechend dieser
Auswertungen wurde eine Umklonierung eines um 49 Aminoséauren verkirzten Konstruktes

in den pET28a Vektor vorgenommen, welches im FolgenddAf@BH2 beeichnet wird.

4.2.4 Rekombinante Darstellung derPfGDH2

Die Uberexpression des pET2Bfgdh2 Konstruktes erfolgte irE. coli KRX Zellen. Die
Aufreinigung mittels NiINTA-Affinitdtschromatografie ergab eine Ausbeute von ungefahr
50 mg Protein pro Liter Flussightur (s. Abb. 4.8). Eine Gelfiltrationsanalyse des gereinigten
Proteins zeigte deutlich ein Absorptionsmaximum bei einem Elutionsvolumen von 62,2 mL,
was einem Molekulargewicht von 324 kDa und damit der GroReP#GIDH2 Hexameren
entspricht (s. Abb. 4.9)Daraus ergibt sich ein Molekulargewicht von 5K[a fir ein
Monomer dePfGDH2.

116

45

Abb. 4.8: SDSGele der Expression und Reinigung derPfGDH2. A) Spur 1: Induktionsstart des
Expressionsansatzes; Spur 2: 18 h nach Induktion. Der Pfeil maiki@adde des rekombinanten ProteB).

Spur 1: Durchlauf nach Auftrag der Proteinldsung auf dieNINA-S&ule; Spuren -2: Eluate nach Zugabe
steigender Imidazolkonzentrationen (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 mM Imidazol). Die Proteine wurde mit
Coomassie Blliant Blue gefarbt. Munstained molecular weight marker

78



Ergebnisse
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Abb. 4.9: Elutionsprofil der PfGDH2 in der Gelfiltration .

4.2.5 Abspaltung des Hig-tags mittels Thrombin
Da bereits bei dePfGDH1 als auch bei der hGDH (s. Punkt 4.3.) beobachtedemekonnte,

dass ein Anhéngen zusatzlicherstédtminaler Aminosauren zu einer starken Verminderung
der spezifischen Aktivitat fihrte, sollte nun an 8GDH2 Uberprift werden, inwiefern sich

die spezifische Aktivitat nach Entfernen des gHags verbesserrasst. Da diePfGDH2 in

den pET28a Vektor kloniert worden war, der zwischen der Polyhistidylsequenz und der MCS
eine Schnittstelle fur Thrombin aufweist, konnte diese Untersuchung hier beispielhaft
durchgefuhrt werden. Wie in Abbildung 4.10 gezeigt istnrken durch die Behandlung des
zuvor Uber Affinitatschromatographie gereinigten Proteins mit Thrombin nahezu 100 % des
Hisg-tags entfernt werden. Zur Eliminierung des Thrombins und des abgespaltenen
Polyhistidylpeptides wurde anschlieBend eine Gelfitratiurchgefiihrt. Die Ergebnisse der

darauffolgenden Bestimmung kinetischer Parameter werden unter Punkt 4.2.7 besprochen.

1 2 M 1 2 M 1 2
-
§ e
A B C

Abb. 4.10: Immunochemischer Nachweis der Abspaltung des Hitags mittels Thrombin. A) SDSGel der
PfGDH2 vor (Spur 1) nd nach (Spur 2) Abspaltung des $iagsnach Farben mit Coomassie Brilliant BI&).
Ponceau gefarbte PVBembran nach dem Blotvorgan@) Western Blot mit AntiHisg-Antikorper.
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4.2.6 Spezifischer immunochemischer Nachweis dd?fGDH2

Fur den spezifischen NMhweis der rekombinantd?fGDH2 nach Aufreinigung, aber auch des
nativen Enzyms im Parasitenlysat, wurde hochreines Protein nach Abspaltung siegdis
mittels Thrombin an die Firma Eurogentec (Seraign, Belgien) verschickt. Dort wurden
Kaninchen mit demProtein immunisiert und polyklonale Antikdrper gegen &i€&sDH2
gewonnen. In Abbildung 4.11 ist deutlich erkennbar, dass mit dem gewonndéti@Dti2-
Antikorper sehr spezifisch dieffGDH2 detektiert werden kann und keine Kreuzreaktionen
mit anderen GlutanteDehydrogenasen aus dem Malariaerreger oder Mensch auftraten.
Obwohl mehrere Versuche unternommen wurden, eine grof3e Anzahl von Apicoplasten aus
den Parasiten zu isolieren, war eine Detektion der nafW&DH2 im Parasitenlysat nicht
moglich.
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Abb. 4.11: Western Blot mit spezifischem anmtPfGDH2-Antikdrper. A) SDS-Gel mit Coomassie Blue
gefarbt. B) Western Blot. Spur 1:PfGDH2 (1A: 15 ug Protein; 1B: 5 pug Protein) nach Aufreinigung Gber Ni
NTA-Agarose und anschlieBender GroRRenausschlussatmgraphie; Spur 2: Higetaggte rekombinant
gewonnendfGDH1; 3: Hisgetaggte hGDHM: unstained molecular weight marker

4.2.7 Kinetische Parameter derPfGDH2

Die Messung der Enzymaktivitat sowie die Bestimmung dgiWerte fur die Substrate der
PfGDH2 erfdgten in Dreifachbestimmung wie unter 3.2.12 beschrieben. Fir die Bestimmung
der spezifischen Aktivitat wurde ausschlieBlich Protein verwendet, welches uber einen
weiteren Aufreinigungsschritt einer Gelfiltration zu bestmoéglicher Homogenitat gebracht
wurde Die Berechnungen erfolgten mit Hilfe der Gleichung 3.1. Die Michdaisstanten

f ¢r G| uKetaghtarat, NADP und NADPH betrugen 1,5 + 0,15 mM, 380 + 10 pM, 60
+5 uM und 28 £ 2 uM. Weiterhin wurden die Werte flxy/sowie fur ka/Ky, bestimmt (s

Tab. 5.1).
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4.2.8 Kiristallisationsansatze mit derPfGDH2
Mit reiner, rekombinant erzeugtéffGDH2 in 100 mM Tris pH 7,8 und 500 mM NacCl,

wurden Kristallisationsansatze mit einer Proteinkonzentration von etwa 16 mg/mL und mit

Glutamat in einer Endkonzentratioon 10 mM durchgefiihrt. Nachdem ein Screening

unterschiedlicher Kristallisationsbedingungen mit dem Crystal Screen 1 & 2 erfolgt war,
konnte fur drei Bedingungen (CSI Nr. 4, CSI Nr. 6 und CSI Nr. 17) eine Bildung von kleinen,
nadelformigen Proteinkristaliebeobachtet werden (Abb. 4.12 A). Hierbei war aufféllig, dass
alle drei Losungen 0,1 Tris/HCI pH 8,5 als Puffer und sowohl CSI/6 als auch CSI1/17 30 %
PEG 4000 enthielten.

Abb. 4.12: PfGDH2 Kristalle. A) Kristalline Strukturen dePfGDH2 in Kristalisationsansatzen, die nach der
Met h o deangthg@doifi a n g e s e B)zPtoteimkustaldl defGDH2.

Ebenfalls nach loaeging dvbgiit hwuwred ededarfauf fol gend
Kristallisation durch den Einsatz von Detergentien zu optimiefés.Ausgangsbedingung
wurden die in den Vorversuchen ermittelten Loésungen ausgewéhlt. Diese Bedingungen
wurden sowohl in der Konzentration an PEG 4000, imVgett als auch in der TRIS
Konzentration variiert. Als Detergentien wurden ausgewéhlte SubstareerDetergent
Screen von Hampton Research verwendet.

Nach etwa 14 Tagen konnte im Ansatz mit 2,5 uL Protein und 2,5 pL der Lésung mit 0,1 M
Tris/HCI pH 8,5, 0,2 M Magnesiumchlorid Hexahydrat und 30 % PEG 4000, sowie 10 mM
Glutamat und 0,01 M Spermintetramgdhlorid als Detergenz, die Bildung eines grof3en
Kristalls beobachtet werden (Abb. 4.B2 Mit diesem Kristall wurden anschlieRend
Diffraktionsexperimente im Drehkristallverfahren durchgefuhrt. Die Parameter der

Datensammlung sowie die Statistiken deswartung sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst.
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Tab. 4.1: Parameter zur Datensammlung und Statistiken zur Auswertung delPfGDH2 Struktur.

Protein PfGDH2

Space group P22,2,

Unit cell dimensions [A] a=138.78 b=140.01 c=180.9
U=h=0=90U

Resolution range [A] 251 3.1

Completeness [%3] 99.6 (99.5)

Mean redundancy 10.5 (9.2)

Rsym’ [%]/ Rmrgd-F° 15/12.6

<I/s> 15.3 (2.5)

Reflections used in refinement 53 497

Protein atoms 21612

Solvent molecules 19

rmsd bonds [A] / rmsd angles 0.008/1.1

Reryst[%0] / Riee %] 23.1/25.7

@Werte in Klammern beziehen sich auf die letzte Auflosungsschak .2

®Rym= 100E |Ihi <I>| / Blh

‘RmrgdF = Qualitat der Amplituten (F) im zweiteDatensatz [Diederichs & Karplus, 1997]
‘Rys=100 E|i|| Falas [c| |Fur/alle Erhaltefen Datgn berechnet. Es wurde kein sigma
cutoff angewendet. (Gleichung 3.7, Abschnitt 3.3.4)

° Riee Wurde anhand 6 % zufallig ausgewahlter Einziédsee bestimmt, die wahrend der

Verfeinerung ausgeschlossen wurden.

4.2.9 Losung und Verfeinerung der Kristallstruktur der PfGDH2

Die erhaltenen Kristalle zeigten eine orthorhombische Symmetrie in Raumgruppe 19
(P2:2:2;) mit je einem Hexamer des Enzyms @msymmetrische Einheit. Uber die Methode

des molekularen Ersatzes und der Kristallstruktur B&DH1 (PDBID: 2BMA) als
Suchmodell, konnten die Aminosaurereste B#&DH2 in der Elektronendichte positioniert
werden. Dieses Startmodell wurde dann in memrddinimierungszyklen verfeinert. In jedem
Durchgang wurden Elektronendichten aus of@Fcad- und (RpsFcaid-Fouriersynthesen
berechnet, wobeidksdie gemessenen Strukturfaktoramplituden darstellt ygedie aus dem
aktuellen Modell berechneten rBkturfaktoramplituden, und mit dem aktuellen
Strukturmodell tberlagert. Mit Hilfe des Computergraphiksystems O wurden Veranderungen
und Erweiterungen des Strukturmodells gemal der Elektronendichteverteilung vorgenommen,

die in automatischen Verfeinerung&ien optimiert wurden. Beispielsweise wies die zweite
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Domaéane, in Bezug auf die entsprechenden Bereiche inPd#@DH1, eine deutliche
Verschiebung auf, wodurch ein grol3er Teil der Aminosaurereste dieser Doméane nicht korrekt
in die Elektronendichte eingemdswurde. Diese Regionen musste in allen Monomeren
manuell korrigiert werden. Durch diesen iterativen Prozess konnten der kristallographische R
Faktor (Gleichung 3.7) und der freiefRiktor fiir den Aufldsungsbereich von 25 A bis 3,1 A
von jeweils etwa 47 %auf Endwerte von 23,1 % bzw. 25,7 % reduziert werden. Das
Endmodell (s. Abb. 4.13 A) enthalt 21 612 (NidNasserstof) Atome derPfGDH2 die den
Aminosaureresten 5510 des Proteins entsprechen, sowie 19 Wassermolekile. Mit der
berechneten Elektronendiehkonnte die gesamte Struktur definiert werden, mit Ausnahme
von 24 Aminosaureresten (82 fir jedes Monomer). Der mittlere Temperaturfaktor des
berechneten Strukturmodells betragt 44,6°. ADer sogenannte -Baktor oder
Temperaturfaktor tragt zur Ortsumgcfe eines Atoms im Strukturmodell bei, die sich unter
anderem aus thermischen Gitterschwingungen, Fehlordnungen des Kristalls und der
Flexibilitat eines Molekulbereiches ergibt. Je gréf3er der einem Atom zugeordihetietd,

umso beweglicher ist diesesoin. Erwartungsgemal’ zeigten sich in Bereichen des Molekiils,
die nicht in Sekundéarstrukturelementen stabilisiert sind, hohere Temperaturen als innerhalb
von RFaltblatt o d e-HelixtRegionen (s. Abb. 4.13 B).

83



Ergebnisse

Abb. 4.13: Endmodell des Hexamers dePfGDH2. A) Darstellung als Cartoon. B) Darstellung der B
Faktoren. Die Colorierung erfolgt entsprechend der Regenbogenfarben, von violettidger BFaktor bis rot
= hoher BFaktor.

Abb. 4.14: Elektronendichtekarten im Verlauf der Verfeinerung.Di e Ausschnitte zeigen | e
dem Untergrundrauschen konturierte Elektronendichte aus eingys-F2de)-Fouriersynthse. In gelb ist das
aktuelle Strukturmodell tberlagert. A) Ausgangsdichte aus den mit MR ermittelten Phasenwinkelg,sB) 2F

Feai9-Elektronendichte und Stukturmodell nach dem letzten Verfeinerungszyklus.

