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Einleitung

1 Einleitung

Infektionskrankheiten sind so alt wie die Menschheit selbst. Auch heute noch ist die Relevanz
verschiedenster Infektionskrankheiten ungebrochen. Im Gegenteil riicken sie sogar vielfach in
das Zentrum des oOffentlichen Interesses und sorgen auch in den Medien fiir Schlagzeilen.
Beispiele hierfiir sind mannigfaltig, so sorgte die SARS-Pandemie von 2002/03 tdglich fiir neue
Meldungen. Schon nahezu vertraut erscheint die alljahrliche Warnung vor einer neuen
Grippewelle. Wobei es immer wieder aufs Neue Grippevarianten gibt, denen das Potential zur
Pandemie zugesprochen wird, wie etwa die Vogelgrippe H5N1. Dabei herrschte im vergangenen
Jahrhundert durchaus ein gewisser Optimismus, dass man mit Infektionskrankheiten zusehends
besser umgehen konnte. Bedeutende Wissenschaftler wie Louis Pasteur und Robert Koch hatten
bereits im 19ten Jahrhundert die Grundlagen zum Verstdndnis der Infektionskrankheiten und
deren Bekdmpfung gelegt. Zumindest in der westlichen Welt ging mit dem Erkenntnisgewinn
eine Verbesserung der Hygieneverhdltnisse einher. Ein Meilenstein der medizinischen
Versorgung war die Entwicklung von Impfstoffen. Der englische Arzt Edward Jenner erprobte
bereits 1796 die Nutzung von Kuhpocken als Impfstoff gegen Pocken. Ende des 19ten
Jahrhunderts wurden weitere Impfstoffe entwickelt. Pasteur selbst prdgte den Terminus
Vakzinierung und fand Impfstoffe gegen Gefliigelcholera, Anthrax sowie Tollwut [1]. Die
Nutzung von Impfstoffen resultierte schlieflich in einem besonderen Triumph. Am 8. Mai 1980
konnte die WHO die Ausrottung der Pocken verkiinden. Nicht im Geringeren bedeutsam war die
Entdeckung des Penicillins 1928 durch Alexander Fleming. Die anschliefende Nutzung von
Antibiotika ermdglichte die vollstandige Therapie von vielen mikrobiellen Krankheiten mit
einem bis dato lebensbedrohlichen Verlauf wie Syphilis und Tuberkulose. Das Insektizid DDT
versprach sogar die Ausrottung von Malaria und wurde hochst erfolgreich auch in Europa
eingesetzt [2]. So propagierte Russell bereits 1955 ,,Man's Mastery of Malaria“ [3]. Angefacht
durch die in der Tat enormen Fortschritte im Umgang mit Infektionskrankheiten sprach der
Epidemiologe Cockburn 1963 bereits von ,,The Evolution and Eradication of Infectious
Diseases“ [4] und Hinman proklamierte 1966 die ,,World Eradication of Infectious Diseases* [5]
[6]. Doch spétestens mit dem Auftreten des humanen Immundefizienz-Virus (HIV) in den
1980ern wurde klar, dass Infektionskrankheiten auch zukiinftig die Menschheitsgeschichte
begleiten wiirden. Als ein entscheidender Wendepunkt wird die 1992 erschienene Studie
»Emerging Infections: Microbial Threats to Health in the United States“ des Institute of
Medicine angesehen [7][8]. So wurde allgemein klar, dass neu oder erneut auftretende
Infektionskrankheiten (emerging infectious diseases — EID) auch in Zukunft ein sehr ernst zu
nehmendes Problem darstellen werden. Ganz im Gegenteil ist die Brisanz der EIDs heute sogar

noch héher anzusiedeln als im vergangen Jahrhundert. Ein sehr prominentes Beispiel, welches
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die Sachlage exzellent verdeutlicht, ist die bereits oben erwdhnte SARS-Pandemie von 2002/3.
Innerhalb weniger Monate erlangte das SARS-Coronavirus eine weltweite Verbreitung [9].
Durch eine zunehmend vernetzte und globalisierte Welt mit internationalem Reiseaufkommen
wurde das Virus von Hong Kong aus in die ganze Welt verbreitet. Hinzu kommt, dass immer
mehr Menschen auf engstem Raum zusammenleben und -arbeiten. Eine Metropole wie Hong
Kong stellt somit eine ideale Brutstétte fiir eine Infektionskrankheit oder generell Seuche dar.
SARS ist zudem ein Beispiel fiir das Aufkommen neuer Zoonosen. Hochstwahrscheinlich ist
SARS in Tiermédrkten von Wildtieren auf den Menschen {iibergetreten [10]. Dies verdeutlicht
exemplarisch, dass die Umstdnde fiir das Auftreten und die Verbreitung von EIDs heute
vorteilhafter denn je sind, mit engem Kontakt zwischen Menschen und Tieren, einer hohen

Bevolkerungsdichte und hohem globalen Reiseaufkommen.

Aber nicht nur neue Krankheiten stellen ein Problem dar, sondern auch altbekannte gewinnen
ihre Bedeutung wieder. Hierzu zdhlt auch Malaria, welche, wie oben beschrieben, Mitte des
vergangenen Jahrhunderts schon als besiegt angesehen wurde [11]. Auch das EDEN-Projekt
(Emering Diseases in a changing European eNvironment) der Europdischen Kommission
befasste sich mit EID [12]. Zu den hierbei untersuchten Infektionskrankheiten zdhlen
Erkrankungen, welche iibertragen werden durch Zecken sowie Nager, Leishmaniose, der West-
Nil-Virus, Malaria und allgemein Krankheiten mit einem Ursprung in Afrika [13]. Gerade in
Entwicklungs- und Schwellenldndern stellen parasitdre Protozoen-Arten auch gegenwartig ein
ernstes Problem dar. Zu nennen wdren hier Leishmania spec. als Erreger der Leishmaniose oder
die auf Trypanosoma cruzi zuriickzufiihrende Chagas-Krankheit, welche in weiten Teilen von
Lateinamerika auftritt. Ebenfalls zu den durch parasitdre Protozoen verursachten Krankheiten
zahlt Malaria.

1.1 Malaria

Die Bedeutung von Malaria ist auch heute noch ungebrochen. So ist sie nicht nur per se die
bedeutendste Tropenkrankheit, sondern auch die wichtigste nach Deutschland importierte
Tropenkrankheit [14]. Eindrucksvoll belegt wird dies anhand einiger durch die WHO
verdffentlicher Zahlen. In dem World Malaria Report von 2013 finden sich Schéitzungen, nach
denen in 2012 207 Millionen Malariafdlle weltweit auftraten, welche 627.000 Todesopfer
forderten [15]. Dies steht in klarem Kontrast zu der Euphorie der 1950iger Jahre beziiglich der
Ausrottung von Malaria. Dennoch konnten auch beachtliche Erfolge in der Bekdmpfung von
Malaria erzielt werden. In der ersten Hélfte des 20sten Jahrhunderts war Malaria noch in 178
Landern endemisch. Die Bekdmpfung der Krankheit zwischen 1945 und 2011 fiihrte dazu, dass

Malaria in 79 Landern eliminiert werden konnte [16].
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I 2007 (stable)

2007 {unstable)
I 1065
I 1046

1900

Abb. 1.1: Chronologie der globalen Malariaverbreitung zwischen 1900 und 2007.

Der Kampf gegen Malaria fiihrte dazu, dass die Verbreitungsgebiete der Krankheit drastisch zuriickgedrangt
werden konnten. So wurde Malaria im Verlauf eines Jahrhunderts praktisch in der gesamten nordlichen
Hemisphire eliminiert. Heute findet man Malaria noch in tropischen Regionen rund um den Aquator. (Quelle
der Abbildung [17]).

Welche enormen Fortschritte tatsdchlich bereits erzielt wurden, wird besonders deutlich, wenn
man sich eine Weltkarte ansieht, die aufzeigt, wo Malaria bereits zuriickgedrdangt werden konnte
(siehe Abb. 1.1). Einstmals auch in der nérdlichen Hemisphére weit verbreitet, konnte Malaria
bis heute in Europa, Nordamerika und weiten Teilen Asiens eliminiert werden. Verbliebene
Endemiegebiete liegen in einem Giirtel rund um den Aquator, also in tropischen und
subtropischen Regionen. Generell fillt auf, dass Malaria sowohl von Norden als auch von Siiden
her sukzessive beseitigt werden konnte. Heute tritt Malaria primdr noch in Entwicklungs- und
Schwellenldndern auf. Ursdchlich hierfiir sind mehrere Faktoren. Allen voran gibt es
okonomische Griinde. Malariabekdmpfungsprogramme sind sehr kostspielig und kénnen nicht
von allen Staaten nachhaltig finanziert werden. Erschwert werden derartige Programme, gerade
auch in Afrika, durch eine Vielzahl von Kriegen und Biirgerkriegen wéhrend der vergangenen
Jahrzehnte. AuRerdem stellen die Tropen klimatisch ideale Verbreitungsgebiete der
Ubertrdgermiicken dar. Eine Unterbrechung der Ubertragungskette ist hier nur mit
entsprechendem Aufwand zu erzielen.

Im Jahr 2013 wurde eine anhaltende Malariaiibertragung noch in 97 Landern beobachtet, sieben
weitere Lander befanden sich in einer Phase der Vermeidung der Wiedereinfiihrung von Malaria.
Somit wird Malaria heute als endemisch in 104 Léandern betrachtet [15]. Gegenwartige
Schatzungen gehen davon aus, dass die halbe Weltbevélkerung nach wie vor davon bedroht ist,
an Malaria zu erkranken [18]. Dabei ist Malaria vollstdndig vermeidbar sowie therapierbar [18].
Das grofite Risiko einer Infektion tragen dabei Personen in Afrika siidlich der Sahara [15]. Eine

besondere Konzentration auf diese wirtschaftlich sowie infrastrukturell schwachen Lander ist
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somit von Noten. 1998 wurde die Roll Back Malaria (RBM) Partnership als
Gemeinschaftsprojekt von WHO, UNICEF, UNDP sowie der Weltbank initiiert. Ihr Ziel ist eine
koordinierte globale Anstrengung zur Bekdmpfung von Malaria [19]. Im Rahmen dieser
Initiative wurde der Global Malaria Action Plan erarbeitet. Langfristiges Ziel ist es dabei, die
Krankheit vollstdndig zu bewdltigen [20]. In ihrem World Malaria Report von 2013 gibt die
WHO an, dass ca. 5,1 Milliarden USD jahrlich nétig wéiren, um eine vollstindige
Malariaintervention zu erzielen [15]. Dem gegeniiber stehen geschétzte Investition im Wert von
ca. 2,5 Milliarden USD in 2012. Es ist somit abzusehen, dass trotz beachtlicher internationaler

Anstrengungen Malaria auch noch in den kommenden Jahren eine enorme Rolle spielen wird.

Dartiber hinaus konnte Malaria auch in Europa ihre Bedeutung wieder erlangen. Bedingt durch
klimatische Verdnderungen werden die Lebensbedingungen fiir die die Krankheit {ibertragenden
Moskitos giinstiger werden. Fiir die Camargue im Siidosten Frankreichs wurde gezeigt, dass
Anopheles-Spezies auftreten, welche potente Vektoren fiir verschiedene Malariaparasiten
darstellen [21]. Innerhalb dieser Region sind die notigen Prdmissen fiir einen Malaria-Herd
gegeben, mit entsprechenden Anophelen, ihren Habitaten und humanen Wirten. Es mangelt nur
an den jeweiligen Parasiten. Gegenwartige Untersuchungen gehen jedoch davon aus, dass das
Risiko eines Wiederauftretens von Malaria noch als gering einzustufen ist [21][22]. Trotzdem
konnten bereits Fille einer moglichen autochtonen Ubertragung der Krankheit in Frankreich [23]
sowie Spanien [24] nachgewiesen werden. Das Potential zu einem Wiederaufleben der Krankheit
ist somit auch in Europa gegeben. Eine globale Bekdmpfung von Malaria ist somit auch eine

praventive Mallnahme, um die Riickkehr von Malaria zu vermeiden.

1.2 Die Malariaparasiten der Gattung Plasmodium

Malaria ist eine Parasitose verursacht durch Protozoen der Gattung Plasmodium'. Als Vektoren
fungieren Dipteren des Genus Anopheles, mit mehreren hundert verschiedenen Spezies.
Schitzungsweise 70 Arten der Anophelen sind in der Lage, humanpathogene Malariaparasiten zu
ibertragen [26]. Malaria findet sich jedoch nicht nur beim Menschen, sondern auch eine Vielzahl
verschiedener Tiere kann daran erkranken. Verschiedene Plasmodienspezies verursachen Malaria
bei Vogeln (z.B. P. gallinaceum), Reptilien (z.B. P. mexicanum), Nagern (z.B. P. yoelii und
P. berghei) und einigen Affenarten, darunter Schimpansen (P. reichenowi). In der klassischen
Literatur werden vier Arten von Plasmodien als humanpathogen aufgelistet, es sind dies
P. malariae, P. vivax, P. falciparum sowie P. ovale [27]. P. knowlesi konnte in jlingerer Zeit der
Liste der humanpathogenen Plasmodien hinzugefiigt werden [28][29][30]. Der iibliche Wirt von

1 Im Tierreich finden sich neben dem wichtigsten Malariaerreger Plasmodium spp. noch weitere parasitdre
Protozoen, welche Malaria als Erkrankung verursachen kénnen. Hierzu zadhlen Leucozytozoon-, Haemoproteus-,
Hepatozoon- sowie Hepatocystis-Arten [25].
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P. knowlesi ist Macaca fascicularis, der Langschwanzmakake. Gerade in Siidostasien wird die
Relevanz von P knowlesi auch fir den Menschen zusehends deutlich. Frither héufig
fehlinterpretiert als eine Infektion mit P. malariae wurde die Bedeutung von P. knowlesi lange
Zeit unterschatzt [30].