Der RamachandraRlot [Ramakrishnan & Ramachandral965] der verfeinerten Struktur
zeigt, dass die Faltung der Hauptkette sehr gut erlaubten Konformationen entspricht (s. Abb.
4.15). 100 % der NichGlycin-Reste nehmen Kombinationen von dihedralen Winkeln an, die
typisch sind fir die Faltung einer Pogmtidkette und im RamachandfBiot in den
sogenannten erlaubten Bereichen liegen.
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Abb. 4.15: RamachandranPlot (generiert mit PROCHECK, Laskowski, 1993) fur die Kristallstruktur

der GDH2 aus Plasmodium falciparum nach dem letzten Verfeinerumgszyklus. Die auftretenden
Kombinati onen der di hedral en Wi nk e-Resté durch Dfgieckeldamgestella u pt k e
und fur alle Ubrigen Reste durch Quadrate symbolisiert. Stereochemisch erlaubte Bereiche sind gelb gefarbt,
dabei sind Regionen, deren Winkelkombinatiomehn e Sekund?2r sfFrarlktblraelt e megretceht s h
Hel i x oder -HelixbdschieiBen,dot hgreorgéhoben.

4.2.10 Kristallstruktur der PfGDH2

Die dreidimensionale Struktur d&GDH2 weist alle fir die GDH S_5bEBamilie typischen
Strukturmerkmée auf. So bilden die Aminosauren-261 und 49510 die erste Doméane aus,

die hauptséchlich an der Interaktion der einzelnen Untereinheiten und der Glutamatbindung
beteiligt ist. Die zweite Domane entspricht dem klassischen Nucleotidbinddoiis der
RossmannFaltung, welche durch die Aminosaurereste-262 gebildet wird. Wie bereits flr

die PIGDH1 beschrieben, liegt auch hier enf8ltblatt in umgekehrter Orientierung vor. Ein
Vergleich der einzelnen Untereinheiten ddGDH2, insgesamt oder nach ihnr®omanen
unterteilt, zeigte nur geringe Abweichungen, was durch die gesetestrmints in den
Bereichen der Aminosauret-294, 300347 und 40410 aller Monomerezu erklaren ist.

Eine Uberlagerung der erhalteneiGDH2-Struktur mit der Kristallstruktuder PfFGDH1 lasst
erkennen, dass eine groRe Ahnlichkeit zwischen diesen beiden besteht. Jedoch kann auch hier
die bereits beschriebene Verschiebung der zweiten Domane beobachtet werden. Die
Uberlagerung beider Hexamere (mit 17 598 Atomen) ergibt einetstelle Abweichung

(rmsd) von 2,08 A, wahrend dieser Wert fiir ein Monomer bei 1,44 A liegt. Zu dieser
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Abweichung tragt die erste Doméane (1 309 Atome) lediglich 0,49 A, die zweite Doméane
(1392 Atome) jedoch 1,06 A bei (s. Abb. 4.16).

Abb. 4.16: Uberlagerung jeweils eines Monomers défGDH1 (grau) und PfGDH?2 (tiirkis).

4.2.11 Monomer-Monomer-Interaktionen

Die Analyse der Wechselwirkungen der einzelnen Untereinheite®f@&DH2 zeigte, dass

ein Monomer dieses Enzyms mit vier anderen Monomet®r je acht ladungsgetragene
Wechselwirkungen interagiert, wobei zwei dieser Interaktionen Salzbriicken sind. Im
Gegensatz dazu interagieren die UntereinheiterPé@DH1 lber je 14 ladungsunterstitzte
Wechselwirkungen. Diese Wechselwirkungen treten inedie&nzym clusterartig auf, was
auch fur Glutamabehydrogenasen hyperthermophiler OrganismenRymcoccus furiosus

und Thermococcus litoralidoeschrieben wurde [Brittoet al, 1995]. Zudem sind an der
Ausbildung des Clusters mehrere Salzbriicken beteilig Vergleich derPfGDH1 und
PfGDH2 mit der humanen GDH1 weist Letztere nur wenige Wechselwirkungen auf, die Gber
geladene Aminosaurereste ausgelbt werden (s. Abb. 4.17). Die Mektmemer
Interaktionen finden hier hauptsachlich Gber hydrophobe Weginkehgen statt (s. Tab.
4.2).
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Tab. 4.2: Aminosaurereste der GlutamatDehydrogenasen 1 und 2 auB. falciparum sowie der humanen
GDH, die an der MonomerMonomer-Interaktion beteiligt sind. Grau unterlegt wurden geladene
Seitenketten, die Wasserstdfifl) oder Salzbriicken (S) ausbilden.

Abb. 4.17: Zwei Beispiele fir MonomerMonomer-Interaktionen in der PfGDH1 (links) und PfGDH2

(rechts).

PfGDH1 PfGDH2 hGDH
Leu65Asn138 (hyd) Lys206Lys206 (hyd) Tyr386-Val396 (hyd)
Glul50Lys182 (S) Asn214Lys246 (H) Leu393His395 (hyd)
Asn138Arg-16' (H) Asn249Arg120 (H) Glu406Ser409(hyd)
Tyrl75Arg-16 (H) Asn259GIlu506 (hyd) Glu406Tyr405 (hyd)
Lys181-GIn445 (H) Trp262Glu506 (H) Arg443-Ser409(H)
Asn185Arg56 (H) Arg452-Asn222 (H) Thrd60G-Arg400 (hyd)
Asn196Glu444 (H) Arg452-Ser450 (hyd) Glu499 Ser208(hyd)
Lys198Glu444 (S) Asn57Glu134 (hyd) Phe504Glu146 (hyd)
Trp199Glu444 (H) Glul17Arg139 (S) Thr505Arg150 (hyd)
Arg-16-GIn71 (hyd) Arg139-Asn81 (H) Thr505Asp185 (hyd)
Asp15Arg75 (S) Asp193Lys80 (S) Arg70-Asn143 (H)
GIu53-Arg75 (S) Tyr218Arg120 (H) His61-Glu155 (H)
Glu53-Lys73 (S) GIn507-Lys245 (hyd) His61-Lys159 (hyd)
GIn71-Tyr442 (H) Val121-GIn123 (hyd) Arg70-Phe504(hyd)
Glul50Arg56 (S) Leu453Ser447 (hyd) Trp76-Val502 (hyd)
Phed48Arg61' (hyd) His135His56 (hyd) GIn85-Lys159 (H)
Ser441Trp199 (hyd) Arg151-Phe504(hyd)
Aspl137Thr-18 (hyd) Thr503Arg151 (hyd)
Phe504Arg70' (hyd)
Phe504Arg151 (hyd)
GIn209-Glu493 (hyd)
Arg423-Val435 (hyd)

3‘%85'

.ﬂl
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4.3 Die Glutamat-Dehydrogenase 3 auP. falciparum

4.3.1 Klonierungs- und Uberexpressionsversuche deRfGDH3 full -length Proteins

Die Klonierung dePfGDH3 full-length mit einem ebenfalls Nerminalen Hexahistidyag
erfolgte sowohl in den pQE3Uektor als auch den Vektor pPRSETA. Des Weiteren wurde der
Hilfsvektor pRAREII, sowie ein Chaperdtelfersystem pGro7 verwendet. Die jeweiligen
Plasmide wurden entwederkn coliBL21, BL21star, C41, oder M15 Zellen eingebracht. Die
heterologe Uberexpression erfolgte mit variierenden ExpresBarsmmetern, wie
Temperatur, Dauer und Nahrmedium. Zusatzlich wurde parallel zu den Versuchen jeweils der
Leervektor (Plasmid ohne das Gen fur Bi#€&DH3) in den entsprechenden Zellen und mit
identischen Parametern exprimiert, um die Expressionsprofile vergleichen zu kénnen. Weder
durch die beschriebenen Testsysteme, noch Uber Versuch@fG#EH3 in modiziertem
Minimalmedium (M9) zu exprimieren, konnte ein rekombinantes Protein gewonnen werden.
Ferner wurde dasn vitro Translations und Transkriptionskit von New England Biolab
getestet. Aber auch hier konnte keine deutliche Bande in Grolf@BH3, weder auf dem

SDSGel beobachtet, noch mittels Western Blot detektiert werden.

4.3.2 PfGDH3 Konstrukte

Daraufhin wurden im Rahmen der Masterarbeit von Helga Rogel [2010] unterschiedliche
Konstrukte dePfGDH3 angefertigt (Abb. 4.18), die zunachst alle in den pRSETA Vektor
kloniert wurden. Mit diesen wurden entwedercoli M15, BL21, KRX oder Rosettgami Il -

Zellen transformiert (s. Punkt 3.2.4). Auch hier erfolgte die Uberexpression mit variierender

Expressionsdauer untemperatur sowie in unterschiedlichen Nahrmedien.

MDI ESA
- PGDH3 full-length =

MIL DIL

513 1121

PGDH3 0,
VIH EZ&
a0 1397
PGDH3 g,
MDI EML + EDL l: :I ES&
1 arT Q00 1397
PfGDH3,yp,

Abb. 4.18: Konstrukte der PFGDHS3.
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Die Aufreinigung aller Konstrukte exigte Gber 1 ml NNTA-Agarose unter Verwendung

von PhosphaPuffer pH 8,0. Sowohl fur das ProteffGDH3wip) (68 kDa) als auch das
ProteinPfGDH32p) (138 kDa) konnte weder nach PAGE noch tber Western Blot Analysen
eine Bande in entsprechender Grolie ldete werden. Als einziges der drei Konstrukte
konnte das ProteiRfGDH3enp) erfolgreich Gberexprimiert werden und eine Bande in der
vorhergesagten Grof3e von 59 kDa erhalten werden (s. Abb. 4.19). Die Ausbeute des Proteins
war allerdings sehr gering. ErOptimierung der Expressionsbedingungen konnte innerhalb
dieser Arbeit nicht erreicht werden.

M Oh 24h Pus 10 25 100 200

100 -

75| == _—
D

35 - T —

25 -

Abb. 4.19: Western Blot derPfGDH3gnp). His-Marker (M), 0 h: Probe vor Induktion mit Rhamnose; 24 h:
Probe 24 Stunden nach Induktion; Pusid®elach Ultraschall (Pus); Eluate nach Zugabe vomi) 25mM,
100mM und 200mM Imidazol. Der Pfeil deutet auf die Bande des Zielproteins bei ca. 59 kDa.

4.3.3 Uberexpression dePfGDH3 full -lengthin Saccharomyces cerevisiae

Auf Grund der bereits beschrigien Schwierigkeiten bei der heterologen Uberexpression des
vollstandigen Proteins dée?fGDH3 in E. coli Zellen, wurde alternativ eine Expression im
eukaryotischen Expressionssyste®accharomyces cerevisiaén der Arbeitsgruppe von
Herrn Prof. Dr. R. Lillder PhilippsUniversitat Marburg, durchgeftihrt. Zuvor wurde das Gen
der PfGDH3 in den Shuttlevektor p426 kloniert und die Hefezellen nach Standardprotokoll
mit dem Plasmid transfiziert. Nach der Uberexpression des Proteins in diesem System
erfolgte ein spefischer Nachweis des ebenfalls mit sechsteNninalen Histidinen
fusionierten Proteins mittels Western Blot. Auch hier war die Detektion eines Signals in der

richtigen GroRRe nicht mdglich.
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4.4  Ergebnisse fur die humane GlutamatDehydrogenase

4.4.1 Uberexpresson und optimierte Aufreinigung

Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse flihrten zu einem standardisierten
Protokoll fiir die Uberexpression und Aufreinigung der humanen GDH, die innerhalb der
vorliegenden Arbeit zu Vergleichszwecken mit den plagialen Enzymen verwendet wurde.

In dieser Arbeit wurde die hGDH erstmals Uber ein Histiifinitats-System produziert.

Beste Resultate fiir die heterologe Uberexpression dieses Enzyms konnten mit dem pRSETA
Vektor undE. coli KRX-Zellen erhalten werden .(#\bb. 4.20). Um die Aufreinigung der

hGDH zu optimieren, ch. um mdglichst viel des vorhandenen Fremdproteins aus der Losung

zu entfernen, wurde als zweiter Reinigungsschritt eine préaparative Gelfiltration durchgefihrt.
Ausserdem konnte gezeigt werdemssl die in allen getesteten Systemen (s. Punkt 3.2.4)
rekombinant her gest el | tnelusion GB@idds hiamp&ed#@ c mMenth

lysierten Zellen nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 4.20: SDSGel vor und nach Aufreinigung der hGDH Uber Ni-NTA-Agarose. M: Grolenstandard,
unstained molecular weight markeBpuren 19 Eluate nach Zugabe steigender Konzentrationen an Imidazol
(10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 200, 500 mM). Der Pfeil markiert die Bande in Gré3e der hGDH.

4.4.2 Biochemische Charakterisieung der hGDH

Nach optimierter Aufreinigung wurde die Proteinkonzentration mittels Bradford bestimmt
und die spezifische Aktivitat des Enzyms in der erhaltenen Losung anhand der Gleichung 3.1

ermittelt (s. Tab. 4.3).
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Tab. 4.3: Enzymkinetische Parameer der His-getaggten hGDH.Die kinetischen Parameter wurden, wie
unter Punkt 3.2.14 beschrieben, in 50 mM TFE&ffer pH 8 mit 1 mM EDTA bestimmt. Die spezifische
Aktivitat bezieht sich auf die Enzymaktivitat, die nach Messung unter Standardbedingung@&bDlrAssay

berechnet werden konnte.