Die Gattung Plasmodium zédhlt zu dem Stamm der Apicomplexa, teilweise auch als Sporozoa
bezeichnet. Dieser Stamm umfasst eine Reihe parasitirer Protozoen, hierzu zdhlen auch
Toxoplasma, Gregarina, Babesia, Sacrocycstis und einige weitere Gattungen. Das gemeinsame
Merkmal der Apicomplexa ist eine komplexe Struktur am apicalen Zellpol, dem Apex. Diese
apicale Struktur, der sog. Apikalkomplex, war namensgebend fiir den Stamm, sie ist jedoch nur
elektronenmikroskopisch zu erkennen [31][27]. Als obligate intrazelluldre Parasiten sind
Plasmodien und andere Apicomplexa darauf angewiesen in Wirtszellen einzudringen. Dieser
intrazelluldre Parasitismus ist eine Spezialform des Endoparasitismus. Im Lebenszyklus von
Plasmodium innerhalb des Menschen werden die Parasiten von verschiedenen Zelltypen
beherbergt, es sind dies Kupffer-Zellen, Hepatocyten und Erythrocyten. Im Inneren der Moskitos
miissen deren Darmepithel sowie die Zellen der Speicheldriise durchdrungen werden. An eben
diesen Invasionprozessen sind die Organellen im Apikalkomplex der Parasiten beteiligt [32].

1.2.1 Lebenszyklus von Plasmodium

Plasmodium, aber auch Apicomplexa im Allgemeinen, weisen einen deutlich komplexeren
Lebenszyklus auf, als er bei anderen freilebenden Protozoen {iblich ist. Dabei ist ein
Generationswechsel zu verzeichnen. Dies ist der Wechsel zwischen geschlechtlicher und
ungeschlechtlicher Fortpflanzung. Die ungeschlechtliche Reproduktionsphase bezeichnet man
als Agamogonie. Die geschlechtliche Reproduktionsphase, verbunden mit der Bildung von
haploiden Gameten wird als Gamogonie klassifiziert. Weitere Zellindividuen von Plasmodium
entstehen mittels multipler Teilungen. Aus einem Ausgangsindividuum entstehen in diesem Fall
direkt mehrere Nachkommen. Hieriiber kann der schnelle Befall eines neuen Wirtes sowie die

effiziente Verbreitung innerhalb des Wirtes sichergestellt werden.

Im Lebenszyklus der Parasiten kann man drei Phasen unterscheiden, es sind dies Sporogonie,
Schizogonie und Gamogonie. Sporogonie sowie Schizogonie dienen beide ungeschlechtlicher
Fortpflanzung, wobei Sporogonie Stadien hervorbringt, welche auf einen neuen Wirt iibertragen
werden und Schizogonie zur Vermehrung innerhalb eines Wirtes fiihrt. Die geschlechtliche
Reproduktion erfolgt in der Gamogonie. Ausgangspunkt hierbei sind Gamonten, also jene
Zellen, die letztendlich die eigentlichen Gameten hervorbringen. Da sich diese Geschlechtszellen

bei Plasmodium in ihrem Habitus unterscheiden, handelt es sich um Anisogameten.

Plasmodium parasitiert zwei verschiedene Wirte. Zum einen ist dies der Mensch (oder ein
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anderes Tier) als Zwischenwirt und ein Moskito der Gattung Anopheles als Endwirt. Dabei
bezeichnet man nur denjenigen Wirt als Endwirt, in dem die geschlechtliche Fortpflanzung
abgeschlossen wird. Im Menschen erfolgt somit nur eine ungeschlechtliche Reproduktion. Dies
wird deutlich, wenn man sich den Lebenszyklus im Detail ansieht. Als Startpunkt fiir die weitere
Beschreibung soll hier der Stich von Anopheles angesehen werden. Die Stechmiicke agiert
hierbei als Ektoparasit. Sie nimmt wéhrend des Saugaktes nicht nur Blut fiir ihre Eiproduktion zu
sich, sondern gibt auch ihren Speichel in die Einstichstelle ab. Neben gerinnungshemmenden
Stoffen iibertrégt eine infizierte Miicke hierbei auch Plasmodien auf das Opfer. Die iibertragenen
Stadien des Parasiten werden als Sporozoiten bezeichnet. Diese Sporozoiten gelangen mit dem
Blutstrom in die Leber, wo sie in Hepatocyten eindringen. In diesem Organ durchlaufen sie eine
praerythrocytdre Schizogonie, die in Merozoitenbildung resultiert. Davon abgesehen kdnnen
einige Plasmodienspezies in der Leber auch sog. Hypnozoiten bilden, dies sind dormante
Dauerstadien. Im weiteren Verlauf der Infektion gelangen die Merozoiten erneut in den
Blutstrom. Dort befallen diese dann Erythrocyten und dringen in sie ein. Die weitere
Vermehrung erfolgt dann in den Erythrocyten, in der erythrocytdren Schizogonie. Bei der
Vermehrung in den Erythrocyten kann man verschiedene Zellstadien anhand ihres Habitus
unterscheiden, es sind dies in chronologischer Abfolge Ringstadium, Trophozoiten und
Schizonten. Schizonten sind die Teilungsformen der Trophozoiten, welche letztlich wieder neue
Merozoiten hervorbringen. Mit der Lyse des parasitierten Erythrocyten werden die Merozoiten
freigesetzt, die erneut Erythrocyten infizieren konnen. Der nédchste Schritt im Lebenszyklus von
Plasmodium ist erreicht, wenn aus den Merozoiten Gamonten hervorgehen. Dieser Start der
geschlechtlichen Reproduktion erfolgt noch in den Erythrocyten innerhalb des Menschen, wird
jedoch erst im Moskito abgeschlossen. Diese Vorstufen der Geschlechtsformen kann man
unterscheiden in weibliche Makrogamonten und mannliche Mikrogamonten. Erst nach dem
Saugakt eines Moskitos entwickeln sich diese Formen weiter in Makrogameten und
Mikrogameten. Die Geschlechtszellen verschmelzen schlieSlich paarweise zu einer Zygote aus
der ein motiler Ookinet hervorgeht. Diese Ookineten sind dazu in der Lage, das Darmepithel des
Moskitos zu penetrieren und wachsen an der Darmaufenwand zu Oocysten heran. In den
Oocysten entstehen tausende von Sporozoiten, die nach dem Platzen der Oocyste in die innere
Leibeshohle der Miicke entweichen. Dort schwimmen die motilen Sporozoiten zu den
Speicheldriisen, welche sie penetrieren und sich letztlich in den Driisenkandlen sammeln.
Hiermit ist ein Entwicklungszyklus abgeschlossen und kann mit der Infektion eines weiteren
Zwischenwirtes von neuem beginnen [27][33][31].
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Abb. 1.2: Entwicklungszyklus von Plasmodium vivax.

Plasmodien weisen einen dreiphasigen Generationswechsel auf. Hierbei alternieren mehrere asexuelle
Generationen (Sporogonie und Schizogonie) mit einer sich sexuell reproduzierenden Generation (Gamogonie).
Der Generationswechsel geht dabei mit einem Wirtswechsel einher. Der Stich eines Moskitos iibertrdgt den
Parasiten auf den Menschen. In Hepatocyten und darauf Erythrocyten findet die Schizogonie statt. Es schlieSt
sich die Gamogonie an, die im Menschen beginnt, jedoch erst in den Stechmiicken einen Abschluss findet. Im
Darmepithel der Anopheles-Miicken erfolgt schlieflich die Sporogonie. (Quelle der Abbildung: [27],
Kiikenthal Seite 33, © Springer-Verlag, mit freundlicher Genehmigung von Springer Science+Business
Media.)

1.2.2 Pathogenese einer Malariaerkrankung

Der eigentlich ,,harmlose“ Stich eines Moskitos ist der Ausgangspunkt einer Malariaerkrankung.
Die Miicke fungiert hierbei als Vektor fiir die Ubertragung der parasitiren Einzeller. Neben
diesem iiblichen Ubertragungsweg ist ganz allgemein der Kontakt mit infiziertem Blut ein

moglicher Ausgangspunkt einer Malariainfektion. Hierzu zdhlt auch die Wiederverwendung von
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Injektionsnadeln bei Drogenabhdngigen. Bei der kongenitalen oder neonatalen Malaria kénnen
Parasiten kurz vor oder wéhrend der Geburt auf den Neonaten iibertragen werden. Bislang wurde
davon ausgegangen, dass kongenitale Malaria nur eine untergeordnete Rolle spielt. Diese
Ansicht scheint sich jedoch zusehends zu wandeln. Es ist davon auszugehen, dass eine
Fehldiagnose, etwa mit einer Sepsis, hier haufig auftritt [34][35].

Finf fir den Menschen pathogene Plasmodienspezies sind bekannt. Anhand von
morphologischen Unterschieden in den Blutstadien sowie abweichenden klinischen Symptomen

kann man eine Malariaerkrankung in drei Typen klassifizieren, es sind dies:
* Malaria tertiana, hervorgerufen durch P. vivax, P. ovale und P. knowlesi,
* Malaria quartana, hervorgerufen durch P. malariae sowie
* Malaria tropica, hervorgerufen durch P. falciparum [33].

Diese Subtypen der Malaria weisen verschieden lange Inkubationszeiten auf. Die Inkubationszeit
der Malaria tropica liegt durchschnittlich bei 12 Tagen, kann jedoch zwischen 7 und 28 Tagen
variieren. Bei der Malaria tertiana liegen meist 12 bis 18 Tage zwischen der Infektion und dem
Auftreten erster Symptome. Die ldngste Inkubationszeit weist die Malaria quartana mit drei bis
sieben Wochen auf. Davon abgesehen ist auch ein latenter Verlauf der Infektion moglich, so dass
die Krankheit erst Monate nach einer Infektion zum Ausbruch kommt. Aulerdem kann die
Bildung von dormanten Hynozoiten in der Leber (nur bei P. ovale und P. vivax) auch nach Jahren

noch Rezidive verursachen [14].

Der grundlegende Krankheitsverlauf ist bei allen Formen der Malaria identisch. Die durch den
Saugakt einer Anopheles-Miicke iibertragenen Sporozoiten befallen zuerst Hepatocyten. Dort
bilden sie durch multiple Teilung Merozoiten, welche in den Blutkreislauf entlassen werden.
Hier werden schlieflich Erythrocyten infiltriert. In den Erythrocyten erfolgt eine starke
Vermehrung der Parasiten. Hierbei kénnen je nach Art 8 bis 32 neue Merozoiten entstehen. Am
Ende dieses Vermehrungsprozesses steht das Aufplatzen des Erythrocyten, wodurch die
Merozoiten freigesetzt werden. Mit der Lyse der Erythrocyten gehen auch die auffilligsten
Symptome der Malaria einher, die typischen Fieberanfdlle. Dieser Leitsymptomatik hat Malaria
auch den umgangssprachlichen Namen Sumpffieber zu verdanken. Taktgebende Einfliisse des
Wirtsorganismus fiihren letztlich zur synchronisierten Freisetzung von Merozoiten. Bis es zu
einer derartigen synchronisierten Entwicklung der Schizonten in den Erythrocyten kommit,
konnen jedoch einige Tage vergehen. Zuvor treten die Fieberschiibe unregelmaRig auf. Bei der
Malaria tertiana treten die Fieberschiibe alle 48 h auf. Dieser Zyklus ist bei Malaria quartana
etwas langer, mit Fieberschiiben dann alle 72 h. Dem kann eine Phase kurzfristigen
Schiittelfrosts vorausgehen. Bei Malaria tropica hingegen tritt das Fieber unregelmédlig auf. Bei

multiplen Infektionen mit Krankheitserregern der Malaria tertiana konnen Fieberschiibe auch
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alle 24 h auftreten. Liegen bei der Malaria quartana mehrere Parasitenpopulationen in einem
Wirt vor, kénnen sich diese Zyklen auf 48 oder 24 h verkiirzen. Die unbehandelte Erkrankung
mit Fieberanfdllen kann je nach Typ der Malaria fiir zwei bis zu mehreren Wochen andauern.
Danach klingen die Symptome ab. Der Parasitenbestand hingegen kann fiir viel ldngere
Zeitraume fortbestehen. Fiir P. falciparum sind dies 6 — 8 Monate, bei anderen
Plasmodienspezies ziehen sich diese Zeitrdume iiber Jahre, bis hin zu {iber 30 Jahren bei P.
malariae. Hierbei kann es zu einem chronischen Krankheitsverlauf kommen, der sich

kontinuierlich verschlechtert [33].

Der kritischste Krankheitsverlauf ist bei der Malaria tropica zu beobachten, er kann sogar
lebensbedrohlich werden. Kausal hierfiir sind Besonderheiten der durch P. falciparum
parasitierten Erythrocyten. Im elektronenmikroskopischen Bild der Erythrocyten kann man eine
,pockennartige“ Oberfldchenstruktur erkennen. Sog. knobs bilden hier leichte Ausstiilpungen der
Zellmembran. Diese Strukturen tragen dazu bei, dass die befallenen Erythrocyten an den
Winden feiner Kapillaren festhaften. Die Folgen hiervon sind Stase, Azidose, perivaskulédre
Odeme und petechiale Blutungen. Hierbei kommt es schlieRlich zu Organlésionen. Ist das Gehirn
davon betroffen, spricht man von zerebraler Malaria, welches die haufigste Todesursache der
Malaria tropica ist. Ebenfalls von den Organlédsionen kénnen die Nieren, die Lungen, das Herz
und der Magen-Darm-Trakt betroffen sein [33].

Malaria kann leicht mit einer gewdohnlichen Grippe verwechselt werden, da beiden
Erkrankungen Kopf- und Gliederschmerzen sowie eine erniedrigte Zahl von Leukocyten zu
eigen sind [33].

1.3 Gegenwartige Therapiestrategien

Gegenwartig kann Malaria vollstandig verhindert sowie therapiert werden [15]. Ein grofer
Fokus liegt dabei auf der prinzipiellen Pravention einer Erkrankung, durch die Vektorkontrolle
[15]. Fiir Reisen in Malariaendemiegebiete besteht die Moglichkeit einer Chemoprophylaxe.
Entsprechende Empfehlungen werden von dem CDC sowie der DTG erteilt [36][37][38].

Die bis heute gebrduchlichen Medikamente zur Prophylaxe sowie Therapie von Malaria kann
man grob in wenige Substanzklassen einordnen. Dabei kennt man die folgenden chemischen
Familien: 4-Aminochinoline, Arylaminoalkohole, 8-Aminochinoline und Sesquiterpenlactone
(oder Artemisinine). Eine heterogene Gruppe von Wirkstoffen sind die Antifolate, Hemmstoffe
der Atmungskette und Antibiotika [39][40]. Den gegenwiértigen Goldstandard zur Behandlung
von Malaria stellen Artemisinin basierte Kombinationspraparate dar (ACTs, engl. artemisinin-
based combination therapies) [41]. Die WHO empfiehlt sie etwa zur Bekdmpfung von

P. falciparum Malaria oder P. vivax Malaria, in denjenigen Gebieten, in welchen P. vivax eine
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Chloroginresistenz entwickelt hat. Es treten jedoch zusehends Resistenzen der Parasiten
gegeniiber den gegenwartigen Wirkstoffen auf. In der erweiterten Mekong-Subregion (Greater
Mekong Subregion) ist hiervon auch Artemisinin betroffen [15]. Um auch in Zukunft eine
hinreichende Medikation von Malaria gewdhrleisten zu konnen, besteht ein kontinuierlicher
Bedarf neuer Wirkstoffziele. Das antioxidative System von Plasmodium stellt sich als

potentieller Kandidat dar.