Bestimmte Gréi3e Literaturwerte | hGDH (Hiss-tag)
Spezifische Aktivitat (hin) in U/mg 84 +9,5 0,9 £1,05
Spezifische Aktivitat (riick) in 125+55 1,31+0,9
U/mg

Spezifische Aktivitat mit Hisg-tag 0,7

(hin) in U/mg

Spezifische Aktivitat nach 1,71
Abspaltung des Hig-tags (hin) in

U/mg

Km Glutamat in mM 3,44 3,02

K m U-Ketoglutarat in mM 1,4 1,4

Km NAD in mM 0,71 0,58

K m NADH in uM 80 66

4.4.3 Aufreinigung der hGDH im GST-Genfusionssystem

Die Aufreinigung des Fusionsproteins aus hGDH und GST erfolgte mittels einer
Affinititatschromatographie Uber Glutatmésepharose. Die pGEXektoren des GST
Genfusionssystems enthalten eine spezifische Schnittstelle fBrafeissiof-Protease, die

es ermdglicht, das rekombinante Protein wahrend der Aufreinigung von der GST zu trennen.
Die PreScissiofi”-Protease ist i Fusionsprotein aus GST und humaner Rhinovirus 3C
Protease [Walkeet al, 1994], die spezifisch die Aminosauresequenz LEVLFQGP erkennt
und zwischen Glutamin und Glycin schneidet [Cordingdewl, 1990]. Da die Protease mit
GST fusioniert ist, kann siebenso wie die vom Fusionsprotein abgetrennte GST, mittels
GlutathionS Sepharose aus der Proteinldsung entfernt werden.

Das molekulare Gewicht der GST wird mit 26 kDa angegeben und das der hGIOM aus
falciparumbetragt 56 kDa. Als Ergebnis der Genegsien wurde daher ein Fusionsprotein

mit einem molekularen Gewicht von etwa 82 kDa erwartet. Dies konnte mitteldP8B&
gezeigt werden (ohne Abb.). Eine GréRenausschluchromatografie zeigte jedoch, dass in den
Eluaten nach Glutathie§ Sepharose lediglic hGDHMonomere vorlagen. In der auf diese

Weise erhaltenen Proteinldsung war entsprechend keine Enzymaktivitat detektierbar.
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4.5  Subzelluldre Lokalisation der GlutamatDehydrogenasen aus

P. falciparum

Durch die Fusion degreen fluorescent protefGFP) mi den einzelnePfGDH-Konstrukten

konnte die Lokalisation dieser Proteine innerhalb des Parasiten analysiert werden. Dafir
wurden die Zielgene aller drei plasmodialen Glutaehydrogenasen, die lediglich fur die
ersten 66 Aminosauren dieser Proteine dad Gterminal fusionierte GFP kodierten, in den
Erreger transfiziert. Da die Lange von Signalpeptiden im Allgemeine®01Aminosauren
betragt, konnten in diesem Fall die verkirzten Sequenzen verwendet werden. Es konnte
gezeigt werden, dass sowohl dH&GDH1 als auch did>fGDH3 cytosolisch lokalisiert sind
(s.Abb. 4.21 A, C). Eine Uberlappung des Signals furREDH2-GFP Protein mit dem des

im Apicoplasten spezifisch vorkommenden Proteins AG@RyKcarrier-protein), sprach
eindeutig fur eine Gh.okalisaion der beiden (s. Abb. 4.21 B).

Hoechst

A)

DIC GFP ACP  Hoechst Merge
B)

DIC GFP Hoechst Merge
C)

Abb. 4.21: Lokalisation der PfGDH1-3 mittels GFP-Fusionsproteinen. A) PfGDH1; B) PfGDHZ2;
C) PfGDH3. Anti-GFP, andACP und der Farbstoff Hoechst 33258 wurden zurlLGkalisation in der

Immunfluoreszenz genutzt. DIC = Durchlichtaufnahme.
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4.6  Aktivitatsbestimmung der Glutamat-Dehydrogenasen in

Anwesenheit von potentiellen Wirkstoffen

Die Testung von etwa 1 000 Substanzen der Hianigl-Bibliothek erfolgte sowohl an den
rekombinanten plasmodialen GhmatDehydrogenaseRfGDH1 undPfGDH2, als auch an

der rekombinant hergestellten humanen GDH. Die hemmkinetischen Untersuchungen wurden
in 96-well-Platten durchgefihrt und die bekannten Assaybedingungen dementsprechend
angepasst. Die Messung der Proteiindtiét in Anwesenheit der Substanzen wurde im
Multiwell-Reader (Tecan) durchgefuhrt. Da alle Substanzen dieser Bibliothek in DMSO
geldst sind, wurde die Enzymaktivitat ohne Inhibitor, aber der adaquaten Menge DMSO,
100% gesetzt und alle weiteren Angabearalif bezogen. Eine Substanz wurde als Inhibitor
gewertet, wenn durch ihn die Aktivitat des jeweiligen Enzyms um mindestens 80 %
vermindert wurde. Alle daraus resultierenden Wirkstoffe sind in den Tabellen 4.4 bis 4.6

dargestellt.

Tab. 4.4:ListederWir k st of f e, die zu ei ndiGDHlfiAren. %i gen I nhi bitio

Substanzname Strukturformel Plattenposition | Molmasse | Eingesetzte
g/mol Konzentration
2-Benzoyaminopropionsaure H 55D07 349,45 72 UM
2-fluor-1-heptylallylester
o
HZC\ O)K(N
F CH, O
(R,R)Bis{2-[1- _CH, 57A12 426,33 59 uM
(methylamino)¢hyl]phenyl}di
. CH
selenid *
.Se
Se
H,C

3-Hydroxy-6, 3',4*

trimethoxyflavone

83E02 328,32 76 pM
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4-Ox0-5-[5-(3 o 4E12 413,408 60 UM
trifluormethylphenyl)2- HO
furylmethylen}2- S
thioxothiazolidin
3-ylessigsaure
Tab. 4.5: Liste der Wirkstoffe, die zueirerO 8 0 %i ge n IPiGBH2Gihrten. on der
Substanzname Strukturformel Plattenposition | Molmasse | Eingesetzte
g/mol Konzentration
3-Acetyl-1,2,3,4,5,6 57D02 232,28 108 uM
hexahydre(1R,5S}1,5
methane8H-pyrido-[1,2-
a][1,5]diazocin8-on
(R,R)-Bis{2-[1- o 57A12 426,33 59 UM
(methylamino)ethyl]phenyl}
diselenid CH,
se>°
H,C
“CH,
(S,S)Bis-[1-(8-hydroxy-2- 57A09 512,37 49 uM
methoxy5,6,7,8
tetrahydronaphthyl)]diselen “on o
2
O\cr'j:)’“
Tab. 4. 6: Liste einer Auswahl der Wirkstoffe,-
Dehydrogenase fiihrten.
Substanzname Strukturformel Plattenposition | Molmasse Eingesetzte
g/mol Konzentration
(-Methyl-3-(1- B 55G04 344,46 73 UM
phenylethyl)3a,4,5,6
tetrahydrelH- O ‘
N

pyrazino[3,2,1
jk]carbazol2(3H)-one
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5-Ethyl-spiro-2H-
benz[elinden2,2-
[2H]inden}
1,1,3,3,6,7,89
octahydre9-oxo-5-

carbonsauremethylest|

58D03

374,48

67 uM

2-Carboxymethw
tetrabenzyl

maduraphthalazin

58B12

904,98

28 UM

Boeravinone C

58G05

344,32

73 UM

Chenl14

58H02

232,32

108 puMm

O-Methylmoschatoling

83F03

321,34

78 UM

1-(2,4-Dimethoxy
benzyl}3-fluoro-1,5
dihydro-pyrrol-2-one

82G02

251,26

99 uM

Wie aus diesen Ergebnissen ersichtlich wird, konnten fur alle drei Enzyme jeweils sehr

unterschiedliche Substanzklassen als potentielle Inhibitoren identifiziertemesliffallig

war, dass die Substanz (R;Bis{2-[1-(methylamino)ethyl]phenyl}diselenid, im Folgenden
zur Vereinfachung als 57A12 bezeichnet, sowohl aufRfieDH1 als auch diePfGDH2
inhibitorische Wirkung zeigte. Aufgrund der geringen Verfugbarkeit di€&éstanz war
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weder eine Reproduktion dieser, noch die Bestimmung dgM&rte mdglich. Daher wurde
anschlieBend UbdbockingAnalysen versucht, Hinweise zur Ursache der unterschiedlichen
Hemmbarkeit der jeweiligen GDH durch die identifizierten Inhit@to zu finden (s. Punkt

4.7).

Weiterhin wurden die Substanzen Bithionol, Hexachlorophen und GW5074, die bereits als
gute Inhibitoren der humanen GDH beschrieben wurdegt[hl, 2009], an dePfGDH1 und

der PIGDH2 getestet. Eine Auflistung der Ergeberisgurde in Tabelle 4.7 vorgenommen.

Tab. 4.7: Hemmkinetische Daten fir die Substanzen Bithionol, GW5074 und Hexachlorophen auf die
boGDH und die GDH1 und GDH2 ausP. falciparum

Bithionol GW5074 Hexachlorophen
ICs0in UM ICsoin UM
cl T S T Cl *;I cl I I§ cl
boGDH 4.8 1,5 ICso= 3,9 pM
PIGDH1 >120 > 150 15 % Hemmung bei 16 pM
PfGDH2 25,2 13,9 80 % Hemmung bei 16 uM

* [Li etal, 2009]

Tab. 4.8: Aminosauren, die mit Bithionol, GW5074 und Hexachlorophen in der boGDH und der GDH1
und GDH2 ausP. falciparumwechselwirken.Die Ergebnisse flir die Enzyme des Malariaerregers basieren auf
Analysen der modellierten Komplexe durch Uberlagerung dieser mit der jeweiligen Kristallstruktur des bovinen

Enzyms.
Inhibitor Aminosaurereste
boGDH PfGDH1 PfGDH2
Bithionol MonA: E142, K143, MonA: Q145, A146, MonA: K206, Q209,
R146, R147, D181, S18% N149, G178, Q179, S210, T213, G242,
MonE: R146, R147 K182 Q243, K246, L510
MonE: wie A MonE: K206, Q209,
S210, T213, Q243
GW5074 MonA: E142, R146, MonA: L141, Q145, MonA: L205, K206,
R147, M150, D181 N149, G178, Q179, Q209, S210, T213,
S185 K182, 1183 Q243, K246, L247
MonE: E142, R146, MonE: Q145, A146, MonE: K206, Q209,
R147, M150, T182, N149, G178, Q179, S210, T213, Q243,
S185, T186 K182, 1183 K246, L247
Hexachlorophen MonA: Al153, 1158, MonA: Y152, 1183, MonA: F216, R217,
T186, 1187, Y190, Y183 | V184, N185 1219, L247, K248, N249
MonE: M150, A153,
K154, G156, T186, 1187
H189, Y190
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4.7  Docking-Ldsungen

Die fur dasDockingverwendeten Kristallstrukturen der jeweiligétutamatDehydrogenase,
sowie die Strukturen der Liganden wurden im Programm SYBYL 7.2
[http://www.tripos.com] fur das Docking vorbereitet. Dies beinhaltete zum einen das
Entfernen von Wassermolekilen und zum anderen die Zuordnung optimaler
Protonierungszstande fur saure und basische Aminosauren. Hierbei wurde darauf geachtet,
dass die Carboxylgruppen von Glutamat und Aspartat deprotoniert, Lysine und Arginine
jedoch protoniert vorlagen. Des Weiteren wurden uber eine adaquate Funktion des
Programms jewedl die Ladungen nach Gasteiger & Marsili berechnet. Glutamat und
NADP(H) waren wahrend deBockingProzesses nicht in den Strukturen enthalten. Die
Untersuchungen wurden jeweils an einem Monomer der Enzyme vorgenommen.

Die Liganden, die in die Proteinstruken eingepasst werden sollten, wurden zunachst mit
Hilfe des dem Programm SYBYL eigenen Kraftfeldes (TRIPOS forcefield) energetisch
minimiert. Fur dasDocking mit GOLD musste zusétzlich ein Atom der verwendeten
Proteinstruktur angegeben werden, um wedcimeeinem Radius von 10 A die Bindetasche
definiert wurde. Die angegebenen Atome fur die jeweilige Struktur sind in Tabelle 4.9

aufgelistet. Die Ergebnisse wurden in PyMOL graphisch dargestellt und analysiert.

Tab. 4.9: Atome zur Definition der Bindetaste fir die jeweilige Proteinstruktur.

Proteinstruktur Definiertes Atom
PfGDH1 NZ 1182 (Lys125)
PfGDH2 NZ 1092 (Lys189)
hGDH NZ 967 (Lys130)

In den Abbildungen 4.22 A bis 4.22 C sind die einzelnen Strukturen der verwendeten

Kristallstruktuen mit den von GOLD definierten Bindetaschen dargestellt.
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Abb. 4.22 Definierte Bindetaschen (rot) in den Kristallstrukturen der hGDH (A), derPfGDH1 (B) und der
GDH2 ausP. falciparum(C). (In OberflacherDarstellungsweige

In den aufgezeigten Abbildungen ist zu erkennen, dass die Bindetaschen ahnlich definiert
wurden. In allen Strukturen wurde von GOLD lediglich eine Region definiert, die die
Merkmale einer Bindetasche aufweist. Sie befindet sich in dem bereits besoéni&yalt, in
welchem die GlutamaBindestelle lokalisiert ist. Fur diBockingStudien wurden Liganden
verwendet, die wahrend der vorliegenden Arbeit in hemmkinetischen Tests bestimmt wurden.
Damit sollte untersucht werden, ob und wodurch eine speziespez Hemmbarkeit der

GDH auf atomarer Ebene erklart werden kann.