1.4 Oxidativer Stress und Plasmodium

Zellen sind permanent oxidativem Stress ausgesetzt. Innerhalb der Atmungskette wird O, zu
zwei Molekiilen H,O reduziert. Diese Reaktion wird durch die Cytochrom-C-Oxidase katalysiert
[42]. In seltenen Féllen verlduft dieser Prozess jedoch unvollstindig und es werden partiell
reduzierte reaktive Sauerstoffspezies (ROS) freigesetzt [43]. Diese reagieren bereitwillig mit
einer Vielzahl zellulirer Komponenten, darunter Proteine, Zellmembranen und Nukleinsduren
[44][45][46]. Um solche Schdden zu verhindern, sind Zellen mit einer Armada antioxidativer
Effektoren ausgestattet, darunter Superoxiddismutase, Katalase und Glutathionperoxidase in
Verbindung mit Glutathion (GSH) [43]. Nichtsdestotrotz ist oxidativer Stress auch in
verschiedenen pathologischen Prozessen relevant, darunter finden sich neurodegenerative
Erkrankungen wie Parkinson oder Alzheimer oder auch Krebs [47][48]. Oxidativer Stress kann
jedoch auch von positivem Nutzen sein. So verwenden Neutrophile unter anderen Mechanismen
auch von der NADPH-Oxidase produzierte ROS, um Mikroben abzut6ten [49].

Auch im Zusammenhang mit Malaria ist oxidativer Stress von hoher Relvanz. Eine Glucose-6-
phosphat-dehydrogenase-Defizienz (G6PDH), die weltweit hédufigste Enzymopatie, geht mit
einer erhohten Resistenz gegeniiber Malaria einher [50]. Dies ist von besonderem Interesse,
wenn man berticksichtigt, dass die G6PDH fiir die Produktion von NADPH relevant ist. Die
primdre Aufgabe von NADPH in Erythrocyten besteht schlieflich in der Reduktion von GSSG
(oxidierte Form des Glutathions) zu GSH [42]. Ein G6PDH-Mangel wirkt sich somit auf das
Redoxgleichgewicht in Erythrocyten, und somit auf die direkte Umgebung der intrazelluldren
Stadien von Plasmodium, aus. Die Entgiftung von ROS ist eine Herausforderung fiir
Erythrocyten, die mit Plasmodium infiziert sind. Ausgehend von dem Metabolismus der
Parasiten werden groflere Mengen redox-reaktiver Nebenprodukte erzeugt. Die Degradierung
von Hamoglobin durch Plasmodium fiihrt zur Produktion von freiem Haem und ROS. In Folge
dessen sind die Parasiten direkt oxidativem Stress ausgesetzt. Um trotzdem das notige
Redoxgleichgewicht aufrechtzuerhalten, weist Plasmodium ein effektives antioxidatives
Abwehrsystem auf. Hierzu zédhlen in erster Linie GSH aber auch kleine, antioxidative Proteine

wie Thioredoxin, Glutaredoxin, Peroxiredoxin sowie Plasmoredoxin [51]. Wie dieses
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antioxidative Abwehrsystem genau aufgebaut ist, kann Abb. 1.3 entnommen werden. Letztlich
wird die Last des oxidativen Stresses dabei durch ein komplexes Netzwerk antioxidativer
Effektoren auf NADPH iibertragen. Die Redoxdquivalente, welche somit letztlich den oxidativen
Stress abfangen, werden dabei sowohl durch den Pentosephosphatweg des Parasiten sowie des
Erythrocyten bereitgestellt. Somit erkldrt sich auch, warum ein G6PDH-Mangel eine gewisse
protektive Wirkung gegen Malaria entfaltet. Die oxidative Last des Parasiten wird durch diese
Enzymopathie erhoht. Becker et al. beschreiben, dass die Erhhung des oxidativen Stresses eines

der vielversprechensten Prinzipien fiir eine Antimalariachemotherapie darstellt [51].
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Abb. 1.3: Das antioxidative Abwehrsystem des Malariaparasiten Plasmodium.

Plasmodium ist aufgrund seines Metabolismus innerhalb des Erythrocyten permanent oxidativem Stress
ausgesetzt. Um dieser Herausforderung gerecht zu werden, weisen die Parasiten ein hochst ausgekliigeltes,
antioxidatives Schutzsystem auf. Hierbei werden die Elektronen letztendlich auf NADPH iibertragen. Die
notigen Reduktionsdquivalente werden dabei sowohl von dem Pentosephoshatweg des Parasiten sowie des
Erythrocyten bereitgestellt. Das Schema wurde nach Becker et al. modifiziert [51].

1.5 Der Pentosephosphatweg und NAD(P)

Da der Pentosephosphatweg in finaler Konsequenz die Reduktionsdquivalente bereitstellt,
welche Plasmodium bendtigt, um oxidativen Stress bewdltigen zu koénnen, soll dieser

physiologisch héchst wichtige Stoffwechselweg hier noch einmal kurz beschrieben werden.

Der Pentosephosphatweg ist fiir sdmtliche Organismen von essentieller Bedeutung.
Namensgebend fiir diesen Stoffwechselweg ist dabei eines seiner Endprodukte, es ist dies
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Ribose-5-phosphat, ein Zucker mit fiinf Kohlenstoffatomen. Dieser Zucker ldsst sich
wiederfinden als struktureller Bestandteil samtlicher Nukleotide, also von DNA und RNA und
dariiber hinaus von ATP, NAD, NADP, FAD sowie Coenzym A. Im Weiteren deckt der
Pentosephosphatweg den NADPH-Bedarf zu einem Groflteil ab. Man kann den
Pentosephosphatweg in zwei Phasen untergliedern. In einer ersten oxidativen Phase wird unter
das Ausgangssubstrat Glucose-6-phosphat sukzessive oxidiert. Wahrend dieses Prozesses werden
auch Ribose-5-phosphat und NADPH synthetisiert. In einer zweiten nichtoxidativen Phase kann
Ribose-5-phosphat in Zwischenprodukte der Glykolyse iiberfiihrt werden. Dies ist notig, da
verschiedenste Zellen einen weit hoheren Bedarf an Reduktionsdquivalenten fiir reduktive
Biosynthesen aufweisen als an Nukleotiden. Durch Transketolase und Transadolase ist
schlieBlich eine reversible Verbindung zwischen Glykolyse und Pentosephosphatweg gegeben.
Katalysiert wird der erste Schritt des Pentosephosphatwegs durch die Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase [42].

1.6 NAD(P) und seine Aufgaben

Den beiden Pyridinnukleotiden NAD und NADP kommt eine Schliisselposition innerhalb des
Energiemetabolismus zu. Beide fungieren dabei als Cofaktoren in einer Vielzahl von
Redoxreaktionen [52]. So wie ATP ein carrier aktivierter Phosphorylgruppen ist, so sind NADH
und NADPH carrier fiir aktivierte Elektronen, die ein hohes Energiepotential aufweisen. Diese
Elektronen hoher Energie werden dabei von beiden Molekiilen in Form eines Hydridions
aufgenommen. Doch warum gibt es zwei Molekiile, denen effektiv eine identische Aufgabe zu
kommt und, die sich zudem nur in einer Phosphorylgruppe unterscheiden? Die
Phosphorylgruppe dient quasi als Marker, um zwischen Elektronen fiir den Anabolismus und
Katabolismus unterscheiden zu kénnen. NADH dient dabei als aktiviertes carrier-Molekiil fiir
Elektronen, die aus der Oxidation von Brennstoffmolekiilen stammt. Letztendlich dient NADH
also zur Erzeugung von ATP, wobei es in der Atmungskette oxidiert wird und das Hydridion
somit wieder abgibt. NADPH dagegen ist ein Transportmittel von Elektronen, welche nahezu
ausschliefllich fiir reduktive Biosynthesen bestimmt sind. In Pflanzen kann NADPH direkt
innerhalb der Photosynthese durch die Ferredoxin-NADP*-Reduktase gewonnen werden. Davon
abgesehen stellt der Pentosephosphatweg die Quelle des meisten NADPH dar, welches in
reduktiven Biosynthesen Verwendung findet [42]. Interessant ist auch das Zusammenspiel von
NADPH und GSH, welches bereits bei der Darstellung des Oxidationsstresses von Plasmodium
angesprochen wurde. Wie man in Abb. 1.3 erkennt, ist NADPH ndmlich dazu in der Lage, sein

Reduktionspotential auf GSH zu {ibertragen.

Die absolut essentielle Rolle von NAD(P) innerhalb des Energiemetabolismus ist somit
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offenkundig. Neueste Erkenntisse belegen jedoch, dass NAD(P) auch die Funktion eines
Signalmolekiils innewohnt. Bei der Mono- sowie Poly-ADP-Ribosylierung wird eine oder
mehrere ADP-Riboseeinheiten auf ein Protein {ibertragen. Als Donor dieser Gruppe dient NAD,
wobei Nicotinamid abgespalten wird. Diese posttranslationale Proteinmodifikation ist dabei in so
fundamentale, zelluldre Prozesse wie Apoptose, Zellzyklusregulation, DNA-Reparatur und
Transkription involviert. NAD(P) kann im Weiteren auch in zyklische ADP-Ribose umgewandelt
werden, ein Molekiil, welches die Calciumfreisetzung beeinflusst. Dies sind nur zwei von
mehreren Beispielen, bei denen NAD(P) an Signaltransduktionen beteiligt ist [52].

1.7 NAD(P)-Synthesewege und die daran beteiligten Proteine

Die Nutzung von NAD(P) stellt sich also als ein zyklischer Prozess dar, in dem NAD(P) erst
durch die Addition eines Hydridions reduziert wird, somit selbst als Reduktionsdquivalent
fungieren kann und in einer Redoxreaktion durch Ubertragung seiner beiden aktivierten
Elektronen auf ein anderes Molekiil wiederum oxidiert wird. Hierbei wird das carrier-Molekiil
NAD natiirlich nicht verbraucht. Nichtsdestotrotz ist eine kontinuierliche Biosynthese von NAD
unabdingbar. Bei Zellteilung und Zellwachstum darf es zu keiner Verknappung von NAD
kommen. Bei den angesprochenen Signalprozessen wird NAD selbst konsumiert und muss
wieder ersetzt werden. Ausgehend von diesem kontinuierlichen Verbrauch des NAD ist der
Bedarf einer steten Biosynthese des Molekiils offenkundig. 1958 deckten Preiss und Handler den
klassischen nach ihnen benannten Stoffwechselweg zur NAD-Synthese auf [53][54]. Der Preiss-

Handler-Weg besteht aus einer Triade der nachfolgend beschriebenen Reaktionen:
(1) Nicotinsédure + PRPP — NaMN + PP;
(2) ATP + NaMN - NaAD + PP;
(3) NaAD + Glutamin + ATP - NAD + Glutamtat + AMP + PP;

Im ersten Schritt wird Nicotinsdure mit Phosphoribosylpyrophosphat (PRPP) durch die
Nicotinsdure-Phosphoribosyltransferase (NaPRT) in Nicotinsduremononukleotid (NaMN) und
Pyrophosphat (PP;) umgewandelt. Aus den beiden Mononukleotiden NaMN und ATP kann
darauf Nicotinsdureadenindinukleotid (NaAD) hergestellt werden, wobei ebenfalls PP;
freigesetzt wird. Katalysiert wird diese Reaktion durch die Nicotinsduremononukleotid-
Adenylyltransferase. Im letzten Schritt wird NaAD unter Verbrauch von Glutamin und ATP zu
dem Endprodukt NAD (ehemals auch als Diphosphopyridinnukleotid, kurz DPN bezeichnet)
umgesetzt, wobei als Nebenprodukte auch AMP und wiederum PP; entstehen. Bei diesem Schritt
ist die NAD-Synthetase (NADS), oftmals falschlich als NAD-Synthase bezeichnet, beteiligt.
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Abb. 1.4: Der NAD(P) Stoffwechsel im Uberblick.

Es bestehen verschiedenste Pfade, die eine Synthese von NAD(P) ermdglichen. Die Abbildung konzentriert
sich auf die wichtigsten Ausgangssubstanzen und die aus ihnen gebildeten Zwischenprodukte, welche
schlieBlich in der Synthese von NAD(P) resultieren. Die jeweiligen Reaktionspartner sind zu Gunsten einer
besseren Ubersichtlichkeit nicht eingezeichnet, sie kénnen jedoch im FlieRtext nachgeschlagen werden. Die
Abbildung wurde mit GChemPaint erstellt. Sie ist angelehnt an Délle et al. sowie Galassi et al. [55][56].

Wie man heute weils, stellt der Preiss-Handler-Weg jedoch nicht die einzige Moglichkeit zur
NAD-Synthese dar. In Tieren wird NAD {iiberwiegend ausgehend von dem Vitamin B3, auch
Niacin genannt, abgedeckt. Dabei fasst man unter Niacin neben Nicotinsdure auch Nicotinamid
zusammen. Letzteres kann iiber eine Nicotinamid-Phosphoribosyltransferase (NamPRT) in
Nicotinamidmononukleotid (NMN) {iberfiihrt werden, wobei ebenfalls PRPP verbraucht wird
[55]. Es gibt zudem noch eine weitere Moglichkeit NMN zu erstellen. Nicotinamidribosid kann
durch die Nicotinamidribosidkinase (NamRK) ebenfalls in das Mononukleotid NMN verwandelt
werden, wobei die nétige Phosphorylgruppe von ATP stammt [57]. NMN kann direkt mit ATP zu
NAD fusioniert werden. Katalysiert wird dieser Schritt durch die Nicotinamidmononukleotid-
Adenylyltransferase (NMNAT) [55]. Interessant ist hierbei, dass es sich bei NaMNAT und
NMNAT oftmals um ein und dasselbe Enzym handelt, obwohl man beide fiir gewohnlich auch in
der EC Nomenklatur voneinander unterscheidet (NaMNAT EC 2.7.7.18, NMNAT EC 2.7.7.1).
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Ein Beispiel fiir diese duale Substratspezifitdt sind die humanen NMNAT-1 und NMNAT-3 [58].
Damit sind die Wege zur NAD-Synthese jedoch noch immer nicht erschopft. Auch fiir
Nicotinsdureribosid besteht die Moglichkeit, durch eine Kinase (Nicotimsdureribosidkinase,
NRK) in NaMN umgewandelt zu werden. Zuletzt kann auch die essentielle Aminosdure
Tryptophan zur NAD-Synthese herangezogen werden. Hierzu muss Tryptophan jedoch zuerst
zur Chinolinsdure (Qa) degradiert werden. Aus Qa kann gemeinsam mit PRPP unter
Decarboxylierung von Qa ebenfalls NaMN hergestellt werden, katalysiert durch die Qa-
Phosphoribosyltransferase (QaPRT) [55]. Zudem kann durch eine Nicotinamidase zwischen
Nicotinsdure und Nicotinamid konvertiert werden [59]. In einem letzten Schritt kann aus NAD
durch die NAD-Kinase (NADK) schlieflich noch NADP erstellt werden.

In Abhédngigkeit von dem jeweiligen Organismus kann man schlief8lich vier verschiedene Wege
als Quelle des Pyridinrings fiir die NAD-Synthese ausfindig machen. Hierzu zéhlen die de novo
Synthese, bei dem QA iiber Tryptophan erstellt wird. Im salvage pathway kénnen Nicotinsdure
und Nicotinamid recycled werden. SchlieRlich gibt es noch den Preiss-Handler unabhédngigen
Syntheseweg, wobei Nicotinamid- und Nicotinsdureribosid durch ihre jeweiligen Kinasen zu den
entsprechenden Mononukleotiden umgewandelt werden [56].

1.7.1 NAD(P) und Plasmodium

Dass NADP fiir das Uberleben der Plasmodium von essentieller Bedeutung ist, da es den
Parasiten ermoglicht, mit einem hohen Maf von oxidativem Stress umzugehen, wurde bereits in
Abschnitt 1.4 (siehe S. 10ff sowie Abb. 1.3 Seite 11) erortert. Aber auch NAD scheint fiir
Plasmodium von hoher Relevanz zu sein. So konnte bereits 1990 von Zerez et al. gezeigt
werden, dass in P. falciparum infizierten Erythrocyten bei einer Parasitdmie von 66 %, der NAD-
Gehalt um ungefdhr das Zehnfache erhoht war. Die NADP-Konzentration war dagegen nicht
signifikant erhoht. Der observierte Anstieg der NAD-Konzentration kénnte dabei auf eine
erhohte Aktivitdt von NaPRT, NamPRT sowie Nicotinamidase in den infizierten Erythrocyten
deuten. Die erhhte NAD-Konzentration scheint dabei auf NAD-Synthese durch Nicotinsaure als
auch Nicotinamid zuriickzufiihren zu sein. Ferner vermuten die Autoren, dass die Parasiten bei
ihrer Vermehrung auf groere Mengen NAD angewiesen sind und eine Inhibition der Synthese
einen Effekt gegen Malaria ausiiben konnte [60]. Diese gemessen hohen NAD-Konzentrationen
erscheinen konsistent mit den Ergebnissen von Olszewski et al., denn die Autoren konnten eine
substantielle Verknappung von NAD innerhalb des Kulturmediums spédter Trophozoiten- sowie
Schizontenstadien feststellen [61]. Zudem zeigen Genomdaten, dass Plasmodien die Féahigkeit
zur de novo Synthese von Purinringen verloren haben. Somit sind sie abhdngig von der

Aufnahme von Purinnukleotiden und -basen durch den Wirt. Gleiches gilt fiir die Aufnahme von
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Nicotinsdure sowie Nicotinamid [62]. Hieraus folgern Olszewski et al., dass entweder die
Aufnahme von Niacin oder die Synthese von NAD ein potentielles drug target darstellen [61].
Da der Parasit direkt nach dem Eindringen in Erythrocyten grundlegende Modifikationen der
Wirtszelle hervorruft, um einen Austausch von Metaboliten mit dem Wirt zu ermdoglichen,
erscheint dies nur konsequent [63][61]. AulRerdem konnten O'Hara et al. nachweisen, dass eine
gezielte Inhibition der plasmodialen NaMNAT das Wachstum von P. falciparum in vivo hemmt
[64].

In Erythrocyten scheint die NAD-Synthese ausschliel$lich iiber den salvage pathway zu erfolgen.
Dabei wird einerseits der Preiss-Handler-Weg genutzt und zudem Nicotinamid sowie
Nicotinamidribosid [60][65][64]. Eine Synthese iiber Chinolinsdure ist nicht gegeben [66]. Nach
gegenwadrtigen Erkenntnissen verldsst sich Plasmodium exklusiv auf den Preiss-Handler-Weg,

kann jedoch auch Nicotinamid iiber eine Nicotinamidase nutzen [64][67].

® ® ? ? ?
f v Amidase \ \ ¢ NP ¢ # \
Na «—— Nam - NR——Nam Na
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© Qo [}
T NaMN @ NMN NaMN T
[ 3 ¢
&) \NaMNAT <zE Nmnatl /\IaMNAT&’
NaAD M» NAD NAD M NaAD

& Plasmodium J Erythrocyt /

Abb. 1.5: NAD-Metabolismus von Plasmodium und Erythrocyt.

Sowohl Plasmodium als auch Erythrocyten nutzen zur NAD-Synthese den Preiss-Handler-Weg. Zudem kann
der Erythrocyt noch einen Preiss-Handler unabhéngigen salvage pathway nutzen. Substrate, welche aus dem
Medium respektive Erythrocyten aufgenommen werden, sind mit einem Pfeil, der am Ende einen Punkt tréagt,
gekennzeichnet. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die PfNaMNAT auch direkt Nam
umsetzen kann. Die Abbildung ist angelehnt an O'Hara et al. [64]. Die Abkiirzungen der Enzyme stimmen mit
dem iibrigen Text {iberein. Substrate respektive Produkte sind wie folgt abgekiirzt: Na = Nicotinsdure, Nam =
Nicotinamid, NaAD = Nicotinsdureadenindinukleotid, NAD = Nicotinamidadenindinukleotid, NaMN =
Nicotinsduremononukleotid, NMN = Nicotinamdimononukleotid, NR = Nicotinamidribosid.
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1.8 Zielsetzung dieser Arbeit

Nach Schatzungen der WHO ist nahezu die Hélfte der Weltbevolkerung (3,4 Milliarden) davon
bedroht, an Malaria zu erkranken [15]. Zudem ist Malaria nach wie vor die wichtigste
Tropenkrankheit. Das Auftreten medikamentenresistenter Plasmodium-Stamme erschwert jedoch
zusehends die Behandlung der Krankheit [68][69]. Damit auch in Zukunft eine effiziente
Therapie dieser Parasitose gegeben ist, bedarf es eines umfassenden Verstdndnisses des
Stoffwechsels von Plasmodium. Dieses Wissen kann schlieflich dazu genutzt werden neue
potentielle Wirkstoffziele aufzufinden. Ein moglicher Kandidat hierfiir ist das antioxidative
Abwehrsystem, welches in hochstem MaRe von NADPH abhéngig ist. Der intraerythocytére
Stoffwechsel von Plasmodium verursacht permanent oxidativen Stress. Die dafir
verantwortlichen ROS werden {iber verschiedene antioxidative Effektoren entgiftet wobei
NADPH als finales Reduktionsmittel fungiert. NADPH ist somit fiir das Uberleben der Parasiten
von zentraler Bedeutung. Zudem weisen infizierte Erythrocyten einen stark erhéhten NAD-
Spiegel auf und es konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition der NaMNAT von P. falciparum
das Wachstum des Parasiten hemmt. Angesichts dieser Fakten stellt sich die NAD-Synthese von

Plasmodium als hochst attraktives Wirkstoffziel dar.

Ausgehend von diesen Uberlegungen sollten im Rahmen dieser Arbeit einige der Enzyme des
Preiss-Handler-Weges bei P. falciparum néher untersucht werden. Ziel war dabei eine
strukturelle sowie kinetische Charakterisierung. Ein besonderer Fokus wurde auf NaMNAT
gelegt, da dieses Enzym eine hochst wichtige Schliisselposition aufweist. Hierbei sollte die
Substratprdferenz der Plasmodium NaMNAT genauer untersucht werden, denn von den
bekannten NaMNATs konnen nur einige die beiden Substrate NaMN und NMN in gleichem
MafRe verwerten. Es konnte gezeigt werden, dass NaMNAT eine duale Substratspezifitit aufweist
und neben NaMN auch NMN umsetzen kann. Daher ist es moglich, die NADS zu iibergehen. Im
Weiteren konvergieren sdmtliche bekannten NAD-Synthesewege bei NaMNAT. Um die
geplanten Untersuchungen durchfiihren zu kénnen, musste zunédchst die heterologe Expression
der jeweiligen Gene in E. coli etabliert werden. Da die Proteinkristallisation hdochste
Anforderungen an die Reinheit sowie konformationelle Homogenitdt der zu kristallisierenden
Proteine stellt, mussten addquate Reinigungsprotokolle etabliert werden. Schlie8lich sollte, die
ab initio Kristallisation der PfNaMNAT erzielt werden. Hier galt es zuerst verschiedene
Kiristallisationsstrategien zu testen, wobei die Kristallisation des Proteins im Rahmen von ca.
15.000 Kiristallisationsansdtzen optimiert wurde. Eine Herausforderung fiir jedes
Strukturaufklarungsprojekt stellt die Uberwindung des Phasenproblems dar. Hierfiir galt es eine
geeignete Strategie zu finden. Schlieflich gelang die Strukturaufkldarung der PNaMNAT in zwei
verschiedenen Cokristallisationen. Neben der NaMNAT sollten noch weitere Proteine

kristallisiert werden, darunter auch das redoxaktive Protein Plasmoredoxin (Plrx).
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2 Material und Methoden

Prozentangaben zu Fliissigkeiten sind ausschliellich als Volumenprozent (v/v) zu verstehen. Die

jeweiligen Angaben zu Losungen von Feststoffen beziehen sich dagegen auf das Gewicht (w/v).

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

Acrylamid-Bisacrylamid-Stamml6sung
(Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1))
Agar-Agar

Agarose (peqGOLD Universal Agarose)
Albumin Fraktion V (BSA)

APS

6-Aminohexansdure

L-Ascorbinsdure
Ammoniummolybdat-Tetrahydrat

ATP

Bicin

Bis-Tris

Bradford-Reagenz (Bio-Rad Protein Assay)
Bromphenolblau

Calciumchlorid

Carbenicillin

Chloramphenicol

Citronensdure

Coomassie Brilliant Blue R250
Cumarinsdure

Cystatin

Diamid

DTT

DMSO

EDTA

Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid
L-Glutamat-Natriumsalz-Monohydrat
Glycerin

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

PegLab, Erlangen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Bio-Rad, Miinchen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
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Chemikalien Hersteller

Glycin Roth, Karlsruhe

Hefeextrakt Oxoid, Basingstroke, England
HEPES Roth, Karlsruhe

Imidazol Roth, Karlsruhe

IPTG Roth, Karlsruhe
Kaliumchlorid Roth, Karlsruhe
Kanamycinsulfat Roth, Karlsruhe

Luminol Sigma-Aldrich, Steinheim

Magnesiumchlorid (1 M Lsg.)
2-Mercaptoethanol
MES

Methanol
Methylenblau
Milchpulver
MOPS

MPD

NAD*

NADH

NADP*

NADPH

NaMN
Non-hydrolyzable ATP Test Kit
NMN
Natriumacetat
Natriumcitrat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natronlauge

PEG 200

PEG 400

PEG 550-MME
PEG 600

PEG 1000

PEG 1500

PEG 2000-MME
PEG 3000

PEG 3350

PEG 4000

PEG 5000-MME
PEG 6000

PEG 8000

PEG 10000

Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Biomol, Hamburg
Biomol, Hamburg
Biomol, Hamburg
Biomol, Hamburg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Jena Bioscience, Jena
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fluka

Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fluka

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim & Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Chemikalien Hersteller
PEG 20000 Roth, Karlsruhe
Pepstatin Sigma-Aldrich, Steinheim

Phosphatdetektionskit, MicroMolar Phosphate ProFoldin, Hudson, USA
Assay Kit

Ponceau S Sigma-Aldrich, Steinheim
Rhamnose Becton Dickinson, Heidelberg
Rubidiumchlorid Roth, Karlsruhe
Salzsdure Roth, Karlsruhe
SDS Roth, Karlsruhe
TCEP Sigma-Aldrich, Steinheim
Temed Sigma-Aldrich, Steinheim
Tiazofurin Toronto Research Chemicals, Toronto, Kanada
TRIS Roth, Karlsruhe
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Steinheim
Trypton/Pepton Roth, Karlsruhe
Tween 20 Roth, Karlsruhe
Wasserstoffperoxid Roth, Karlsruhe
2.1.2 Gerate
Gerat Hersteller
Autoklav Webeco, Bad Schwartau
Autoklav VX-95 Systec, Wettenberg
Brutschrank Function Line T 12 Heraeus, Hanau
Digitalscanner Scanjet 4070 Photosmart Hewlett-Packard GmbH, Boblingen
Digitalthermometer GTH1160 Greisinger Electronic, Regenstauf
Elektrophoresekammer Mini-PROTEAN 3 Cell Bio-Rad, Miinchen
Elektrophoresekammern B1, B1A, B2 Owl Separation Systems Inc., Portsmouth, USA
Elektroporator, Einzelkomponenten: Bio-Rad, Miinchen

* GenePulser Xcell

* Shock Pod

* CE Modul

*  PC Modul
Feinwaage ABT 120-5 DM Kern, Balingen
Feinwaage AJ100 Mettler-Toledo, GielRen
Filmentwickler Optimax TR MS Laborgerite, Heidelberg
Flockeneisbereiter FBOC Icematic Deutschland, Meerbusch
FPLC-System Akta, Einzelkomponenten: GE Healthcare, Freiburg

* Pumpe P-920
*  Monitor UPC-900
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Gerat

Hersteller

* Valve INV-907

* Mixer M-925

» Fraktionssammler Frac-900

» Séule XK16/60
Geldokumentationsanlage GelDoc 2000
Heizblock neoBlock II
Heizblock Thermomixer comfort
Kiristallisationsroboter Honeybee 961 mit