Bei der Betrachtung ddbockingErgebnisse wurde deutlich, dass die jeweiligen Inhibitoren

auf unterschiedliche Weise in die Bindetaschen der drei untersuchten Enzyme eingepasst
wurden. kemplarisch sind in den Abbildungen 4.23 A bis 4.23 D die jeweiligen Strukturen

dargestellt, in welche der Ligand 57D02 eingepasst wurde.
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Abb. 4.23Docking-Ergebnisse fir den Liganden 57D020berflachendarstellung der definierten Binddtasc
derA) PIGDH2, C) PfGDH1, D) hGDH. B) In die Bindetasche d&fGDH2 modelliertes Glutamat a@s
symbiosum

Diese Substanz bewirkte in hemmkinetischen Untersuchungen eine InhibitidtiGI2H2

um 80 %, wohingegen bei d®&GDH1 als auch der hGDH ke Hemmeffekte auftraten.
Anhand der oben gezeigten Abbildungen wird deutlich, dass der Ligand 57D02 in der
PfGDH2 an der Stelle positioniert wurde, an welcher die Glutamatbindung stattfindet. Dazu
wurde im Vergleich ein Glutamatmolekul der Kristallstrukties bakteriellen Enzyms aGs
symbiosummit entsprechenden Koordinaten in dRfGDH2 Struktur modelliert. Im
Gegensatz dazu konnten optimale Bindungseigenschaften dieses LigandeRftalidd an

einer zur Glutamatbindestelle unterschiedlichen Posijefunden werden. In der hGDH
wurde 57D02 ahnlich wie in dePfGDH2 Struktur platziert. Ein Vergleich der an der
Koordinierung dieses Liganden beteiligten Aminosaurereste ilPff@DH2 und der hGDH

zeigt jedoch, dass in der hGDH deutlich mehr Wechselwirgnmgvischen dem Liganden

und dem Protein realisierbar sind als in B&DH2 (s. Abb. 4.24).

A Linil7/= ASITLTS

Abb. 4.24: Aminosaurereste, die den Liganden 57D02 koordinieren. AfGDH2 B) hGDH.
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Eine Uberlagerung dé?fGDH1 mit derPfGDH2 einschlieRlich deDocking-Losung fiir den
57D02 zeigt, dass in beiden Proteinstrukturen identische Aminoséaurereste zur Verfigung
stehen, jedoch durch sterische Hinderungen diese Losung fl#Rf@@H1 nicht gefunden

werden konnte.

432 THige72

A

Lys.118

A

C N-378
ASN-353

Abb. 4.25: Docking-Losung fir den Liganden 57A12 fur A)PfGDH2, B) PfGDH1, C) hGDH.
10C
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Auch die unterschiedliche Hemmung der drei Enzyme durch den selenhaltigen Liganden
57A12 ist durch die Losungen dBockingAnalyse nicht eindeutig zu klaren (s Abb. 4.25).

Ein mdglicher Anatzpunkt kdnnte darin liegen, dass dieser Ligand lediglich irP@DH?2

so positioniert ist, dass er durch Asp229 in der Bindetasche koordiniert wird. Da diese
Substanz aber auch Hemmung auf Bi&DH1 zeigte, ist dieser Erklarungsansatz jedoch
nicht auseichend. Allerdings kdnnte Uber diesen Mechanismus auch die Inhibition durch
57A09 erklart werden, der auf &hnliche Weise in die Bindetasch®f@DH2 eingepasst
wurde.
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5 Diskussion

5.1 Bewertung der Genexpression und Aufreinigungsoptnierung ftr

die PfGDH2

In dieser Arbeit wurde diePfGDH2 erstmals sowohl

charakterisiert.

kinetisch als auch strukturell
Nach erfolgreicher Klonierung einesteNninal um 49 Aminosauren

verkirzten Konstruktes intetA-Promotorsystem und einer Proteinairiigung mittels

MetallchelatAffinitatschromatographie konnte eine sehr homogene Proteinlésung mit grol3er

Proteinausbeute erhalten werden. Ein weiterer Aufreinigungsschritt Gber eine préparative

Gelfiltration fihrte zu einer nahezu 100 %ig reinen Prabsunhg. Ebenso konnte Gber dieses

Verfahren die Oligomerisierung d&fGDH2 zu katalytisch aktiven Hexameren mit einem

Molekulargewicht von etwa 324 kDa nachgewiesen werden. Die Bestimmung der kinetischen
Parameter K, Vmax KealKm und der spezifischen Akitat ergab, dass diefGDH2 mit zur
PfGDH1 ahnlichen Substratind CofaktorKonzentrationen arbeitet (s. Tab. 5.1).

Tab. 5.1:Kinetische Parameter derPfGDH1 und PfGDH2 im Vergleich. Die kinetischen Daten wurden, wie
unter Punkt 3.2.14 beschrieben, in 100 mM Kaliumphosphatpuffer und 1 mM EDTA ermittelt. Die spezifische

Aktivitat bezieht sich auf die Enzymaktivitat, die unter Staabedingungen irRfGDH-Assay bestimmt wurde.

PfGDH1 (Wagner PfGDH1 PfGDH2
et al.,1998) (Hiss-tag) (Hiss-tag)
Kn Glutamat (M) 1,050 250 1,000"" 200 1,500 150
Kn UKetoglutarat (UM) 365" 25 340* 34 380710
Kn» NADPH (uM) 12771 21*"5 28*2
Km NADP' (UM) 20" 2 26"5 605
Spezifische Aktivitat 915 2.7770.36 2.50.26
Hinreaktion (U/mg)
3.8 (ohne Higstag)

Spezifische Aktiitat 615 16.0" 2.2 25" 4.7
Rickreaktion (U/mg)
Kea Hinreaktion (mirt) 41x16 1,9x 16 1,7 x 16
k.RUckreaktion (mit) 244 x 16 1,2 x 16 1,5 x 16
kealKm Hinreaktion (M! min™) 45+15x10 0,7 x 16 0,68 x 16
kealKm Rickreaktion (M min™) 40+1,0x16 0,75 x 16 0,60 x 16
Anzahl der Aminosaurereste 470 476 482
Oligomer Hexamer Hexamer Hexamer
NAD Keine Aktivitat Keine Aktivitat Keine Aktivitat
Theoretisches MW (Da) 52 546 53 813 54 024
pl 7,48 7,64 9,09

Sowohl der kirWert, als auch die spezifische Aktivitat fielen fir dieses Enzym jedoch

deutlich geringer aus.

Eine ebenfalls

im Rahmen dieser

Arbeit durchgefiihrte
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Charakterisierung der Uber das Histidiffi nitatssystem rekombinant erhaltenBfGDH1

und hGDH zeigte, dass auch hier eine geringere spezifische Aktivitat im Vergleich zu den fur
diese Enzyme bisher in der Literatur beschriebenen Werte bestimmt werden konnte. Fur den
Nachweis eines Zusammenhanggaeei N-terminalen Markerstruktur (Higag) und einer
damit verbundenen verringerten spezifischen Aktivitat wurde beispielhaft aRfG&H2,

sowie in der Masterarbeit von Helga Rogel auch an der hGDH, der Hexakiatdyittels
Thrombin oder Enterokinasntfernt. AnschlieRend wurden die kinetischen Parameter erneut
bestimmt. Durch das Abspalten destéMminalen Anhangs konnte jeweils mehr als eine
Verdopplung der spezifischen Aktivitdt beobachtet werden. Eine Betrachtung der bis zu
diesem Zeitpunkt berisi gelosten Kristallstrukturen der bovinen und ersten plasmodialen
GDH liel3 vermuten, dass die zusatzlich angefiigten Histidine in die Bindetasche hineinragen
und dort insbesondere mit Aminosaureresten wechselwirken, die an der Bindung von
NADP(H) beteiligtsind. Allerdings konnten auch nach Entfernen deg-tagsdie bekannten
Literaturwerte fur die spezifische Aktivitat der hGDH nicht erreicht werden. Es war lediglich
eine Verdopplung bis Verdreifachung der Ausgangswerte moglich. Bei einem rekombinant
hemgestellten Fusionsprotein aus hGDH unddiminaler GST war auch nach Entfernen des
GST-Anteils keine Oligomerisierung des Proteins mehr méglich. Alle erhaltenen Daten
sprechen dafir, dass die direkte Faltung der GMbteine wahrend der Translation
entscleidend fur ihre Funktionalitat ist. Aufgrund dieser Ergebnisse ist daher anzunehmen,
dass die in dieser Arbeit ermittelten Werte fur die spezifische AktivitatP@8DH2 von
denen unterschiedlich sind, die an Enzymen ohrteridinale Markerstrukturen bestmt
wirden.

Auch fur die Klonierung dePfGDH2 war die Lange des-Nerminus von entscheidender
Bedeutung. Zusiétzlich zu einer vorhergesagten Apicoflgsialsequenz fand sich bei
diesem Protein, ebenso wie fur diBfGDH1 beschrieben, eine ausserordehdic
Verlangerung des Nerminus. Wahrend sich diese Verlangerung flurRfi@DH1 als nicht
essentiell fur die Ausbildung eines katalytisch aktiven Hexamers zeigte [Wraler2005],

fuhrte die heterologe Uberexpression des um 60 Aminosauren verk@f@em2-Proteins
(PfGDH2.60) zum Ausbleiben der Oligomerisierung und damit zum Verlust der Aktivitat.
Auch ein um lediglich 21 Aminosauren verkirztes ProtéffGDH.1)) konnte nicht als
aktives Enzym gewonnen werden. Auch hier lagen ausschliel3lich Momomach
MetallchelatAffinitatschromatographie und Gelfiltration vor. Untersuchungen proteolytischer
Effekte durch Chymotrypsin und Trypsin an der bovinen GDH durch Beynon & Kay [1976]

ergaben, dass auch bei diesem Enzym d&eininus eine ausschlaggebeiittdle innerhalb
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der Proteinaktiviat einnimmt. Nach Behandlung der bovinen GDH mit Chymotrypsin, zur
Abspaltung der ersten zehntBrminalen Aminosaurereste, konnte eine Aktivierung dieses
Enzyms um das drebis vierfache gemessen werden [Beynon & Kay/6]9Im Gegensatz

dazu steliten McCarthy & Tipton [1985] keine signifikanten kinetischen Effekte nach
Abspaltung der ersten vier Aminosaurereste fest. Verantwortlich fur die Beobachtung dieser
Effekte machten Carrigan & Engel [2008] Interaktionen zwisatem Aminosauren Aspartat

6, Asparagin 7 und Lysin 329. Die Aktivitatssteigerung wurde von den Autoren durch eine
Destabilisierung des EnzyBubstratKkomplexes erklart, wodurch die die Katalyse

limitierenden abortiven Komplexe schneller entlassen werdent&in

5.2 Die PIGDH1 und PfGDH2 im Vergleich

Die dreidimensionale Struktur dé*fGDH2, die anhand von Kristallen orthorhombischer
Symmetrie bestimmt werden konnte, weist eine den &bidkturen der S_50Familie
ahnliche Anordnung der Sekundarstrukturmeslan[Mifiambreset al, 2000] auf. Die
erhaltene Strukur entspricht der Aporm des Enzyms, da sie weder im Komplex mit dem
Substrat noch mit dem Cofaktor vorliegt. Im Vergleich mit B&8DH1 [2BMA; Werneret
al., 2005] liegt diePfGDH2 jedoch in einer atker gedffneten Konformation vor, die sich in
einem vergréRerten Winkel der ersten und zweiten Doméne zueinander ausdrickt.
Geschlossene Konformationen, hauptsachlich begriindet durch die Bindung von Substrat und
Cofaktor, konnten beispielsweise fur dieviie GDH gezeigt werden [Petersenal, 1999].
In Bezug auf diese Kristallstrukturen weisen sowohlRfiéDH1 als auch di®fGDH2 eine
offenere Konformation auf. Die im Vergleich zBRBfGDH1, die ebenfalls in ihrer ApBorm
kristallisiert wurde, starkeregpffnete Konformation dePfGDH2 lasst sich in diesem Fall als
vorwiegend kristallographisches Artefakt erklaren.
Eine Uberlagerung des aktiven Zentrums der dreidimensiorf@®H2-Struktur mit der
Kristallstruktur der PfGDH1 (2BMA) und der bovinen/human GDH ergab, dass die
Aminosaurereste im aktiven Zentrum hochkonserviert und daher auch identisch positioniert
sind (s. Abb. 5.1), abgesehen von den bereits beschriebenen durch die Verschiebung
betroffenen Aminosaureresten der zweiten Doméne (s. Tab. B&y Erzeugen einer
geschlossenen Konformation defGDH2 durch Uberlagerung der jeweiligen Doméane mit
der entsprechenden Domane des bovinen Enzyms zeigte, dass dadurch die Position der an der
Katalyse beteiligten Aminosaurereste erreicht werden kanerhaib des aktiven Zentrums
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sind jedoch sowohl bei der GDH1 als auch der GDH2 &usfalciparum zwei
Aminosaurereste, die an der Bindung von Glutamat beteiligt sind, im Vergleich zur humanen
GDH, ausgetauscht. Hierbei handelt es sich um GInl174 (= MetlTHHhGnd Gly228
(=Prol71 hGDH). Auch die Aminosauresequenz der GDH @lastridium symbiosum
entspricht in dieser Hinsicht eher den plasmodialen Enzymen. Eine Veranderung der

Bindungseigenschaften von Glutamat sollte sich daraus jedoch nicht ergeben.

Tab. 5.2 Aminosaurereste, die an der Koordinierung von Glutamat und NADP beteiligt sind. In
Klammern wurden die Aminosauren der Enzyme angegeben, di€ BI&Tofaktor nutzen und daher nicht auf
den Ladungsausgleich der Phosphatgruppe angewiesen sindirfastdliten Aminosaurereste fur &i&DH3

wurden aus Aminosauresequenzvergleichen mit homologen Proteinen erhalten.