* Peristaltikpumpe Masterflex® US®

*  Vakuumpumpe 6035A080-02
Kristallisationsroboter mosquito Crystal
Inkubationsschiittler, Einzelkomponenten:

* Heizeinheit certomat® H

* Schiitteleinheit certomat® R
Inkubationsschiittler, Einzelkomponenten:

* Brutschrank mytron

* Orbital Shaker
Inkubationsschiittler KS 500
Inkubationsschiittler SM25
Magnetriihrer RCTbasic
Magnetriihrer color squid
Mehrkanalpipette Discovery 1 — 10 pl
Mehrkanalpipette Discovery 20 — 200 pl
Mehrkanalpipette Transferpette 2 — 20 pl
Mehrkanalpipette Viaflo 125 pl (elektronisch)
Mikrotiterplatten-Leser Infinite M200
PCR-Cycler Mastercycler
PCR-Cycler Mastercycler gradient
pH-Meter
Pipette Eppendorf Research 0,1 — 2,5 pl
Pipette Pipetman P10, P20, P100, P200, P1000
Pipettierroboter Lissy
Reinstwasseranlage Optilab Plus
Spektrophotometer Beckman DU 650
Spektrophotometer Genesys 10 UV scanning
Spektrophotometer NanoDrop ND-1000
Spektrophotometer BioPhotometer
Spektrophotometer U-2001
Spannungswandler Power Pac 300 und 1000

Stereomikroskopiesystem, Einzelkomponenten:

*  Mikroskop M165 C

Bio-Rad, Miinchen

neoLab, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
Digilab, Marlborough, USA

TTP Labtech, Melbourn, England
B. Braun, Melsungen

Thermo Scientific, Dreieich

Junke & Kunkel, IKA®-Werke, Staufen
Edmund Biihler GmbH, Tiibingen
IKA®-Werke, Staufen

IKA®-Werke, Staufen

HTL Lab Solutions, Warschau, Polen
HTL Lab Solutions, Warschau, Polen
BRAND GmbH, Wertheim

INTEGRA Biosciences GmbH, Fernwald
Tecan Group Ltd., Madnnedorf, Schweiz
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Knick, Berlin

Eppendorf, Hamburg

Gilson, Middleton, USA

Zinsser Analytic, Frankfurt
MembraPure, Henningsdorf

Thermo Scientific, Dreieich

Thermo Scientific, Dreieich

Thermo Scientific, Dreieich
Eppendorf, Hamburg

Hitachi, Schwabisch Gmiind

Bio-Rad, Miinchen

Leica Mikrosysteme, Wetzlar
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Gerat

Hersteller

Beleuchtung KL.1500 LED

Kamera EC 3
Stereomikroskopiesystem, Einzelkomponenten:
Mikroskop SMZ1000

Standful C-DSS230

Tischzentrifuge 5415R

Tischzentrifuge MiniSpin
Ultraschall-Homogenisator Sonopuls GM2070
Ultraschallwasserbad Sonorex RK100
Vakuumzentrifuge, Einzelkomponenten:
SpeedVac® SPD111V

GelPump GP110

Vortex-Mixer MS2 Minishaker

Waage 474-32 (0,5 - 620 g)

Waage 440-47N (bis 2 kg)

Western Blot Trans-Blot® SD Semi-dry
transfer cell

Zentrifuge Megafuge 1.0R

Zentrifuge Sorvall RC 6+

Zentrifugenrotoren SS-34 und F9S-4x1000y

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Nikon GmbH, Diisseldorf

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Bandelin, Berlin

Bandelin, Berlin

Savant, Thermo Scientific, Dreieich

IKA®-Werke, Staufen
Kern, Balingen

Kern, Balingen
Bio-Rad, Miinchen

Thermo Scientific, Dreieich
Thermo Scientific, Dreieich
Thermo Scientific, Dreieich

Material

Hersteller

Abdeckfolie, EasySeal™ transparent 79 x 135
mm

Abdeckfolie, Silverseal, Aluminium 80 x 140
mm

Alufolie alio

Chemolumineszenzfilm Amersham
Hyperfilm™ ECI

Deckgléser & 21 mm

Deckgléser & 22 mm, rund, silikonisiert
DNA-Auftragspuffer 6x

DNA-Dye NonTox

Einmalréhrchen, PP, 15 ml
Einmalrohrchen, PP, 50 ml
Einwegspritzen 1 ml Plastipak™
Einwegspritzen 10 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen

FORA Folienfabrik GmbH, Radolfzell
GE Healthcare, Freiburg

Gerhard Menzel GmbH (Thermo Scientific),
Braunschweig

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Thermo Scientific, Dreieich

Applichem GmbH, Darmstadt

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Becton Dickinson, Madrid, Spanien

B. Braun, Melsungen
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Material

Hersteller

Elektroporationskiivette, Gene Pulser 0,2 cm
Entsorgungsbeutel

Filtereinheit Rotrand 0,2 pm
Frischhaltefolie alio
Glaskapillaren/Mikropipetten 10 pl
Halb-Mikro-Kiivette 10 x 4 x 45 mm,
Polystyrol

Kaniile 0,70 x 50 mm

Klarsichtklebeband, Crystal Clear
Klarsichtklebeband, HDClear
Kiristallisationsplatte, 24 well, VDX Plate
Kiristallisationsplatte, 96 well, MRC 2 well
Linsenpapier

Masterblock, 96 well, 2 ml, V-Boden, natur
Membranfilter ME 25 0,45 pm & 50 mm
Microplatte, 96 well, PP, V-Boden, transparent

Microplatte, 96 well, PP, half area, fester
Boden, transparent

Multiply® PCR-Einzelgefald 0,2 ml
Parafilm M PM-996

Pasteurpipetten 150 mm Lange
Pasteurpipetten 150 mm Lange
Peleusball

Petrischalen 94x16

Pipettenspitze VIAFLO GRIPTIPS 125 pl,
unsteril

Pipettenspitze 200 pl

Pipettenspitze kristall, Volumen 0,1 — 10 pl
Pipettenspitze blau, Volumen 100 — 1000 pl
Pipettenspitzen Omnitip™ FastRack 10 pl
Pipettenspitzen Omnitip™ FastRack 200 pl
Polybead® Polystyrene 0,05 Micron
Microspheres

Préazisionswischtiicher
Roti®-PVDF-Membran

SafeSeal Reagiergefal, 0,5 ml

SafeSeal Reagiergefdl3, 1,5 ml

SafeSeal Reagiergefal3, 2 ml

Serologische Pipetten, 5, 10 und 25 ml
Silikonol 550

UV-Kiivette mikro

Zentrifugalkonzentrator Vivaspin 20, 3.000

Bio-Rad, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Whatman GmbH, Dassel

Wentus Kunststoff GmbH, Hoxter
BRAND GmbH, Wertheim
SARSTEDT, Niimbrecht

Unimed, Lausanne, Schweiz
MANCO® Inc., Avon, USA

ShurTec Brands, Avon, USA
Hempton Research, Aliso Viejo, USA
Jena Bioscience, Jena

Glaswarenfabrik Karl Hecht - "Assistent",
Sondheim

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Whatman GmbH, Dassel

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen

SARSTEDT, Niimbrecht

Bemis, Neenah, USA

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt

Wilhelm Ulbrich GdbR (WU Mainz), Bamberg
Deutsch & Neumann, Berlin

Greiner Bio-One, Frickenhausen

INTEGRA Biosciences GmbH, Fernwald

SARSTEDT, Niimbrecht
ratiolab®, Dreieich

ratiolab®, Dreieich

ULPLAST, Warschau

ULPLAST, Warschau
Polysciences, Inc. Warrington USA

Kimberly-Clark GmbH, Koblenz-Rheinhafen
Roth, Karlsruhe

SARSTEDT, Niimbrecht

SARSTEDT, Niimbrecht

SARSTEDT, Niimbrecht

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Merck, Darmstadt

BRAND, Wertheim

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen
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Material

Hersteller

MWCO
Zentrifugalkonzentrator Vivaspin 20, 10.000
MWCO
Zentrifugalkonzentrator Vivaspin 20, 20.000
MWCO

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen

Chromatographiematerial

Hersteller

Nickel-NTA-Agarose
Superdex 200 prep grade
TALON® Metal Affinity Resin

2.1.4 Komplettsysteme

Invitrogen, Carlsbad, USA
GE Healthcare, Freiburg
Clontech Laboratories Inc., Mountain View, USA

Material

Hersteller

HiSpeed® Plasmid Midi Kit (25)
PureYield™ Plasmid Miniprep System
QIAquick® PCR Purification Kit (250)
QIAquick® Spin Miniprep Kit (250)
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

QIAGEN, Hilden
Promega, Madison, USA
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
Promega, Madison, USA

2.1.5 Enzyme

Restriktionsenzym  Hersteller Verwendung Erkennungssequenz

Alul Fisher BioReagents = Kontrollverdau 5...ANGCT...3'

Dpnl Thermo Scientific Eliminierung von 5'...GA“ATC...3'
Ursprungsplasmiden

BamHI (FastDigest) = Thermo Scientific Klonierung 5...GAGATCC...3'

HindIII (FastDigest) = Thermo Scientific Klonierung 5..ANAGCTT...3'

Ncol (FastDigest) Thermo Scientific Klonierung 5'...CACATGG...3'

Xhol (FastDigest) Thermo Scientific Klonierung 5...CATCGAG...3'

Enzyme fiir PCR Hersteller Verwendung

Pfu DNA Polymerse Promega DNA-Amplifikation

GoTaq DNA Polymerase Promega DNA-Amplifikation

VELOCITY DNA Polymerase Bioline

DNA-Amplifikation

24



Material und Methoden

Weitere Enzyme Hersteller Verwendung

DNase I Roche DNA-Degration bei Zelllyse
Lysozym Sigma Zelllyse und Proteinkristallisation
Pyrophosphatase (anorganisch aus Hefe) Sigma Enzym-Assays

T4 DNA Ligase Thermo Scientific Ligation von DNA-Fragmenten

2.1.6 Antikorper

Antikorper Hersteller

Anti-His¢-Tag monoklonaler Antikérper unkonjugiert, aus Maus Dianova, Hamburg
Anti-Maus IgG (H+L) Peroxidase-konjugiert, aus Ziege Dianova, Hamburg

2.1.7 Zellstamme

E. coli Stamm Hersteller Verwendung

BL21 Invitrogen Proteinsynthese

KRX Promega Plasmidprdparationen, Proteinsynthese
M15 QIAGEN Proteinsynthese

XL1-Blue Agilent Technologies Plasmidpréparationen

2.1.8 Vektoren

Name Hersteller Antibiotikaresistenz
pET28a Novagen Kan
pET28a-NaMNAT Eigenherstellung Kan
pET28a-NaMNAT-C41A Eigenherstellung Kan
pET28a-NaMNAT-C43A Eigenherstellung Kan
pET28a-NaMNAT-C41A-C43A Eigenherstellung Kan
pET28a-NaPRT Eigenherstellung Kan
pQE30 QIAGEN Amp
pQE30-NaPRT Eigenherstellung Amp
pRSET A Invitrogen Amp
pRSET A-NaPRT Eigenherstellung Amp
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2.1.9 Oligonukleotide

Name Sequenz
NaMNAT C41A 5'-CATTTCTACATCTAGCTATAACTACCCA-3'
NaMNAT C43A 5'-GATTTATCATTTCTAGCTCTACATATAAC-3'

NaMNAT C41A C43A 5-GATTTATCATTTCTAGCTCTAGCTATAACTACCCA-3'
NaMNAT-NCcol (for) 5'-CGCCATGGGCCATAAGAATATATGTATATATGGAGGGTC-3'
NaMNAT-Xhol (revl) 5-GCGCCTCGAGATTAAAATCATATAAGTTATACTTTATAATATAATC-3'

NaPRT-HindIII 5-GCGCAAGCTTTTATTGATTTATGTGAGAATTTTTTATGAG-3'
NaPRT-Ncol 5'-CCACCATGGGACAAGGTAACAGGGAAAACTCCAAAG-3
NaPRT-Xhol 5'-CCTCATAAAAAATTCTCACATAAATCAACTCGAGGAG-3'
NaPRT-Seql 5-GTATGGAAGAAGGATCTGTTG-3'

T7 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3'

T7 term (AG Becker) 5-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3'

2.1.10 GrolRenstandards

PageRuler™ Prestained
Protein Ladder
kDa
s - ~1T0
_....13u_
" _n‘lm_'
— - ~T0 - -
- - ~55 -
e — ~40 |
— — "'35 — —
- ~25 | -
was "15 = S
- ~10 =
3 &
4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

Abb. 2.1: GroBenstandard fiir die Proteinreinigung sowie Western Blots.
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2.1.11 Kristallisations-screens

Zur Durchfiihrung von Proteinkristallisationsexperimenten wurden verschiedene kommerziell

erhiltliche Kristallisationsscreens verwendet.

Kristallisationsscreen Hersteller

Additive Screen HT HR2-138 Hampton Research, Aliso Viejo, USA
JBScreen Classic HTS I Jena Bioscience, Jena
JBScreen Classic HTS II Jena Bioscience, Jena
JBScreen Wizard 1 HTS Jena Bioscience, Jena
JBScreen Wizard 2 HTS Jena Bioscience, Jena
JCSG Core Suite I (NeXtal Tubes) QIAGEN, Hilden
JCSG Core Suite IT (NeXtal Tubes) QIAGEN, Hilden
JCSG Core Suite III (NeXtal Tubes) QIAGEN, Hilden
JCSG Core Suite IV (NeXtal Tubes) QIAGEN, Hilden
MPD Suite (PrNeXtal DWBIlock) QIAGEN, Hilden

Dartiiber hinaus kamen einige in der AG Becker selbst erstellte Kristallisationsscreens zum
Einsatz. Die einzelnen screens wurden unter Nutzung des Pipettierroboters ,,Lissy“ erstellt.

2.1.12 Verwendete Software

Diese Arbeit wurde grofStenteils unter Verwendung von freier Software erstellt. Als
Betriebssystem kamen verschiedene Versionen von openSUSE und Ubuntu, beides Linux-
Derivate, zum Einsatz. Unter diesen beiden Systemen erfolgte auch die kristallographische
Datenauswertung. Sofern Windows benotigt wurde, wurde es mittels VirtualBox virtualisiert.

Die folgende Liste gibt einen Uberblick iiber die genutzten Anwendungsprogramme.

ClustalX und ClustalW: Erstellen von Alignments fiir Sequenzvergleiche beim Klonieren.
T-Coffee: Erstellen von strukturbasierten Alignments, zum Vergleich verschiedener NaMNATSs.
Jalview: Visualisiertung von mit Clustal erstellten Alignments.

FinchTV: Visualisierung von Chromatogrammen von DNA-Sequenzierungen.

Chimera und PyMol: Darstellung von Proteinmodellen. Hiermit wurden auch
Strukturiiberlagerungen der verschiedenen homologen NaMNATs erstellt. Mit Chimera wurden
zudem Abstdnde innerhalb von Proteinmodellen vermessen sowie potentielle H-Briicken
identifiziert.

Coot und O: Diese beiden Programme dienten zur Darstellung von Elektronendichten sowie
dem Bearbeiten der Proteinmodelle.
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Phenix und CNS: Im Laufe des Verfeinerungsprozesses wurden hiermit neue Elektronendichten
sowie Proteinmodelle berechnet.

XDS: Dieses Programm diente zur Modellierung gemessener Reflexionen, der Integration ihrer
Intensitdten, der Korrektur und dem Skalieren der Daten sowie der Bestimmung der
Raumgruppe.

GChemPaint: Hiermit wurden chemische Strukturformeln gezeichnet.

DSSP: Mit diesem Programm konnten Sekundérstrukturen von Proteinmodellen bestimmt

werden.

dssp2pdb: Die durch DSSP bestimmten Sekundérstrukturmotive konnten hiermit in eine PDB-
Datei iibertragen werden.

LibreOffice: Mit dieser Sammlung von Office-Programmen wurde die Arbeit selbst erstellt.
Zudem diente das Tabellenkalulationsmodul zur Auswertung von Proteinkinetiken, nach
Michaelis-Menten. Hierzu wurde eine nicht lineare Regression erstellt. Zum Lodsen der
Regression diente der SCO Evolutionary Algorithm (Voreinstellungen: Beendigungsgrenze 70,
Beendigungstoleranz: 0,000001, Groe der Bibliothek: 210, Lernzyklen: 2000, SchwarmgrofSe:
70, Variablengrenzbereich: 3, Variablengrrenze raten: ja). Zudem wurde mit einer weiteren
Tabellenkalkulation die Schmelztemperatur von Primern berechnet.

Qtpfsgui: Hiermit wurden Belichtungsreihen einzelner Kristalle zu einem einzelnen Bild mit
erweitertem Dynamikumfang verarbeitet (high dynamic range, HDR).

JConcentrationConverter: Dieses selbst erstellte Java-Programm diente dem Berechnen von
Konzentrationsverhdltnissen innerhalb von Ligationsanséatzen.

Zudem kamen einige Web-basierte Dienste zum Einsatz (die Adressen wurden am 14.10.2014

abgerufen):
SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/): Zum Erstellen von Homologiemodellen.

SIAS (http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html): Zur Berechnung von Identitdten und
Ahnlichkeiten zweier Sequenzen.

GIF/PNG-Creator for 2D Plots of Chemical Structures (http://cactus.nci.nih.gov/gifcreator/):
Zum Erstellen von Strukturformeln aus SMILES-Codes.

2.2 Mikrobiologische Methoden

Fiir verschiedenste mikrobiologische Arbeitsschritte fand das Enterobakterium Escherichia coli

(E. coli) Verwendung. Die zur Anzucht des Bakteriums genutzten Ndhrmedien wurden durch
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Autoklavieren bei 120 °C fiir 30 min bei einem Druck von 2,5 bar sterilisiert. Nicht mehr
benotigte Bakterienkulturen wurden auf analoge Weise entsorgt. Weitere zur Arbeit genutzte
Gerdte wurden ebenfalls durch Autoklavieren oder ein Ethanolbad mit anschliefendem
Abflammen sterilisiert. Da alle Arbeitsschritte auf einer normalen Laborwerkbank erfolgten,
wurden verschiedene Mallnahmen getroffen, um Kontaminationen mit Fremdbakterien zu
vermeiden. Hierzu zdhlen der stete Zusatz von Antibiotika zu den Kulturmedien, die kiirzest
mogliche Exposition der Kulturmedien gegeniiber der Umgebung sowie ein in der Nidhe
befindlicher, entziindeter Bunsenbrenner, um das Sedimentieren in der Luft befindlicher Keime

ZUu minimieren.

2.2.1 Anzucht von E. coli Zellen in Nahrmedien

Die Anzucht von E. coli Kulturen erfolgte unter Nutzung von Fliissig- sowie Festmedien. Dabei
kamen lysogeny broth (LB), terrific broth (TB) und 2xYT-Medium zum Einsatz. Festmedien
beschrdnkten sich auf die Nutzung von LB-Agarplatten, welche durch den Zusatz von 1,5 %
Agarose zu fliissigem LB-Medium entstanden. Samtliche Medien wurden durch Autoklavieren

sterilisiert.

Zur Anzucht der E. coli Zellen wurden den Kulturmedien stets Antibiotika hinzugefiigt. Dies
diente nicht nur der Vermeidung einer Kreuzkontamination mit Bakterien aus der Umgebung,
sondern auch der Selektion von Bakterien mit und ohne gewiinschtem Plasmid. Auferdem
gewdhrleistete dieser Selektionsdruck ein Persistieren der gewiinschten Plasmide innerhalb der
Zellpopulation. Da Antibiotika fiir gewohnlich hitzelabil sind, konnten sie den Kulturmedien erst
im Anschluss an das Autoklavieren hinzugefiigt werden, wenn diese bereits leicht abgekiihlt
waren. Anstelle von Ampicillin wurde Carbenicillin verwendet, welches weniger leicht
degradiert werden kann und bei niedrigen pH-Werten eine héhere Stabilitédt aufweist.

Endkonzentration der Antibiotika  Agar-Platten & Fliissigmedien

Carbenicillin 100 pg/ml
Kanamycin 50 pg/ml
LB-Medium LB-Agarplatten TB-Medium 2xYT-Medium
10 g Trypton 10 g Trypton 12 g Trypton 16 g Trypton
5 g Hefeextrakt 5 g Hefeextrakt 24 g Hefeextrakt 10 g Hefeextrakt
10 g NaCl 10 g NaCl 9,4 g K;HPO, 5 g NaCl
ad. 11H,0 15 g Agarose 2,2 g KH,PO, ad. 11 H,0
ad. 11H,0 4 ml Glycerin
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LB-Medium LB-Agarplatten TB-Medium 2xYT-Medium
ad. 11 HZO

2.2.1.1 Arbeiten mit E. coli Zellen

In dieser Arbeit kamen verschiedene E. coli Stamme fiir prdparative Zwecke zum Einsatz.
Einerseits sind dies die Amplifikation von Plasmid-DNA im Rahmen von Klonierungen,
Mutagenesen sowie generell Plasmidprdparationen und andererseits die Synthese rekombinanter
Proteine. Je nach den gegebenen Anforderungen kamen dabei verschiedene Kulturmedien und
Volumina zum Einsatz. Es wurden jedoch nicht nur die Kulturmedien variierten, sondern dariiber
hinaus auch noch die Dauer des Bakterienwachstums sowie die Inkubationstemperaturen. Da in
E. coli temperaturabhdngig verschiedene Chaperone exprimiert werden, kann man die Qualitat
der Proteinproduktion teilweise iiber verringerte Temperaturen optimieren [70]. Der
verlangsamte Metabolismus und die somit verringerte Proteinsynthese werden hierbei durch eine
verldangerte Wachstumsperiode kompensiert. Die Anzucht der Bakterien erfolgte bei 37 °C in
verschiedenen temperaturregulierten Luftschiittlern oder alternativ bei Raumtemperatur (RT),
gleichfalls in Luftschiittlern.

Volumen Gefald Verwendungszweck Temperatur
3ml Glasrohrchen Miniprep 37 °C

10 ml Glaskolben Miniprep 37 °C

100 ml Glaskolben Vorkultur fiir Expression 37 °C

500 ml Glaskolben (mit oder ohne Schikane) Expression 37 °C oder RT
1000 ml Glaskolben (mit oder ohne Schikane) Expression 37 °C oder RT

Im Verlauf von Transformationen oder um Kolonien aus Fliissigkulturen zu vereinzeln, wurden
kleine Volumina von Fliissigkulturen auf Agarplatten mit einem Drigalskispatel ausgestrichen.
Die Inkubation von Agarplatten erfolgte stets bei 37 °C meist {iber Nacht. Nach dem Erscheinen
einzelner, gut sichtbarer Klone auf den Platten wurden diese entweder direkt fiir weitere
Arbeitsschritte verwendet oder bis zu ihrer Nutzung bei 4 °C in einem Kiihlschrank gelagert. Die
langfristige Lagerung einzelner E. coli Kulturen erfolgte jedoch bei -80 °C in einem

Tieftemperaturkiihlschrank in Form von einer Glycerinkultur.
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2.2.1.2 Verwendete E. coli Stamme

Die im Laufe dieser Arbeit genutzten E. coli Stamme sollen im folgenden Abschnitt inklusive
ihrer Genotypen, Eigenschaften sowie Verwendungszwecke genauer beschrieben werden. Die
Beschreibung der wichtigsten Charakteristika der Stamme wurden den Herstellerhandbiichern

entnommen.

XL-1 Blue
recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F' proAB lacl® ZAM15 Tn10 (Tet" )]

Dieser Stamm wurde zur Amplifikation von Plasmid-DNA herangezogen. Hierfiir zeichnet er
sich durch mehrere Mutationen besonders aus. Es sind dies eine Endonukleasedefizienz (endA)
zur Qualitdtssteigerung von Minipreps, eine Rekombinasedefizienz (recA) zur Steigerung der
Insertstabilitdt und die hsdR-Mutation, die eine Degradierung der klonierten DNA durch das
EcoK Endonukleasesystem verhindert. AuBerdem ermoglicht der XL-1 Blue Stamm eine blau-
weill-Selektion rekombinanter Plasmide. Dieses Merkmal wurde in dieser Arbeit jedoch nicht

nutzbar gemacht.

KRX

[F' traD36 AompP proA*B" lacl® A(lacZ)M15] AompT endA1 recAl gyrA96 (Nal") thi-1 hsdR17
(r« mx") e14- (McrA-) relAl supE44 A(lac-proAB) A(rhaBAD)::T7 RNA Polymerase]

Der KRX Stamm sticht dadurch hervor, dass er nicht nur fiir Klonierungszwecke genutzt werden
kann, sondern auch iiber ein T7-Expressionssystem verfiigt. KRX Zellen teilen sich mit XL1-
Blue Zellen die Endonuklease- (endA) und Rekombinasedefizienz (recA) sowie hsdR-Mutation.
Eine blau-weill-Selektion ist ebenfalls moglich. Das chromosomal vorhandene T7 RNA-
Polymerasegen steht unter der Kontrolle eines Rhamnosepromotors (rhaPgap). KRX war der im
Laufe dieser Arbeit am hdufigsten verwendete Zellstamm, sowohl fiir die Amplifikation von

Plasmid-DNA als auch fiir die Proteinproduktion.

BL21(DE3)
[F' ompT hadSg (rs-mg-) gal dcm (DE3)]

Dieser Stamm diente ebenfalls der Proteinsynthese, wurde jedoch seltener genutzt als KRX
Zellen. Wiederum handelt es sich um ein T7-Expressionssystem. Die T7 RNA-Polymerase
unterliegt hier jedoch der Kontrolle durch einen lacUV5 Promotor. Die Expression der T7 RNA-

Polymerase wird hierbei mittels IPTG induziert.
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M15
[Nal®, Str®, Rif5, Thi, Lac, Ara®, Gal®, Mtl, F, RecA*, Uvr’, Lon"]

M15 Zellen wurden ebenfalls fiir die heterologe Genexpression verwendet. Dabei wurden sie in
Verbindung mit pQE-Plasmidvektoren genutzt, da es sich hier um ein aufeinander abgestimmtes
Expressionssystem handelt. pQE-Vektoren weisen einen T5-Promotor auf, welcher durch die
endogene E. coli RNA Polymerase erkannt wird. Ein Lac-Operator dient dabei zur Kontrolle der
Proteinsynthese. Die Induktion erfolgte mit IPTG.

2.2.2 Plasmidvektoren

Die Angaben zu den einzelnen Plasmiden wurden den Handbiichern der jeweiligen Hersteller

entnommen.

PET-28a(+)

Das Plasmid pET28a war der in dieser Arbeit fiir die Genexpression bevorzugt eingesetzte
Vektor. Die multiple cloning site (MCS) dieses Vektors zeigt N-terminal die folgende
Konfiguration: His-Tag/Thrombin/T7-Tag. Optional kann auch ein C-terminaler His-Tag
verwendet werden. pET28a trdgt ein Kanamycinresistenz- und ein lacI-Gen. Der MCS ist ein T7-

Promotor/Lac-Operator sowie eine ribosomale Bindungsstelle (RBS) vorausgestellt.

Dieser Vektor wurde fiir die Produktion von NaMNAT und NaPRT genutzt. Interessanterweise
zeigte sich, dass fiir die Expression der einklonierten Gene keine Induktion mit IPTG
erforderlich war. Da dieses Plasmid in Verbindung mit KRX Zellen genutzt wurde, geniigte die

Induktion der Expression des T7 RNA-Polymerasegens mit Rhamnose.

PQE30

pQE30 ist ein Vektor, der die Genexpression durch ein T5 Promotor/Lac-Operator-Element
kontrolliert. Dieser Promotor wird durch die E. coli RNA-Polymerase erkannt. Um eine leaky-
Expression weitestgehend zu unterdriicken, weist dieser Vektor zwei hintereinander geschaltete
Lac-Operatoren auf. Der MCS ist ein N-terminaler His-Tag vorangestellt. C-terminal der MCS
liegen drei Stop-Codons in verschiedenen Leserastern vor. Ein f-Lactamasegen codiert fiir eine
Ampicilinresistenz. Die Induktion der Expression erfolgte hier durch IPTG.