P{GDH1 |PfGDH2 |PfGDH3 |hGDH BoGDH CsGDH

Wechsel wir k-un g|Lysl112 Lys153 Lys639 Lys94 Lys90 Lys89
CarboxylatGruppe des

Substrates Ser401 Ser442 Serl157 | Ser385 Ser381 Ser380
Wechselwirkung mit det GIn133 GInl174 Asp677 Met115 Met111 GIn110
CarboxylatGruppe des

Substrates Lys136 Lys177 Glu680 Lys118 Lys114 Lys113

Koordinierung der Amine Gly187 Gly228 Lys792 Prol71 Prol67 Glyl64

Gruppe des Glutamates Aspl88 |Asp229 |Asp793 |Aspl72 |Asni68 |Aspl65

Ser284 Ser325 (Gly1007) | Ser280 Ser2® (Pro262)

Ladungsausgleich der-2'
PhospaiGruppe in der Lys156 Lys197 (Arg714) |Lys138 Lys134 (Asn133)
Nucleotidbindestelle
Lys306 Lys347 (Arg1029) | Lys299 Lys295 (Arg285)
Katalytisch aktives Lysin Lys148 Lys189 Lys692 Lys130 Lys126 Lys125

Abb. 5.1: Aminosaurereste, die an der Koordination von NADP (links) und Glutamat (rechts) beteiligt
sind.
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Die deutlichsten dterschiede dePfGDH2 zur PIGDH1 konnten in den Kontakten der
einzelnen Monomere untereinander beobachtet werden. Im GegensBtGRl1, zu deren
MonomerMonomerinteraktion 14 geladene Aminosaurereste beitragen [Weeneal,

2005], sind es in delPfGDH2 etwa acht. In dieser Eigenschatft ist das zweite Isoenzym des
Erregers der hGDH &hnlicher als seinem HomoloB.ifalciparum Monomere der humanen

GDH wechselwirken hauptsachlich Gber hydrophobe Interaktionen miteinander und zudem
sind keine geladeneAminosaurereste an jeglichen Wechselwirkungen beteiligt. Aufgrund
dieser Resultate und zur Bestatigung dieser, wurden die drei Substanzen Bithionol, GW5074
und Hexachlorophen and defGDH1 und delPfGDH2 getestetlLi et al.[2009] beschrieben

diese drei B nichtkompetitiv wirkende Inhibitoren der S&ugéDH. Eine
rontgenkristallographische Analyse von EnziigandKomplexen dieser Substanzen mit
dem bovinen Enzym ergab, dass sie im Zentrum des Hexamers, im Falle von
Hexachlorophen, beziehungsweise jeweilwischen zwei Monomeren, fur Bithionol und
GW5074, binden. Der bereits in der Einleitung unter Punkt 1.3.2 beschriebene Katalyse
Mechanismus der Saug&DH und die damit verbundene Veradnderung der Konformation
werden durch die Bindung dieser Inhibitonemerbunden, worlber diese ihre inhibitorische
Wirkung ausiiben. Durch das Schlie3en des katalytischen Spaltes wahrend der Bindung von
Substrat und Cofaktor scheint das gesamte Hexamer komprimiert zu wer@emm[L.2009].

Da sich die drei Paare der Manere, die jeweils aufeinander liegen, als starre Einheit
bewegen, wird dadurch das Zentrum des Hexamers gestaucht und der zuvor vorhandene
Hohlraum schlie3t sich. Dieser, auch als GBtung bezeichnete Vorgang, wird durch das
Binden der drei erwdhnten Hemstoffe unterdriickt, so dass in diesem Fall eine
mechanistische Hemmung der Katalyse erreicht wird. Die Bindung der Inhibitoren erfolgt
hauptséchlich in dem Bereich, in dem die an der bereits beschriebenen Mdwhonwner
Interaktion beteiligten Aminosaweste lokalisiert sind. Wie erwartet, konnte mit den
vorwiegend hydrophoben Wirkstoffen eine starkere Inhibition REEDH2 gegenlber der
PfGDHL1 erreicht werden. Durch die Analyse struktureller Veréanderungen, die an der boGDH
wahrend der Bindung der Inhibren stattfinden, konnte weiterhin festgestellt werden, dass
sich wahrend dessen die Position desTdeminus &ndert. Dazu werden die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Tyr493 und Gly497 sowie zwischen N494 und A496
geldst. Nach Bindung der Inhibitorenrd eine Bewegung des-Terminus in Richtung des
N-Terminus deutlich, wodurch neue Wasserstoffbriickenbindungen ausgebildet und die neu
erhaltene Konformation stabilisiert werden kann (s. Abb. 5.2). Diese Bewegung-des C

Terminus ist fur die Bindung der drédeschriebenen Inhibitoren von entscheidender
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Bedeutung, da nur so die Bindestelle fur diese freigegeben wird. In den plasmodialen GDH ist
eine derartige Bewegung nicht nétig, da eine unterschiedliche Grundkonformation des C
Terminus vorliegt, die sich nint stérend auf den Zugang zur Bindestelle auswirkt (s. Abb.
5.3).

A

Abb. 5.2: Verhalten des CTerminus der boGDH nach Bindung der Inhibitoren Hexachlorophen,

Bithionol und GW5074. A) Uberlagerung der Kristallstruktur der boGDH [1BKV (grin) mit der

Kristallstruktur dieses Enzyms im Komplex mit GW5074 [3ETG] (magerBn)Oberflachendarstellung der
Uberlagerten Strukturen. In der linken Abbildung ist die urspriingliche Position -desn@ihus deutlich

erkennbar. In der rechten Abbildy wurde die verdnderte Position desT&minus nach Bindung der
Inhibitoren dargestellt.
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Abb. 5.3: Uberlagerung der PfGDH2 (tiirkis) mit der Kristallstruktur des Protein -Inhibitor -Komplexes
3ETG der boGDH (magenta).Sowohl im linken als ath im rechten Bild ist deutlich zu erkennen, dass der C

Terminus delPfGDH2 keine Hinderung fur den Zugang zur Bindestelle darstellt.

Ein weiteres Ergebnis zur Kommunikation der einzelnen Untereinheiten ifPf@G&DH2
verglichen zuiPfGDH1 wurde durch Inkbation des Enzyms bei 80 °C erhalten. Wahrend die
PfGDHL1 nach zehn Minuten unter diesen Temperaturen stabil bleibt, konnte fRICGX12
bereits nach drei Minuten ein starkes Préazipitat festgestellt und somit auch keine Aktivitat
mehr nachgewiesen werden

5.3  Lokalisation der Glutamat-Dehydrogenasen irP. falciparum

Neben den bereits beschriebenen strukturellen Unterschieden der ersten zwei Isoenzyme der
GDH in Plasmodium falciparumist ein weiteres Kriterium ihre differierende Lokalisation.
Subzellulara Lokalisationsstudien, mit Fusionsproteinen ausefninalem GFP und den
ersten 66 Aminosauren der jeweiligen plasmodialen GDH zufolge, lokalisiert sowohl die
PfGDH1 als auch di®fGDH3 im Cytosol des Erregers. Durch-Cokalisation dePfGDH2

mit dem Apcoplastspezifischen Protein ACRagylcarrier-protein) wurde dieses Organell

als Wirkort des Enzyms bestimmt.

Die subzellulare Lokalisation wichtiger redoggulatorischer Proteine durch Kebt al.
[2010] erbrachte eine erste Ubersicht tiber die Komparttierung des Redoxnetzwerkes in
Plasmodium falciparumZusatzlich zu der in der vorliegenden Arbeit untersucRPf&DH?2
konnten auch zwei Peroxiredoxine (AORanrtioxidant proteinund TPx, = peroxidasdike
thioredoxin peroxidageund Proteine des GlyalaseSystems (GILP =glyoxalasel-like

protein und tGloll = glyoxalase IImit Signalsequenz) im Apicoplasten lokalisiert werden.
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Weiterhin wurde beobachtet, dass eine Isoform RI&R, wahrscheinlich tGber alternative
Translationsinitiation gesteuert, elf@fs in den Apicoplasten transportiert wird. Inwiefern
die einzelnen redoxaktiven Komponenten dieses Organells miteinander interagieren oder

voneinander abhangig sind, kann nur in weiterfiihrenden Untersuchungen geklart werden.

5.4 PfGDH3

Ein Vergleich de Aminosauresequenz des vollstandigg@DH3 Proteins, mit bereits in der
Datenbank vorhandenen Proteinsequenzen, ergab das im Anhang dargestellte Profil. Die
PfGDH3 weist im Bereich der Aminosauren 850 bis 1 350 eine starkere, als auch im Bereich
der Amirosduren 1 bis 650 eine moderate Ahnlichkeit zum einen zu "Ndbangigen
GlutamatDehydrogenasen anderer Plasmodienspezies, als auch zu den Enzymen aus anderen
Apicomplexa, wieTheileria Babesiaund Toxoplasma auf. Auch zu NAD-spezifischen

GDH aus Pilza der Klasse Ascomycota (Schlauchpilze), viAenicillium, Aspergillus
Neurosporaund Saccharomycekonnen Ahnlichkeiten Giberwiegend zum letzten Drittel der
PfGDH3-Sequenz gefunden werden. Die Suche nach bekannten Domanen innerhalb der
PfGDH3-Proteinsequenin der CDD Conserved Domain DatabgspMarchlerBaueret al,

2009] gab Hinweise auf das Vorliegen einer allgemeinen Aminod2eingdrogenase
Doméne sowie einer speziellen NAD{P) Bindedoméane von ELFV
(Glutamat/Leucin/Phenylalanin/Valki)ehydrogenasefs. Abb. 5.4).

1 250 200 TE0 1000 1250 1397
Query seq. e e e ———
Non-specific ELFW_dehogdr
hits IN_|
[* ]
Superfanilies ADE:
LFU_dehwydr

Hulti-donains PT200324 PTZ200324 PTZ08324
062302 C0G2902 COG2982
ELFY_dehydrog
GdhA

FTZ

Abb. 5.4: Darstellung der Doméanen, die innerhalb dePfGDH3 Sequenz identifiziert wurden.

Verglichen mit den beiden anderen Isoenzymen des Malariaerregers, t&fGiel3 18 %
Aminosauresequenzidentitat mit de&fGDH1 und 15 % mit derPfGDH2. Die grofite
Homologie war in beiden Fallen in den Regionen im Protein erkennbar, die an der
Ausbildung des katalytischen Zentrums (der Nucleotidbindedomane und der
Glutamatbindung) beteiligt sind (s. auch Tab. 5.2). In der AminosauresequeRGI#H3

fand sich ein Bereich (AS 65860), der nur ihr eigen und selbst in GlutatsDathydrogenasen
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verwandter Plasmodienarten nicht vorhanden ist. Auffallig ist, dass in diesen Bereichen
Uberdurchschnittlich viele Asparagine aber auch Glutamate zu findenssif8equenz im
Anhang).

In der vorliegenden Arbeit, aber auch den Masterarbeiten von Anne Weiland und Helga
Rogel, wurden vielfaltige Versuche unternommen, dak-length Protein, aber auch
Teilsticke derPfGDH3, rekombinant herzustellen. Fur die Herstal desPfGDH3.p)
Proteins wurde der bereits beschriebene charakteristische mittlere Bereich entfernt, wéahrend
dasPfGDH3wmipy Protein hauptsachlich diesen Bereich beinhaltete. Das PfBDH3enp)

enthielt vorwiegend das hochkonservierte Endsticketdeyms.

Das full-length Protein der GlutamaDehydrogenase auB. falciparumbesteht aus 1 397
Aminosauren, woraus sich ein theoretisches Molekulargewicht von etwa 160 kDa ergibt. Im
Allgemeinen wird die Isolierung als auch die Reinigung grofRerer Molekiileeinem
Molekulargewicht gréRer 150 kDa als schwierig beschrieben [Lottspeich, 1998]. Anhand der
Abbildung 5.5 wird ersichtlich, dass kein effizientes Trennverfahren fir Molekile dieser
Grol3e zur Verfugung steht. Jedoch ist die Trenneffizienz einer Methecht immer der
ausschlief3lich relevante Parameter. Bei der unter Punkt 3.2.5 beschriebenen Methode der
Affinitatschromatographie  Uber immobilisierte Metallchelate beispielsweise, steht
hauptséchlich die Selektivitat im Vordergrund. Daher wurde auchiéiiPfGDH3 und ihre

drei Teilkonstrukte die Klonierung dieser Proteine mit-tekminaler Hexahistidyl

Markerstruktur vorgenommen.
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4 Zentrifugation Organellen

Membranen
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Molekllmasse in Da

10%- F10t

3 3 :
1 IEC  RPC )4 Chromatographie 10 Peptide

102+ ~10?

Aminoséuren
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10 ' 10
100 10! 102 108
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Abb. 5.5: Effizienz verfuigbarer Trennmethoden fir Biomolekile unterschiedlicher GroRgLottspeich,
2005].

11C



Diskussion

Weder die heterologe Uberexpression dBfGDH3 in prokaryotischerE. coli BL21,
BL21star, C41, oder M15 Zellen, noch der Versuch im eukaryotischen - Hefe
Expressionssystem, fuhrten zu rekombinantem Protein. Da das Parasitengenom durch einen
geringen GGGehalt chaakterisiert ist (AFGehalt 82 %) [Webeet al, 1987], konner. coli

Zellen die eingebrachten, artfremden Gene nicht immer effizient ablesen. Aus diesem Grund
wurde zur Verbesserung deodon usagedas Helferplasmid pRAREII eingesetzt. Jedoch
zeigte sichauch hier keine nachweisliche Bande im Western Blot. Auch die von Mifiambres
et al. [2000] beschriebene Expressionssteigerung durch Zugabe von Substrat in das
Kulturmedium der GDH auS. clavuligerusfihrten in &hnlichen Versuchen an ¢8&DH3

nicht zum deichen Effekt.