Dieser Vektor wurde zur Produktion von NaPRT und von Plrx herangezogen.
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pRSET A

Dieser Vektor dient ebenfalls der Genexpression. Die gezielte Proteinsynthese wird dabei durch
einen T7-Promotor ermoglicht. Das in pRSET A einklonierte Gen wird nicht durch eine
zusdtzliche Operatorsequenz kontrolliert. Um dessen Transkription zu erméglichen, muss ein
Zellstamm verwendet werden, welcher die T7 RNA-Polymerase bereitstellt. Deren Expression
wird dabei fiir gewohnlich durch IPTG induziert und somit auch die Synthese des eigentlichen
Zielgens. Upstream der MCS liegt eine Sequenz, die fiir einen His-Tag codiert sowie eine
Enterokinaseschnittstelle beinhaltet. Diese Schnittstelle soll das Abspalten des N-terminalen
Fusionspeptids im Anschluf§ an eine Proteinreinigung erméglichen. Eine Selektionsmoglichkeit

ist iiber eine Ampicillinresistenz gegeben.

Dieser Vektor wurde ebenfalls zur Produktion von NaPRT genutzt.

2.2.3 Herstellung kompetenter E. coli Zellen

E. coli ist normaler Weise nur bedingt dazu in der Lage DNA aus dem umgebenden Milieu
aufzunehmen (die sog. Kompetenz). Die Aufnahme nackter Plasmid-DNA ist jedoch
unabdingbare Pramisse fiir alltdgliche Laborarbeiten wie molekulare Klonierung und
Proteinsynthese. Durch spezielle Vorbehandlungen kann E. coli Zellen jedoch die nétige
Kompetenz verliechen werden. In dieser Arbeit wurden zwei Verfahren genutzt, um chemisch
kompetente Zelle zu erstellen.

2.2.3.1 Calciumchlorid basiertes Verfahren

1. Zuerst wurde der jeweilige Zellstamm durch Ausplattieren auf einer Agarplatte vereinzelt
und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2. Mit einer so erhaltenen einzelnen Bakterienkolonie wurde eine 3 ml LB-Vorkultur iiber

Nacht herangezogen.

3. Es schlof§ sich das Animpfen einer 100 ml LB-Hauptkultur mit 1 ml der Vorkultur an. Es
folgte die Inkubation bei 37 °C in einem Luftschiittler bis zum Erreichen der
logarithmischen Wachstumsphase bei einer ODgg von ca. 0,5.

4. Die Kultur kiihlte anschlieffend fiir ca. 5 min auf Eis ab.

5. Je 50 ml der Bakteriensuspension wurden in ein 50 ml Greinergefaf8 tiberfiihrt und fiir 6
min bei 4000 rpm und 4 °C zentrifugiert (Megafuge).

6. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets in 1 ml 4 °C kalter Lésung A
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resuspendiert, jeweils auf 20 ml aufgefiillt und schlieRlich fiir 30 min auf Eis inkubiert.

7. Danach folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fiir 6 min bei 4000 rpm und 4 °C.
8. Der Uberstand wurde erneut verworfen und das Zellpellet mit 5 ml 4 °C kalter Lésung B
resuspendiert.
9. Die erhaltene Zellsuspension wurde in Aliquots a 100 pl aufgeteilt.
10. Abschliefend wurden diese Aliquots in fliissigem Stickstoff bei -196 °C schockgefroren
und bis zu ihrer Verwendung bei -80 °C gelagert.
Losung A Losung B
50 mM CaCl, 100 mM CaCl,
10 mM Tris/HCI pH 8,0 10 mM Tris/HCI pH 8,0

15 % Glycerin

2.2.3.2 Rubidiumchlorid basiertes Verfahren

Dieses Verfahren zum Erstellen kompetenter E. coli Zellen ist dem Vorgehen des Calciumchlorid

basierten Verfahrens iiberwiegend analog. Wie der Name schon impliziert, ergibt sich der

grundlegende Unterschied in der Verwendung von Rubidiumchlorid statt des Calciumchlorids.

Daher sollen hier nur die direkt abweichenden Arbeitsschritte angegeben werden:

6. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets in 1 ml 4 °C kalter Losung A
resuspendiert, jeweils auf 15 ml aufgefiillt und schlieflich fiir 90 min auf Eis inkubiert.
8. Der Uberstand wurde erneut verworfen und das Zellpellet mit 2 ml 4 °C kalter Lésung B
resuspendiert.
9. Die erhaltene Zellsuspension wurde in Aliquots a 70 pl aufgeteilt.
Losung A Losung B
100 mM RbCl 10 mM MOPS/HCI pH 5,8
50 mM MnCl, 10 mM RbCl
30 mM Kaliumacetat/HCI pH 5,8 75 mM CaCl,
10 mM CaCl,

15 % Glycerin
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2.2.4 Transformationen von E. coli Zellen

Die Aufnahme von Fremd-DNA durch E. coli Zellen, die sog. Transformation, wurde in dieser
Arbeit tiberwiegend durch das Verfahren der Calciumchloridprézipitation erzielt [71]. Diese
Methode stellt sozusagen den Klassiker unter den Transformationsprotokollen dar, die
Rubidiumchlorid-Methode ist dabei nur eine Abwandlung der Calciumchloridprézipitation, um

die Ausbeute transformierter Zellen zu steigern [72].

2.2.4.1 Calciumchloridprazipitation

Bei diesem Verfahren kamen sowohl in der AG Becker erstellte kompetente Zellen zum Einsatz
als auch kommerziell erhéltliche KRX Zellen.

1. Ein Aliquot kompetenter Zelle wurde auf Eis aufgetaut.

2. Es folgte der Zusatz der gewiinschten Menge Plasmid-DNA und ein Vermischen mit den

Bakterien durch Riihren mit der Pipettenspitze.
3. Die so erhaltene Zellsuspension wurde fiir 30 min bis zu 1 h auf Eis inkubiert.

4. Durch abruptes Uberfiihren in einen auf 42 °C vorgewidrmten Heizblock erfolgte ein

Hitzeschock fiir eine Dauer von bis zu 2 min.
5. Danach wurden die Zellen fiir weitere 5 min auf Eis inkubiert.
6. Es wurden 800 pul LB Medium zu der Zellsuspension hinzugefiigt.
7. Hierauf schloss sich eine einstiindige Inkubationsphase bei 37 °C in einem Schiittler an.

8. Nach Abschluss der Inkubationszeit wurden 100 pl der Zellsuspension direkt auf eine
Agarplatte ausgestrichen (mit Beachtung der jeweiligen Antibiotikaresistenz). Die
verbliebenen Zellen wurden durch Zentrifugieren pelletiert, der Uberstand bis auf ein
Restvolumen von ca. 200 pl abgenommen und mit dem Rest das Zellpellet resuspendiert,

um diese dann auf einer zweiten Agarplatte auszuplattieren.
9. Die beiden erhaltenen Agarplatten inkubierten tiber Nacht bei 37 °C.

Variiert wurden bei diesem Verfahren sowohl die genutzten DNA-Mengen als auch
Applikationsdauer des Hitzeschocks. Promega empfiehlt fiir ihre KRX Zellen eine DNA-Menge
von 1-50 ng. Da zu viel DNA die Transformationseffizienz herabsetzen kann, wurden
verschiedene DNA-Mengen getestet [72]. Bei einigen Transformationen konnte jedoch erst

durch die Steigerung der genutzten DNA auf bis zu 500 ng positive Klone erhalten werden.
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2.2.5 Glycerinkulturen von E. coli Zellen

Zum Anlegen einer langerfristigen Stammkultur von E. coli Zellen diente die Glycerinkultur. Fiir
das Erstellen einer Glycerinkultur wurden zundchst 3 ml einer Vorkultur angeimpft. Die E. coli
Zellen trugen dabei das gewiinschte Plasmid. Es erfolgte eine Inkubation iiber Nacht bei 37 °C
im Schiittelinkubator. Diese Vorkultur diente am Folgetag dazu eine neuerliche 30 ml Kultur
anzuimpfen. Wiederum erfolgte eine Inkubation bei 37 °C im Schiittelinkubator, bis zum
Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase. Dies war bei einer ODgy von ca. 0,5 gegeben.
Die endgiiltige Glycerinkultur konnte durch Vereinigen von 800 pl dieser Zellsuspension mit 200
pl autoklaviertem Glycerin erstellt werden. Nach einer abschliefenden Inkubationsphase von 20

min auf Eis erfolgte die dauerhafte Lagerung der Glycerinkultur bei -80 °C.

2.3 Molekularbiologische Methoden

In diesem Abschnitt sollen verschiedenste Methoden zusammengefasst sein, welche das direkte

Arbeiten mit verschiedensten DNA-Fragmenten betreffen.

2.3.1 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese war die Methode der Wahl zum Auftrennen von DNA-Fragmenten,
korrelierend mit ihrer jeweiligen Grofe. Dabei macht man sich die negative Ladung des
Phosphatriickgrates der DNA zunutze, denn Molekiile, die eine Nettoladung aufweisen, wandern
innerhalb eines elektrischen Feldes. Ein Agarose- oder Polyacrylamidgel bietet dabei die Matrix,

um die grolenmaBige Trennung der einzelnen DNA-Spezies zu erreichen.

2.3.1.1 Analytische Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese weist eine ideale Trennschérfe fiir Fragmentldngen zwischen ca.
0,5 und 30 kb auf. Der ideale Trennbereich variiert dabei mit der Agarosekonzentration der

Gelmatrix, die tiblicherweise zwischen 0,5 % und 2 % variiert wird.

In dieser Arbeit fanden 1 %-ige Agarosegele Verwendung, um ganze Plasmide oder grofRere
PCR-Fragmente (mehrere Hundert bis Tausend Basenpaare) aufzutrennen. Die Agarose wurde in
Elektrophoresepuffer (TBE) in einer Mikrowelle bis zum Sieden erhitzt, um sie in Lésung zu
bringen. Die erhaltene Losung wurde entweder direkt verwendet oder bis zu ihrer Nutzung bei
Raumtemperatur gelagert und erneut geschmolzen. Die verfliissigte Agarose konnte in einen

Gelschlitten gegossen und ein Kamm eingesteckt werden. Nach Uberfiihren des ausgehérteten
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Gels in eine Elektrophoresekammer mit vorgelegtem Elektrophorespuffer folgte das Ziehen des
Kamms. Die eigentliche zu analysierende Probe wurde auf einem Tesastreifen mit 6x Ladepuffer
von Fermentas (heute Thermo Fischer) gemischt und das Gemisch in die Geltaschen pipettiert.
Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 5 V pro 1 cm Elektrodenabstand der
Elektrophoresekammer. Die Dauer der Elektrophorese betrug meist 60 min und wurde durch die
im Ladepuffer enthaltenen Farbmarker optisch kontrolliert. Eine Inkubation des Agarosegels fiir
10 min in einem Ethidiumbromid-Bad ermdglichte die Visualisierung der DNA mittels der
Geldokumentationsanlage GelDoc 2000. Als Alternative zu dem obigen Ladepuffer fand DNA-
Dye NonTox von AppliChem Verwendung. Dieser Ladepuffer farbte die DNA direkt an, wodurch
ein Bad des Gels in Ethidiumbromid obsolet wurde. Das Gel konnte direkt nach dem Lauf
visualisiert und digitalisiert werden. Als Groenstandard diente der Marker Gene Ruler 1 kb
DNA Ladder von Fermentas.

10x TBE-Puffer (pH 8,3)
1 M Tris

1 M Borséure

25 mM EDTA

2.3.1.2 Analytische Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Sehr hochprozentige Agarose Gele (2,5 %) sind zwar zur Trennung kleiner DNA-Fragmente mit
wenigen Hundert Basenpaaren geeignet, sie bieten jedoch nur eine maRige Trennscharfe und
schlechte Visualisierung der DNA. Daher sind hier Gele mit einer Polyacrylamid-Matrix zu

bevorzugen, die exzellente Trennschérfen auch bei wenigen Basenpaaren liefern kénnen.

In dieser Arbeit wurden 8 %-ige Acrylamidgele verwendet, um PCR-Fragmente mit ca. 500 bp
oder weniger aufzutrennen. Das Polymerisieren des Polyacrylamid-Gelmixes wurde durch
Zusatz von je 20 pl 40 %-igem APS und reinem TEMED eingeleitet. Es schloss sich das Giellen
dieser Mischung, noch vor dem Erhérten, zwischen zwei Glasplatten an. Das erhértete Gel
konnte in eine vertikale Elektrophoresekammer von BioRad montiert werden. Es folgte das
Auftragen der DNA in die Taschen. Auch hier wurde die DNA mit einem Auftragspuffer versetzt.
Die Elektrophorese erfolgte fiir 40-50 min bei 45 mA. Die Detektion der DNA war dem

Vorgehen der Agarosegelelektrophorese analog.

8 %-iges Polyacrylamid-Gel
1 ml 10x TBE-Puffer
4 ml Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)
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8 %-iges Polyacrylamid-Gel
ad. 10 ml H,0

2.3.2 Isolation von Plasmid-DNA (Mini-/Midiprep)

Die Methode der Miniprep diente dem routinemélligen Reinigen kleiner DNA-Mengen im Laufe
von Klonierungen und Mutagenesen. Hierfiir kam jeweils eines zweier Komplettsysteme zur
Anwendung, es sind dies PureYield™ Plasmid Miniprep System und QIAquick® Spin Miniprep
Kit. Bei der Verwendung der jeweiligen Systeme wurde nach den Protokollen der Herstellers
verfahren. Die Prozedur schloss mit der photometrischen Konzentrationsbestimmung der DNA,
mittels des Spektrophotometers NanoDrop ND-1000.

2.3.3 Polymerasekettenreaktion

Die in den 1980er Jahren von Kary Mullis entwickelte Polymerase-Kettenreaktion (polymerase
chain reaction, PCR) war ein wahrer Quantensprung der Molekularbiologie [73]. Sie
ermoglichte erstmals die schnelle, kosteneffiziente in vitro Amplifikation von DNA-Molekiilen.
Der Schliissel fiir eine kontinuierliche Reaktion stellt dabei die Verwendung einer hitzestabilen
DNA-Polymerase dar. Diese ist dazu in der Lage, die Elongation eines DNA-Stranges zu
katalysieren, sofern eine DNA-Vorlage (sog. template) sowie zwei Primer mit freien 3'-OH-
Enden zur Addition weiterer Desoxynukleotide anwesend ist. Die Reaktion erfolgt zyklisch in
drei sich wiederholenden Phasen. Es sind dies die Denaturierung zum Schmelzen der
Einzelstrdnge, das Annealing zum Hybridisieren der Primer und letztendlich die Elongation zum
Verldngern der DNA-Strdnge [74]. Der Elongationsschritt kann von verschiedenen DNA-
Polymerasen  katalysiert ~werden, welche sich hinsichtlich ihrer  Prozessivitét,
Katalysationsgeschwindigkeit, Exonukleaseaktivititen und eines proofreading Mechanismus
unterscheiden.