Lediglich fur das Konstrukt ddPfGDH3enp) zeigte sich ein rekombinant erzeugtes Produkt,
welches mittels Western Blot nachgewiesen werden konnte. Da Gluehgitirogenasen
jedoch nur in oligomerem Zustand Aktivitat zeigen, konnte fig eidaltenedPfGDH3enp)

Protein erwartungsgemal® keine Reduktion von NA@ler NADP im GDH-Assay
beobachtet werden.

Die erhaltenen Ergebnisse legten die Vermutung nahe, dasBf@&si3 Proteinin vivo
womoglich gar nicht exprimiert wird. Proteenmund masenspektrometrische Analysen
unterschiedlicher StadiefPlasmodium falciparums Ookinet, Gametozyt, Trophozoit,
Schizonti ergaben jedoch, dass jeweils kleine AbschnitteRIGDH3-Aminosauresequenz
nachweisbar waren [personliche Mitteilung, Dr. Helenat®rtgcripps Research Institytea

Jolla, CA, USA]. Hierbei handelte es sich hauptsachlich um Peptide, die jeweils im Bereich
der letzten 200 Aminosauren lagen und damit etwa 15 % der gesamten Sequenz des Proteins

abdeckten.

5.4.1 Pradiktive Sequenzvergleichezur Analyse derPfGDH3 Funktion
Durch die bereits diskutierten Schwierigkeiten in Bezug auf die Uberexpressi@fGiaH3

bedingt, konnten weder enzymkinetische noch strukturelle Untersuchungen an diesem Protein
erfolgen. Ebenso warem silico Experimentezur Generierung eines dreidimensionalen
Strukturmodells dePfGDH3 dadurch ausgeschlossen, dass bisher keine Kristallstruktur eines
homologen Enzyms aufgeklart wurde. Zusatzlich wurden Analysen mit demmovo
Strukturvorhersag@rogramm ROBETTA [www.bak&ab.org] durchgefuhrt, die aufgrund

der enormen GrolRe dBfGDH3 aber ebenfalls abgebrochen wurden.

Um dennoch Kenntnisse uber strukturelle und kinetische Beschaffenheit@iGigiH3 zu

erhalten, wurde ein Vergleich mit den Ergebnissen zu den Glufaewtdrogenasen der
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GDH_L Familie anderer Organismen angestellt. Hierzu diente hauptsachlich die
Verdffentlichung von Mifiambrest al. [2000]. Die Autoren beschrieben mit der GDH aus
Streptomyces clavuligergsstmals ein hexameres Enzym der GDH L_180 Klasg#eginem
entsprechenden Molekulargewicht von 183 kDa pro Untereinheit. Weiterhin bestimmten sie
an dem nativ aufgereinigten Protein enzymkinetische Parameter mit ejpeni B3 mM fir
U-Ketoglutarat und 19,87 pM fiir NADH. DerKWert fir Ammoniak lag bei diesem Enzym

bei 33,9 mM. Anhand einer Mehrfachiberlagerung der Aminosauresequenz dieses Proteins
mit denen bekannter GDHs, konnten die an der Katalyse maf3geblich gbeteili
Aminosaurereste identifiziert werden. Die in der vorliegenden Arbeit vorgenommene
Uberlagerung deBdGDH-Sequenz mit der Sequenz d@iGDH3 zeigt, dass auch hier die
essentiellen katalytischen Aminosduren konserviert sind. Der Sequenzvergleich mit
entsprechender Markierung ist in Abbildung 5.6 dargestellt.

PfGIUDH3 480 SSLASSSSSCSSSFSLHSYLSGSYESPYYHHNKDSKDIIDEIEDNHDKKI 529

ScGIuDH 762 LDGALDQVASLDEDRI 777
RO, .k

PfGIuUDH3 530 LQYFYMFEKYALKTNFFLTHK = -------- ISLAVAFDGALLKDSIYEAQP 571

ScGIuDH 778 LRSFLTVIKATLRTNFFQGTTGDGVDGRHGYVSMKFDPQAI—PMRP 826

* * * ***** B 3

PfGIuDH3 572 YSIIMILGLHFVGFHI RFSKISRGGVRIVISNNVNSYMHNSDNLFDEAYN621
ScGIlubH 827 AYEIWVYSPRVEGVHLRFGNVAG:‘LRW ———————— SDRREDFRTEILG 868

* - -***** ****

PfGIUDH3 622 LAYTQNFKNKDIPEGGSKG - lILLDADVCNVANTKYI- KNLS FYSYVNS 668
ScGIluDH 869 LVKAQVI\KNTVIVPVGAIGGFVAKQLPDPSVDRDAWLAEGIACYRTFISA)l?

* **** ***---

PfGIUDH3 669 ILDLLINEDLNEESASSISVHSTKGANNTTITFDNVMSSVENMVDRGGVE 718
ScGluDH 918 LLDITDNMVGGEWP----------momememeeee e PADVVRHD 940

ckke % * *

PfGIUDH3 719 GEHLNITLPYDANMACNNNTTNDNLS ---- NMHDTYNLNNSGEATLDHHS764

ScGIluDH 941 GDDTYLVYALCKGTASFSDIANEVALAYGFWLGAFASGGSAGYDH 986
*- CECEEE 4 * . ek - % . * % k%

PfGIUDH3 765 VDNRIVSNSSGTNNMNAQKGEGEDEKAKDKEMSNNRKNEENERKRCDN\834

ScGIluDH

PfGIUDH3 815N SNYNYVNGTTEDAVQKIMGSKCKGGRNNNGEEKDGDMNGHNNNNSENNN
ScGluDH 987 e KGMGTARGAWES VERHFRELGHDTQDRTY 1018

* k% k. *- *ke ook

PfGIuDH3 865 IDDDEHIEECYKGAGCVINGENKTRKMILQEKMN ---- EEEDLIFLGPDE 910

ScGluDH 1019 VGVGD----------- MSSDVFGNGMLLSEHIRLVAARBHIFIDPAP 1056
. . . ke K*ek ke . *%k. %

PfGIUDH3 911 NTGSDQLMDWACIIAKKRKY  ----- PYWKTFSTGKLRKNGG--- vV 947

ScGluDH 1057  -------- DAATSYAERRREELPRSSWADYNKELLSAGGGIHPRTAKSI1098

* k  keeke * - L
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PfGIUDH3 948 PHDMYGMTTLGIETYISKLCEKLNIKEESISRSLVGGPDGDLGSNAILQS 997
ScGluDH 1099 PVNAQVRAALGIEAGITKMTPA—-- ELMRAILKAPVDLLWNRGIGT 1141

* - **** ** - ke * * * -

PfGIUDH3 998 KTKIISIIDGSGILYDKQGLNKEELIRLAKRRNNKDKSKAITCCTLYDEK 1047
ScGIluDH 1142 YVKA 1145
*

PfGIUDH3 1048 YFSKDGFKISIEDHNVDIFGNKIRNGLDFRNTFFLNPLNKCELFNPCGGR 1097
ScGluDH 1146  ---------- SSESNADVGDKAN 1158

sk ke kek

PfGIuDH3 1098 PHSINIFNVNNI IKNG- ECIYKYIVEGANVFISDDARNILESKNVILFKD 1146

ScGluDH 1159  -----e-e- DPIRVNGDELRVKWCEESNLGLTQLGRIEFDRNGGKVNTD 1199
PR ORE K ko kk ke Ko,
PfGIUDH3 1147 AATNKGGVISSSLEVLAGLVLDDKQYIDYMCSPDSDILQ\--------- 1186

ScGluDH 1200 AIDNSAEVDTSDH=VNI KILLNALVTEGDLTLKQRN ILLAQMTDEVGALV 1249

* * ** * kk ke .

PfGIUDH3 1187 @ ------m--mm- DENEINFVHQNQKMNHSLSFKRGSHNMN---- 1213
ScGluDH 1250 LRNNYAQNVALANAVSQSTSLVHAHQFR@'_V RDGALDRSLEFLPTDR 1298
. kk * -k

Abb. 5.6: Sequenzvergleich dePfGDH3 mit der GDH aus Streptomyces clavuligeru®ie GDH Domane

innerhalb der vorliegenden Sequenz setzt sich wie folgt aus Swteloménen zusammen: aus der Glutamat

bindenden Domane (Stibomane 1) und der Dinucleotiindenden Region (Stiboméne Il). Die erste
Subdoméne, die fir de. clavuligerussDH beschrieben wurde, ist in grau unterlegt, wahrend die Aminosauren

der zweitenSubdoméane gelb unterlegt sind. Die rotgefarbten Aminosaurereste sind an der Koordination des
Glutamates beteiligt, die blau gekennzeichneten an der Bindung von'. N&Binosaurereste, die an der
Bindung beider beteiligt s-Fattutg ist durch €in Kéistchew aarkiert. Diet er | e ¢
Aminosauren 815 bis 1 253 dedGDH stellen den GDHKernbereich dar.

Tab. 5.3 Vergleichende Analyse unterschiedlicher Mitglieder der L_180 GDH KlasgMifiambreset al.,
2000].

- '
2]

Organisms Amino acids Magz Identity heceiﬁi‘{ data
Dia R
8. clavuligerus 1 1,661 183,364 100 AF218569
C. crescentus 2 1,607 176,496 40.8 TIGR
P. aeruginosa 3 1,620 182,637 44.3 TIGR
P. putida 4 1,621 182,491 43.2 TIGR
8. putrefaciens & 1,614 182,332 45.0 TIGR
V. cholerae B 1,613 183,569 427 TIGR
M. tuberculosis T 1,624 176,899 43.5 CAA1BDES
M. bovis ] 1,623 176,798 43.5 TIGE
M. avium 2] 1,617 177,097 44.3 TIGR
M. leprae 10 1,622 177.876 41.8 CAB43156
R. prowazekii 11 1,581 181,343 28.7 CAA15186

Verglichen zur Aminosauresequeder GDH ausS. clavuligerusweist die PfIGDH3 45 %
Aminosauresequenzidentitat auf. Die Auswertung der Uber die pradiktiven Betrachtungen
erhaltenen Ergebnisse zBfGDH3 lassen vermuten, dass sie eher der L_180 GDH als der

L_115 Famie zugeordnet werdemkaund damit wahrscheinlich NADH als Cofaktor nutzt.
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5.5 Suche nach Inhibitoren fur die GDH

Ein gutes Medikament gegen Malaria zeichnet sich laut Sadanand [2010] dadurch aus, dass es
gegen Plasmodien in intraerythrozytaren Stadien, auch resistenter Stamkhe\Meiterhin

sollte es leicht und kostengunstig herzustellen und gut vertraglich sein. Derzeit werden
weltweit hauptsachlich zwei Methoden angewendet, um neue Wirkstoffe zu identifizieren.
Zum ei nwholepdrasi@ AiScr eeni ng, b e iliothelehankutiwerteshu bst a
Parasiten getestet werden. Zum anderen wird an zuvor defingetigriargetsdes Parasiten

ein rationales Wirkstoffdesign durchgefiihrt. Idealerweise sollten jedoch beide Methoden in
Kombinati on angewendvboteparagtdid Sc.r eachgdamnint e
Wirkstoffe in klinischen Studien getestet und wahrenddessen, mit Methoden des rationalen
drug desings,die jeweiligen Wirkmechanismen untersucht werden. Die Bedeutung von
fwhole parasite Scr eeni ngs wdunchddee Emdeckiung dingrrneueni Kéabse,
gegen Malaria wirksamer Substanzen, den Spiroindolonen, hervorgehoben [Rettadan
2010]. Des Weiteren konnten durch Garetv al. [2010], durch ein Screening einer
GlaxoSmithKline Substanzbibliothek mit 2 000 OOolekilen, etwa 8 000 chemische
Substanzen als potentielle Antimalaviéirkstoffe identifiziert werden. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurden ausschliel3lich Methoden des rationalen Wirkstoffdesings
verwendet.

Die mittels eines Screenings von 1 000 Samsen der HarKnoll-Wirkstoffbibliothek
identifizierten potentiellen Inhibitoren d&fGDH1 undPfGDH2 sowie vergleichsweise der
hGDH1, wurden anhand ddXocking Programms GOLD virtuell in die jeweils definierte
Bindetaschen eingepasst. Die Ergebnisssati Untersuchungen sollten fir die Beurteilung
genutzt werden, inwiefern und wodurch das unterschiedliche Bindungsverhalten von
Inhibitoren innerhalb der GDH verschiedener Spezies erklart werden kann. Ein besonderes
Augenmerk wurde in diesem Zusammenhan§die Unterschiede der an der Bindung dieser
Liganden beteiligten Aminosaurereste gelegt. Auf Grund der massiven Anderungen der
Konformation der Glutamabehydrogenasen wahrend der Bindung von Cofaktoren und der
dadurch bedingten Verschiebung einzelnemikosaurereste, ist eine Einschatzung der
Bindungsmodi anhand virtuell erzeugter ProteigandKomplexe jedoch schwierig. Auch

die Ahnlichkeit aller drei getesteten Enzyme innerhalb der definierten Bindetasche
ermdglichen keine exakten Aussagen uber Geleer unterschiedlichen Hemmwirkung der
einzelnen Inhibitoren. So kann beispielsweise fir die Inhibito(@&)R)Bis{2-[1-
(methylamino)ethyl]phenyl}diselenid und (S;BJs-[1-(8-hydroxy-2-methoxy5,6,7,8
tetrahydronaphthyl)]diselenid eine starkere inhibsichie Wirkung anPfGDH2 Protein im
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Vergleich zu den beiden anderen Enzymen dadurch erklart werden, dass hier ein im aktiven
Zentrum lokalisiertes Aspartat (Asp229) mit der Selenogruppe interagiert, wahrend eine
Interaktion der entsprechenden AspartateanRfGDH1 und hGDH durch die differierende
Positionierung des Liganden in den ermitteB®ckingLdsungen nicht moglich ist.

Jedoch konnten, ebenso wie fir die hGDH beschrieben, die Substanzen Bithionol,
Hexachlorophen und GW5074 [lat al, 2009] als hhibitoren derPfGDH2 im unteren
micromolaren Bereich bestimmt werden, wohingegen keine wesentliche Inhibition der
PIGDH1 durch diese beobachtet wurde. Die unterschiedliche Effektivitdt dieser nicht
kompetitiven Hemmstoffe kann weitestgehend dadurch énki@rden, dass sie in der Region

der MonomerMonomerKontakte binden, die sich in allen drei Enzymen deutlich
unterscheiden. Wahrend diese Interaktionen in der hGDH aber auch irPf@&H2
hauptséachlich durch hydrophobe Wechselwirkungen gebildet werdeh,irsider PFGDH1
ladungsbasierte Wechselwirkungen dominant. Dadurch lasst sich dementsprechend auch das
bessere Bindungsverhalten der vorwiegend hydrophoben Substanzen in der hGDH und der
PfGDH2 erklaren.

Abb. 5.7: Koordinierung von Bithionol in den Strukturen der boGDH, PfGDH1 und PfGDH2. A)
Kristallstruktur der boGDH (3ETD) mit gebundenem Bithior).Bithionol mit den Koordinaten aus 3ETD in
die Struktur delPfGDH1 modelliert.C) Bithionol mit den Koordinaten aus 3ETD in die $tiur der PfGDH2
modelliert.
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5.6 Rolle der Glutamat-Dehydrogenasen im Stoffwechsel des

Malariaparasiten

Wahrend des intraerythrozytaren Zyklus gewinnt der Malariaparasit seine Energie
hauptsachlich aus dem Abbau von Glucose, mit anschlieBender Umwandlung des
entstandenen Pyruvates zu Lactat [Sherman, 1998]. Daher kommt der plasmodialen
Atmungskette nur eine geringe Rolle in der APRduktion zuPainteret al. [2007] konnten
zeigen, dass die Funktion der Atmungskette hauptsachlich in der Regeneration des
Ubiquinons liegt, was essentiell fiir die Pyrimidinbiosynthese und damit fiir das Uberleben
der Parasiten ist. Fur den reibungslosen Ablauf der Reaktionen der Atmungskette ist die
Bereitstellung von Reduktionsdquivalenten ausserodentlich wichtig. Diese werden
normalerweise in den Reaktionen des Citratzyklus produziert und Uber die Succinat
Dehydrogenase oder den Maiiuttle in die Atmungskette eingespeist. Da der Pyruvat
Dehydrogenas&omplex des Erregers nicht im Mitochondrium, sondern im Apicoplast
lokalisiett ist [Foth et al, 2005] und weder der Abbau von Fettsduren noch der von
verzweigtkettigen Aminosauren in den Mitochondrielasmodium falciparumstattfindet,

steht dem Parasiten augenscheinlich keine AcgtA-Quelle zur Verfugung. Bisher war
daher frglich, ob hier tatsachlich ein Zyklus im herkdmmlichen Sinne vorliegt oder dieser
ganzlich fehlt. Untersuchungen dBs falciparumGenoms ergaben jedoch, dass orthologe
Proteine fur alle im Tricarbonsaurezyklus vorkommende Enzyme kodiert [Gaetiradr,

2002] und auch wahrend des Blutstadiums transkribiert vorliegen [Bozsteah, 2003].
Neueste Ergebnisse einer Studie von Olszewetkial. [2010] belegen, dass dieser
Stoffwechselweg im Parasiten nicht zyklisch, sondern in verzweigter Form und vollstandig
abgekoppelt von der Glycolyse in den Parasiten ablauft. Als Hauptquelle fur die bendtigten
Kohlenstoffatome dieses verzweigten Stoffwechselweges identifizierten die Autoren die
Aminosauren Glutamat und Glutamin. Die Einspeisung des durch die Glutamat
Dehnyd r ogenase b e r-Ketoglutarates swire lals tAesgangdpunkt samtlicher
Reaktionen di eses modi fizierten ACitratzyk!

ausserordentliche Rolle innerhalb des Parasitenmetabolismus zukommen lasst (s. Abb. 5.7).
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und Substrate des klassischen Citratzyklus gezeigt [modifiziert nach Vaidya AB. & Mathe2B808],

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefitdm Lokalisationsstudien aller drei Isoenzyme der
GDH in Plasmodium falciparunzeigten jedoch, dass in den Mitochondrien keine Glutamat
Dehydrogenase lokalisiert ist. Derzeit ist daher fraglich, tbechgeMechanismen das im
Cytosol p eKetdglutarateim tiee Mitdthondrien geschleust wird. Ob der im
Plasmodiengenom kodierte Oxoglutarat/Mdlaansporter auch in umgekehrter Richtung
funktionieren kann oder andere bisher ganzlich unbekannte Tréespbese Funktion
Ubernehmen, kann derzeitig nicht abschlieRend geklart werden.

Die cytosolisch lokalisierte®fGDH1 und PfGDH3 kdnnten eine Funktion ahnlich der in

Hefe beschriebenen GDH, ausiben. In diesem Organismus konnten ebenfalls zwei

cytosolische GlutamatDehydrogenasen, eine NAD und eine NADP-abhangige,

nachgewiesen werden, die in Abhangigkeit zueinander einen Substratkreislauf aufrecht

erhalten. Hierbei kommt der NADRibhangigen GDH die Konstanthaltung des NADP
Pools zu, wahrend das NARbhangige Enzym lediglich das dabei entstehende Glutamat
metabolisiert [Boleset al, 1993]. Weiterhin wurden Glutam&tehydrogenasen anderer
Organismen als essentiell fur die Entgiftung von Ammoniak beschrieben [Ligletfoalt,

1988; Frechilleet al, 2004].
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6 Zusammenfassung

Die Resistenzentwicklung des bedeutendsten humanpathogenen Erregers der Malaria,
Plasmodium falciparumgegen vorhandene Wirkstoffe, nimmt seit den 60er Jahren stetig zu
und bedingt seit den 90er Jahren nahezu 50 % der Gesamtsteibdictk innerhalb der
afrikanischen Bevdlkerung. Aus diesem Grund ist es von besonderer Bedeutung, neue
Zielmolekule zu identifizieren und darauf basierend effizienter wirkende
Antimalariamedikamente zu entwickeln. Die NADB&bhangige Glutamddehydrogense 1
(GDH, EC 1.4.1.2) des Parasiten, die wéahrend der oxidativen Desaminierung von Glutamat
zu UKetoglutarat zuséatzlich NADPH produziert, wurde als mogliches, fiir den Reoholx
Energiestoffvechsel des Erregers essentielles Enzym beschrieben und gilt daher als
potentiellesdrug target Des Weiteren weist der Parasit jedoch zwei weitere Glutamat
DehydrogenasenRfGDH2 undPfGDH3) auf. Um die Funktion und daraus resultierend auch
die Wichtigkeit jeder einzelneRfGDH aber auch das Zusammenspiel aller aufzuklaren, ist
ihre detaillierte Untersuchung unabdingbar.
Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbleiy daher auf der biochemischen und strukturellen
Charakterisierung des zweiten Glutardahydrogenase Isoenzyms awRlasmodium
falciparum Die Klonierung unterschiedlich langePfGDH2 Konstrukte und eine
anschlieBende Separation dieser Uber Metallcidfatitatschromatografie erbrachte
letztlich ein um 49 Aminosauren verkirztes, katalytisch aktives Enzym. Die ermitteften K
Werte fir die Substrate dBfGDH2 lagen im gleichen Konzentrationsbereich, wie fur die der
PfGDHL1. GrolRe Abweichungen ergaben giethoch bei den ¥acWerten, was vermutlich in
der angehéangten -derminalen HexahistidyMarkerstruktur begrindet lag. Die Ergebnisse
dieser Arbeit und vorangegangener Studien am bovinen Enzym bezuglich Tesnkus
sprechen dafir, dass dieser mal3geldichder Ausbildung eines zur maximal katalytischen
Aktivitat fahigen Enzyms beteiligt ist und eine Variation der Lange dd®ihinus starke
Auswirkungen auf die Aktivitat sowie die Fahigkeit zur Ausbildung von Oligomeren hat.
Weiterhin wurde die dreidimeimnale Kristallstruktur der Apd-orm des hexamerd?fGDH?2
Proteins bestimmt und auf molekularer Ebene untersucht. Eine Uberlagerung dieser Struktur
mit der derPfGDH1 zeigte eine groRRe Ubereinstimmung der Sekundarstrukturmerkmale, die
der allgemein bekanaeh Struktur von Glutamddehydrogenasen der S 5Familie
unterschiedlicher Organismen entspricht. Verglichen mitRdiéDH1 und der humanen bzw.
bovinen GDH sind alle an der Koordination der Substrate beteiligten Aminoséurereste stark
konserviert. InnerHh des aktiven Zentrums waren daher kaum Unterschiede feststellbar. Im
11€
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Gegensatz dazu zeigte die Analyse der Moneh@nomerinteraktionen jedoch deutliche
Unterschiede. Wahrend iPfGDH1 Protein Uberwiegend ladungsbasierte Wechselwirkungen
stattfinden, wid die Interaktion der Monomere in ddPfGDH2 hauptsachlich tber
hydrophobe Kontakte realisiert. Aus diesem Grund zeigten auch die fur die hGDH
beschriebenen nicliompetitiv wirkenden Inhibitoren Bithionol, Hexachlorophen und
GW5074 eine gute Hemmwirkurgn derPfGDH2 und nur eine geringe an defGDHL1.

Diese differierenden Ergebnisse konnten dadurch erklart werden, dass die Bindestelle dieser
Wirkstoffe in der MonomeiMonometinteraktionsflache lokalisiert ist. Aus der Testung einer
Substanzbibliothek mit. 000 Wirkstoffen gingen weitere Substanzklassen hervor, die als
mogliche Grundstrukturen zur Entwicklung ne®¥GDH Inhibitoren in Frage kommen. Die
abschlieBende Klarung der unterschiedlichen Hemmeffekte der einzelnen Substanzen auf die
PIGDH1, PfGDH2 und hGDH konnte jedoch auch anhand von zusatzlich durchgefihrten
DockingExperimenten nicht erfolgen. Auf Grund der enormen Grol3e des drRf@DH
Isoenzyms waren keine experimentellen Untersuchungen, sondern lediglich pradiktive
Analysen zur Funktion dges Proteins moglich. Wahrscheinlich handelt es sich hierbei um
eine NAD-abhangige Glutamdadehydrogenase der L_180 Familie, die Hexamere ausbildet,
um katalytisch aktiv zu sein. Uber Fusionsproteine aller BféDH und GFP konnten die
PfGDH1 und PfGDH3 cytosolisch lokalisiert werden, wohingegen ddGDH2 in den
Apicoplasten transportiert wird.

Zusammenfassend kann zur Funktion der GluteDedtydrogenasen als falciparumgesagt
werden, dass sie zum einen die Bereitstellung des fir antioxidative $&rowgshtigen
NADPH gew2hrl eisten und zum -Hetodigarae fir denl s Ha
verzweigt ablaufenden Tricarbonsauremetabolismus dienen.PE&DH2 kommt in der
Hinsicht eine groRere Bedeutung in der Entwicklung neuer Antimalariamedikamente

sie im Apicoplasten lokalisiert ist, der mit seinen zum Wirt deutlich unterschiedlichen
Stoffwechselwegen eine Sonderstellung beziglichDdag Developmenginnimmt. Um die
Wichtigkeit der GlutamabDehydrogenasen iRlasmodium falciparunzu bestagen, waren
weiterfihrendknockout Studien eines oder sogar aller GDH Proteine notwendig. Auch die
kinetische und strukturelle Charakterisierung B&EDH3 wirde zusatzliche Informationen
liefern, die es erlauben, das Zusammenspiel aller drei Isoenzyer&laten und diese in den

Kontext angeschlossener Stoffwechselwege zu stellen.
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Summary

The development of resistance in the most significant human pathogen of malaria,
Plasmodium falciparumagainst currently available drugs has been steadily inogeasice

the 1960s and has accounted for nearly 50 % of all deaths in the African population since the
1990s. For this reason it is especially important to identify new target molecules and to
develop efficient antimalarial medications based on them. TABAN-dependent glutamate
dehydrogenase 1 (GDH, EC 1.4.1.2) of the parasite, which produces additional NADPH
during oxidative deamination of glutamate litketoglutarate, was described as a putative
enzyme participating i n tivehsystem ard hhergiencarsbee s s e
considered a potential drug target. However, the parasite also exhibits two more glutamate
dehydrogenase${GDH2 andPfGDH3). In order to elucidate the function and therefore the
importance of eacRfGDH as well as all theinteractions, detailed analysis is indispensible.

The focus of this dissertation therefore was on the biochemical and structural characterization
of the second glutamate dehydrogenase isoenzyme Rlasmodium falciparumCloning
PfGDH2 constructs of vging lengths and then separating these via metal chelate affinity
chromatography resulted in a catalytically active enzyme that had been shortened by 49 amino
acids. The calculatedKvalues for the substrates BIGDH2 were in the same concentration
range as those oPfGDH1. However, large variances arose in thgxWalues, most likely

based on the attachedtBrminal hexahistidyl tag. The results of this dissertation and previous
studies of the bovine enzyme relating to théeNninus demonstrate thatig participates
significantly in the formation of an enzyme capable of maximum catalytic activity and that a
variation of the length of the #&rminus has strong effects on the activity as well as the
ability to form oligomers. Furthermore the thrgienersional crystal structure of the apo form

of the hexamericPf{GDH2 protein was determined and examined at a molecular level.
Superimposing this structure onto thatRIGDH1 showed great similarity in the secondary
structure features, which correspond to tgenerally known structure of glutamate
dehydrogenases in the S, 5@mily of various organisms. Compared to ®P&DH1 and to

the human and bovine GDH respectively, all amino acids that participate in the coordination
of the substrates are highly consetvéherefore, within the active center there were barely
any recognizable differences. In contrast to this however, the analysis of the monomer
monomer interactions showed significant differences. While ckasgisted interactions
occur predominantly inhe PfGDH1, the interaction of monomers in tHfGDH2 is

predominantly realized via hydrophobic contacts. For this reason theomopetitively
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effective inhibitors bithionol, hexachlorophene, and GW5074, described for hGDH, also
showed a good inhibitory sion on PfGDH2 but only a small action oRfGDH1. These
differing results could thereby be explained in that the binding site of these drugs is localized
in the monomemonomer interaction area. By screening a substance library of 1,000 drugs,
further subtance classes emerged that could possibly become basic structures for the
development of newPfGDH inhibitors. However, the final clarification of the various
inhibitory effects of the individual substancesPiGDH1, PfIGDH2, and hGDH could not be
made, een by conducting additional docking experiments. Because of the enormity of the
third PfGDH isoenzyme, no experimental testing was possible, merely predictive analyses on
the function of this protein. It probably involves an NA@ependent glutamate
dehydogenase of the L_180 family, which forms hexamers, in order to be catalytically active.
PfGDH1 and PfGDH3 could be cytosolically localized via fusion proteins of all three
PfGDHs and GFP, whereas tR6GDH2 is transported into the apicoplast.

The following can be summarized about the function of the glutamate dehydrogenases from
P. falciparum they for one ensure the supply of NADPH important for antioxidative
processes, and they also serve as the main providetketbglutarate for the branched
tricarboxylic acid metabolismPfGDH2 has in this respect a greater significance in the
development of new antimalarial medicines, because it is localized in the apicoplast, whose
metabolic pathways are so different frometh host 6s t hat it has a
development. In order to confirm the importance of glutamate dehydrogen&asnrodium
falciparum further knockout studies of one or even all GDH proteins would be necessary.
Even the kinetic and structlr characterization ofPfGDH3 would provide additional
information in order to explain the interaction of all three isoenzymes and place them into the

context of connected metabolic pathways.
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Anhang

Anhang

10 20 30 40 50 60
MILYSCVVCF IVFVFHVKAY SKNKVLKYAK PGFITNEIDI GAYAKRRGIS RLGSLHNYGY

70 80 920 100 110 120
TSTKSVDNQI EELREKVVSK NKNEPEFLQA FEEVLSCLKP VFKKDNVYIG VLENIAEPER

130 140 150 160 170 180
VIQFRVPWIN DKGEHKMNRG FRVQYNSVLG PYKGGLRFHP TVNLSVIKFL GFEQIFKNSL

190 200 210 220 230 240
TTLPMGGGKG GSDFDPKGKS ENEILKFCQS FMTNLFRYIG PNTDVPAGDI GVGGREIGYL

250 260 270 280 290 300
FGQYKKLKNS FEGVLTGKNI KWGGSNIRAE ATGYGVVYFA ENVLKDLNDN LENKKCLVSG

310 320 330 340 350 360
SGNVAQYLVE KLIEKGAIVL TMSDSNGYIL EPNGFTKEQL NYIMDIKNNQ RLRLKEYLKY

370 380 390 400 410 420
SKTAKYFENQ KPWNIPCDIA FPCATQNEIN ENDADLFIQN KCKMIVEGAN MPTHIKBK

430 440 450 460 470 480
LKQNNIILCP SKAANAGGVA VSGLEMSQNS MRLQWTHQET DMKLQNIMKS IYEQCHNTSK

490 500 510
IYLNESDLVA GANIAGFLKV ADSFLEQGGL

Abb. Al: Aminosaurensequenz deiPfGDH2. Die Sigralsequenz ist in rot dargestellt, 6GDH2-Sequenz,
die fur das aktive Enzym kodiert in schwarz.
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Anhang

10 20 30 40 50 60
MDIDRRSALS CSPNNMECGF GSGHFSNNSI TWKEKYEQTK ELLKSYNLFS DHLINYSIDF

70 80 920 100 110 120
YFNKLGFNKF HFEETSPELI SKVVVCIITA KINEQYSSDK YFPTFEETHD NVIFIITRVF

130 140 150 160 170 180
ADDNKTRLNY KMEKKIEEKY FNFSDMSKDC YRLKSFRSVH SVFDKEHTYQ EPLRTYILEL

190 200 210 220 230 240
PTYNDDIIKE NETDLKKLMD VNFYNYIKGT RSEQIYYELN KAVLYDLTGQ FLQTHYYETS

250 260 270 280 290 300
SSTFTLTIAV KRSNVISSIF SLIGDCLNMH RCFSYSKYVE PLKNGVLLII LNVKVIVNNE

310 320 330 340 350 360
MEREKQKLDL KDKIYKVVKS LKTLCLFNDS KFIQLSVKRT FTAQESAYLF MIIKFITFFS

370 380 390 400 410 420
TNTLSSYKNV EHALNLRNYN NNIMDTTTNS SSSPSEND VYIIKEKLKS SKYTKEEILR

430 440 450 460 470 480
CAQSNVRTIK MLFANFEKKL NHQRNKCNQM KYGENNMKNS GDLLKEYSTN NRNVDHPTLS

490 500 510 520 530 540
SLASSSSSCS SSFSLHSYLS GSESPYYHH NKDSKDIIDE IEDNHDKKIL QYFYMFEKYA

550 560 570 580 590 600
LKTNFFLTHK ISLAVAFDGA LLKDSIYEAQ PYSIIMILGL HFVGFHIRFS KISRGGVRIV

610 620 630 640 650 660
ISNNVNSYMHNSDNLFDEAY NLAYTQNFKN KDIPEGGSKG IILLDADVCN VANTKYIKNL

670 680 690 700 710 720
SFYSYVNSIL DLLINEDLNE ESASSISVHS TKGANNTTIT FDNVMSSVEN MVDRGGVEGE

730 740 750 760 770 780
HLNITLPYDA NMACNNNTTN DNLSNMHDTY NLNNSGEATL DHHSVDNRIV SNSSGTNNMN

790 800 810 820 830 840
AQKGEGEDEK AKDKEMSNNR KNEENERKRC DNVSNSNYNY VNGTTEDAVQ KIMGSKCKGG
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Anhang

850 860 870 880 890 900
RNNNGEEKDG DMNGHNNNNN DNNNIDDDEH IEECYKGAGC VINGENKTRK MILQEKMNEE

910 920 930 940 950 960
EDLIFLGPDE NTGSDQLMDW ACIIAKKRKY PYWKTFSTGK LRKNGGVPHD MYGMTTLGIE

970 980 990 1000 1010 1020
TYISKLCEKL NIKEESISRS LVGGPDGDLG SNAILQSKTK IISIIDGSGI LYDKQGLNKE

1030 1040 1050 1060 1070 1080
ELIRLAKRRN NKDKSKAITC CTLYDEKYFS KDGFKISIED HNVDIFGNKI RNGLDFRNTF

1090 1100 1110 1120 1130 1140
FLNPLNKCEL FNPCGGRPHS INIFNVNNII KNGECIYKY! VEGANVFISD DARNILESKN

1150 1160 1170 1180 1190 1200
VILFKDAATN KGGVISSSLE VLAGLVLDDK QYIDYMCSPD SDILQVDENE INFVYHQNQKM

1210 1220 1230 1240 1250 1260
NHSLSFKRGS INNLEEDEKK DTSNNEKNKN IIKTVNKNDT QDNSHHHNNS NKCNEDQQDV

1270 1280 1290 1300 1310 1320
SDFYKAYVKE IQKKITHYCE LEFESLWKET RRTKTPISKA INILSNKISE LKKDILS SDT

1330 1340 1350 1360 1370 1380
LCRDYKLLKK VLERVIPPTL LKIVTFEQIL ERVPYVYIKS LFASSLASNY YYSQQFLNDL

1390
SAFNFFEYIT KLQSESA

Abb. A2: Aminosauresequenz delPfGDH3 [ProtParam].



Anhang

Hatches on query sequence Hatches on hit sequences (zgrt scale)

. yom
Submission 4 AT Ry YoM ! 1 100 200 400 600 BOD 1397

QEIANB_FLAF7
O9NGTB_PLAFA
B3KZC? PLAKH
ASKC.J5_PLAYI
O7RICA_PLAYD

AZAPFB_BABBO
B90D85_TOXGO

BSLT73_TALSH
B2HN29_PYRTR

BOXVHI_ASPFC
O6XNK7_EHENL
HGSRUS_BOTFB
C4JF29_UNCRE
AGPHR2_HALGO
A20FH7_) RSPNC
GLUD2_DICD:

Q5AN7E_ EHENI

CBYBC6_EHENL

AGR1Z2_A.JECH
Q2UNKB_ASFOR
CANC.J6_A.JECG

i]
QQC2U3 GIEFU

nﬁnxcs'PICGu

C5LEYA_9ALVE
CoLb43_ SHLUE
DBNHJ6_PHYIN
073841 HSHGD
C4RBAZ_PICPG
COKN77_9ALYE
CﬁKN?B QHLUE

QBFT35 CRNGR
CSDTHE_ZYGRO
C8Z604_ YEHSB

C7GSH2_YER:
BSVYFB2_ YEHSB

C5LZY3_9ALVE
COLUQ9_9ALYE
COKZ32_9ALVE
CSEN7B_9ALVE
COKKTE_9ALYE
CH0De8_LACTC
QECRJI_KLULA

=

falels] 1000
. 1 [ 1 ] A 1 1 1 1 1 1
Subnission Z

| %%% Low-conplexity regions
nasked by SEG
a 25 58 75 188%

Identity

Abb. A3: Sequenzvergleich delPfGDH3 mit GDHs verwandter PlasmodierArten und den GDH anderer
Organismen (Expasy Blast).
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Anhang

10 20 30 40 50 60
MYRYLGEALL LSRAGPAALG SASADSAALL GWARGQPAAA PQPGLALAARSEAVADR

70 80 90 100 110 120
EDDPNFFKMV EGFFDRGASI VEDKLVEDLR TRESEEQKRN RVRGILRIIK PCNHVLSLSF

130 140 150 160 170 180
PIRRDDGSWE VIEGYRAQHS QHRTPCKGGI RYSTDVSVDE VKALMTY KCAVVDVPFG

190 200 210 220 230 240
GAKAGVKINP KNYTDNELEK ITRRFTMELA KKGFIGPGID VPAPDMSTGE REMSWIADTY

250 260 270 280 290 300
ASTIGHYDIN AHACVTGKPI SQGGIHGRIS ATGRGVFHGI ENFINEASYM SILGMTPGFG

310 320 330 340 350 360
DKTFVVQGFG NVGLHSMRYL HRFGAKCIAV GESDGSIWNP DGIDPKELED FKLQHGSILG

370 380 390 400 410 420
FPKAKPYEGS ILEADCDIU PAASEKQLTK SNAPRVKAKI IAEGANGPTT PEADKIFLER

430 440 450 460 470 480
NIMVIPDLYL NAGGVTVSYF EWLKNLNHVS YGRLTFKYER DSNYHLLMSYV QESLERKFGK

490 500 510 520 530 540
HGGTIRVPT AEFQDRISGA SEKDIVHSGL AYTMERSARQ IMRTAMKYNL GLDLRTAAYV

550
NAIEKVFKVY NEAGVTFT

Abb. A4: Aminosaurensequenz der hGDH1Die mitochondriale Signalsequenz ist in rot dargestellt, die in der

Arbeit klonierte hGDH1Sequenz in schwarz.
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Anhang

Comments for pRSET A
2897 nucleotides

"“Wersion C does not contain Sac |

Abb. A5: Karte des pRSETA-Vektors (Invitrogen, 2001).

Y pE30 —-
pQE31  AC
pRE3Z -G

?{'
? pQE-30, pQE-31,

pQE-32

34kb
Cdl E1
Abb. A6: pQE30 Vektorkarte (Qiagen) 3461 bp.
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Anhang

PreScission Protease

|Leu Glu Val Leu Phe GinGl Pro'Leu Gly Ser Pro Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gl
CTG GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC CTG GGA TCC,CCG AAT TCC CGG GTC GAC, TCG AGC GGC CGC

BamH1  EcoRI g Sall —yxpo7~ Notl |

pSj10ABam7Stop7

Pstl

pGEX
~4900 bp

BssH Il

Apa |
BstE Il pBR322

Miu | orl

Abb. A7: pGEX-6P-3 Vektorkarte (GE Healthcare) 4900 bp.
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Mru K083 - 11 =3 | yBs2E Bt
@ |
e pET-EﬂaI:'F] — | i Apa a5
| [5389hp) .% /]
':_ s hﬁ::thl.ﬂ-l:.
EoST Karra) 3-, -' A EcoR VitaTa)
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A !
Al Katany = % F
i
BssS kst />/ ‘%‘ A sl lisea)
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) :::"‘up I?!-1|:IB| o _'_,_.--""#::\\ Fsp l{2205)
BU1107 gsas) ¢ | —— Psps llesn
Tih111 qze_qu;.

Abb. A8: pET-28a Vektorkarte (Novagen) 536%p.
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Anhang

p426TDH

6606 bps

?Sacl
Ecll36

Abb. A9: p426TDH Vektorkarte (AG Lill, Marburg) 6606 bp.
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