2.3.3.1 Standard-PCR

In dieser Arbeit wurde folgender Standardreaktionsansatz fiir die PCR genutzt:

Komponente 50 pl PCR-Ansatz
template DNA ca. 100 ng
Senseprimer (3 pM) 5ul
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Komponente 50 pl PCR-Ansatz
Antisenseprimer (3 pM) 5ul

dNTPs (2 mM pro Nukleotid) 5pul
Polymerasepuffer (5x oder 10x) 5 oder 10 pl
DNA-Polymerase 1nl

autoklaviertes Wasser ad 50 pl

In Abhédngigkeit von dem jeweiligen Anwendungszweck kamen verschiedene DNA-Polymerasen
zum Einsatz. Am gebrduchlichsten ist die Tag-DNA-Polymerase, welche eine 5'- 3'-
Exonukleaseaktivitdt aufweist [75]. Thr fehlt zwar ein proofreading Mechanismus, wodurch die
Fehlerrate innerhalb der neu synthetisierten DNA hoher ist, dafiir ist sie jedoch schneller als die
Pfu-DNA-Polymerase. Taq kann ca. 1.000 bp pro Minute addieren, Pfu dagegen nur 500 bp [76].
Bei besonders schwierig zu amplifizierenden DNA-Fragmenten kam die VELOCITY DNA-
Polymerase des Herstellers Bioline zum Einsatz. Sie zeichnet sich durch eine 3'-5'
proofreading Exonukleaseaktivitdt aus ebenso wie Pfu. VELOCITY weist, laut dem Hersteller
Bioline, auerdem eine enorme Geschwindigkeit auf (1.000 bp in 15 sec). Ein weiterer wichtiger
Unterschied zwischen den einzelnen Polymerasen ist durch ihre unterschiedlichen
Temperaturoptima gegeben. Fiir Taqg und VELOCITY liegt dieses bei 72 °C, fiir Pfu bei 68 °C.

Fiir Klonierung und Mutagenesen wurde, wenn moglich, Pfu herangezogen. Ergaben sich hierbei
Schwierigkeiten, wurde auf VELOCITY zuriickgegriffen. In einigen Féllen kam hierbei auch
Taq zur Anwendung, es wurde jedoch eine Polymerase mit proofreading Aktivitit bevorzugt,
sofern mit dem jeweiligen PCR-Produkt weitergearbeitet werden sollte. Taq war daher die

Polymerase der Wahl, wenn es um einfache Kontrollen und screening-PCRs ging.

Temperaturprofil einer Standard-PCR

95 °C 3 min

95 °C 30 sec Schmelzen
55 °C 30 sec Wiederholung in 27 Zyklen Annealing
72°C 1 min Elongation
72°C 5 min

10°C ad infinitum

Es fand eine Anpassung der Elongationstemperaturen und Elongationsdauer an die jeweilige
Polymerase statt. Ebenfalls wurde die Ldnge der template DNA beriicksichtigt. Die
Annealingtemperatur wurde an die genutzten Primer angepasst. Deren Schmelztemperaturen
wurden nach der folgenden Faustformel berechnet: Ty = (G+C) x 4 °C + (A+T) x 2 °C . Die
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Annealingtemperatur wurde schlieBlich 5 °C niedriger als die Schmelztemperaturen gewéhlt.

2.3.3.2 Colony-PCR-screen

Die colony-PCR dient zur Identifikation jener Bakterienklonien, welche nach einer
Transformation das Plasmid mit einem gewiinschten insert aufgenommen haben. Bei diesem
Verfahren werden ganze Bakterienkolonien (eben eine colony) als template innerhalb des PCR-
Ansatzes verwendet. Fiir die konkrete Durchfilhrung des screening Verfahrens wurde die Tag-
DNA-Polymerase genutzt, da kein proofreading benétigt wurde. Die Wahl der Primer gestaltete
sich so, dass ein Primer auf dem insert binden sollte und der jeweils andere Primer auf dem
Plasmid. Ein korrektes PCR-Produkt entstand daher nur, wenn das gewiinschte Plasmid inklusive
seines insert in den Zellen vorlag. Zum Uberfiihren der Bakterienkolonien diente eine an der

Spitze rundgeschmolzene Pasteurpipette. Die PCR erfolgte so wie im Vorherigen beschrieben.

2.3.3.3 Gradienten-PCR

Die addquate Bindung der PCR-Primer ist unabdingbare Pramisse fiir das Gelingen einer PCR.
Ein kritischer Faktor ist hierbei die gewéhlte annealing Temperatur. Ist diese zu hoch, binden die
Primer nicht oder nur unspezifisch. Daher wurden verschiedenste Berechnungsverfahren zur
Ermittlung der Schmelztemperatur von PCR-Primern entwickelt und kontinuierlich verfeinert
[77]1(78][79][80]. Ergeben sich trotzdem Schwierigkeiten ein korrektes PCR-Produkt zu erhalten,
so kann man die beste annealing Temperatur experimentell bestimmen. Hierzu dient die
Gradienten-PCR, die in mehreren identischen PCR-Ansdtzen, einem Temperaturgradienten

folgend, unterschiedliche annealing Temperaturen bietet [72].

In dieser Arbeit fand der Mastercycler gradient von Eppendorf Anwendung, um bei schwierigen
PCRs, insbesondere die Klonierung der NAD-Kinase betreffend, eine Optimierung der

gegebenen PCR-Bedingungen zu erzielen.

2.3.4 Molekulare Klonierung

Die molekulare Klonierung dient dazu, ein DNA-Segment in einen Vektor einzubringen, welcher
dann die vielfache Vermehrung dieses Segments, iiblicherweise durch E. coli, ermoglicht.
Dartiber hinaus konnen die so erstellten Plasmidvektoren auch noch dem Zweck dienen, die
Expression eines Gens herbeizufiihren. Bei der molekularen Klonierung, oder kurz Klonierung,
kann man mehrere Einzelabschnitte verzeichnen, es sind dies das Generieren eines insert, der

Verdau von erstelltem insert sowie Plasmidvektor, Ligation beider Fragmente sowie

40



Material und Methoden

Transformation eines Bakterienstammes mit dem generierten rekombinanten Plasmid.

2.3.4.1 Erstellen eines insert mittels PCR

In dieser Arbeit wurden sdmtliche in einen Vektor zu ligierenden DNA-Segemente, die sog.
inserts, durch PCR erstellt. Sofern eine spezifische Restriktionsschnittstelle an Enden dieser
inserts erwiinscht waren, wurden diese iiber die verwendeten Klonierungsprimer eingefiigt. Die
dabei verwendete Primer trugen in diesen Fillen eine passende Restriktionsschnittstelle an ihren
5'-Enden, den sog. add on. Eine Ermittlung der nétigen Zahl komplementdrer Basenpaare
erfolgte iiber die fiir die Standard-PCR angegebene Faustformel, so dass eine Schmelztemperatur
von 60 — 62 °C erzielt wurde.

2.3.4.2 Verdau von DNA-Molekiilen durch Restriktionsendonukleasen

Das Prozedere fiir die Spaltung von DNA durch Restriktionsenzyme richtete sich im
Wesentlichen nach den Angaben des jeweiligen Herstellers. Uberwiegend kamen Enzyme von
NEB sowie Fermentas (heute Thermo Scientific) zum Einsatz. Die allgemeinen fiir einen
Restriktionsverdau genutzten Bedingung sind der nachfolgenden Tabelle zu entnehmen:

Komponente Fermentas (auch FastDigest) NEB
DNA 1pg 1pg
Enzym 1l 1l
Puffer (10x) 2 pul 5pul
Wasser (autoklaviert) x pl x pl
Gesamtvolumen 20 pl 50 pl
Inkubationstemperatur 37 °C 37 °C
Inkubationszeit 1-2h 1-2h

Fiir Enzyme bei denen keine star activity zu befiirchten stand, wurde immer ein Uberverdau
vorgenommen. Dies gilt insbesondere fiir FastDigest Enzyme von Fermentas, die bis zu einer
Stunde inkubierten. Bevorzugte Verwendung fanden FastDigest Enzyme bei einem

Doppelverdau. Hier wurde von jedem Enzym 1 pl in den Restriktionsansatz gegeben.

2.3.4.3 Ligation zweier DNA-Fragmente

Die Ligation zweier DNA-Fragmente wurde durch das Enzym T4-DNA-Ligase katalysiert. Die
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Inkubation des Ligationsansatzes erfolgte fiir 2 h bei Raumtemperatur. Zu Beginn der Ligation
wurde dem Ansatz 1 pl der Ligase hinzugefiigt. Nach einer Stunde wurde ein weiterer pl
hinzugegeben. Alternativ zu diesem Vorgehen erfolgte die Ligation iiber Nacht bei 4 °C, wobei
der jeweilige Ansatz direkt mit 2 pl des Enzyms versetzt wurde. Grundsatzlich handelte es sich
dabei um sticky end Ligationen. Die Berechnung der notigen Vektor- und insert-Mengen erfolgte
durch ein selbst geschriebenes Programm. Von dem Ligationsansatz wurden jeweils 10 pl fiir
eine Transformation verwendet.

Komponente Volumen/Stoffmenge

verdauter Vektor 30 ng

DNA insert meist 5-fach molarer Uberschuss
10x T4-DNA-Ligase-Puffer 2l

T4-DNA-Ligase 2ul

Wasser (autoklaviert) x pl

Gesamtvolumen 20 pl

Inkubationstemperatur RT oder 4 °C

Inkubationszeit 2 h oder /N

2.3.4.4 Screening von Bakterienkolonien nach rekombinanten Plasmiden

Das screening von Bakterienkolonien, welche nach erfolgreicher Transformation angewachsen
waren, erfolgte mittels colony-PCR. Dabei wurden einzelne Klone mit einer rundgeschmolzenen
Pasteurpipette gepickt und auf einer Agarplatte ausgestrichen, um einen evtl. positiven Klon
nicht zu verlieren. Restliche an der Pipette verbliebene Bakterien dienten als template in der
eigentlichen PCR. Bei Vorhandensein eines PCR-Produktes war der jeweilige Klon als positiv
identifiziert und konnte zum Animpfen einer LB-Kultur fiir eine spdtere Miniprep genutzt

werden.

2.3.4.5 Auswertung von DNA-Sequenzierungen

Um die Ergebnisse des vorherigen screening zu verifizieren, wurden als positiv identifizierte
Klone einer abschliefenden Sequenzierung unterzogen. So konnte nicht nur die Klonierung
selbst tiberpriift, sondern auch Mutationen ausgeschlossen werden. Die Sequenzierung erfolgte
durch ,,Eurofins MWG Operon®, sofern eine Leseweite von tiber 1000 bp vonnéten war. Kiirzere
Sequenzen wurden durch den direkt im IFZ angesiedelten Sequenzierservice untersucht. Eine
Prifung der Qualitdit der Sequenzierung erfolgte anhand der Chromatogramme unter
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Zuhilfenahme des Programms FinchTV. Um mehrere Sequenzdateien miteinander zu
vergleichen, wurde mittels ClustalW oder ClustalX ein Alignment erstellt [81]. Zur Darstellung

der Alignments wurde das Programm Jalview herangezogen [82].

2.3.5 Mutagenese

Im Laufe dieser Arbeit kam ein Mutageneseverfahren zum Einsatz, das an ein von Kirsch und
Joly erarbeitetes Protokoll angelehnt ist [83]. Eine Besonderheit dieses Protokolls besteht darin,
dass es das simultane Einbringen mehrerer Mutationen in eine DNA-Sequenz ermoglicht. Dabei
findet eine zweiphasige in vitro DNA-Synthese mittels PCR statt. In einem ersten Schritt wird
dabei ein sog. Megaprimer erstellt. Hierbei handelt es sich um ein kurzes PCR-Fragment
zwischen ca. 100 und 500 bp Lénge. In den dabei verwendeten PCR-Primern liegt bereits eine
Mutation vor. In einem zweiten Schritt dient dieser Megaprimer dann zur vollstdndigen
Amplifikation eines Plasmids in einem anschlieRenden PCR-Zyklus. Uber den Megaprimer

werden dabei die Mutationen in das Plasmid integriert.

Zur Durchfiihrung einer Mutagenese wurde zundchst ein Primerpaar entworfen, welches in einer
oder mehreren Basenpaaren nicht zur Vorlage komplementdr war. Aullerdem wurde darauf
geachtet, dass die Mutation eine Restriktionsschnittstelle in die Sequenz einfiigte (optional kann
durch eine stille Mutation auch eine Restriktionsschnittstelle entfernt werden). Flankiert wurde
die Mutation jeweils von mindestens zehn komplementdren Basenpaaren. Der synthetisierte
Megaprimer wurde unter Verwendung des Kits QIAquick® PCR Purification gereinigt und in
einer zweiten PCR verwendet. Dieser zweite PCR-Ansatz wurde direkt einem Dpnl-Verdau
unterzogen. Da Dpnl nur methylierte DNA schneidet, konnte so das urspriingliche template-
Plasmid eliminiert werden. Nach dem Verdau wurde die verbliebene DNA erneut iiber das bereits
zuvor verwendete Kit gereinigt. Es folgte die Transformation von KRX Zellen mit dem so
erhaltenen Plasmid. Um auszuschliefen, dass doch eine Verschleppung des Ursprungsplasmids
erfolgt war, wurde ein weiteres Kontroll-screening durchgefiihrt. Ein mittels colony-PCR
generiertes PCR-Produkt sollte den vermeintlich mutierten Sequenzbereich enthalten. Da hier
eine Restriktionsschnittstelle eingefiigt wurde, konnte das PCR-Fragment durch einen Verdau
gespalten werden, sofern die Mutation integriert worden war. Um die Wahrscheinlichkeit einer

zusdtzlichen zufélligen Mutation zu minimieren kam fiir die PCR Pfu zum Einsatz.

50 pl Reaktionsansatz

template Ursprungsplasmid 100 ng
Senseprimer 400 nM
Antisenseprimer 400 nM
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50 pl Reaktionsansatz

dNTPs 200 pM
Polymerasepuffer 10x Pfu-Puffer 5pul
DNA-Polymerase Pfu-DNA-Polymerase 1l

Wasser (autoklaviert) ad 50 pl
Temperaturprofil der ersten Mutagenese-PCR

95 °C 3 min

95 °C 30 sec Schmelzen
55 °C 1 min Wiederholung in 27 Zyklen Annealing
68 °C 1 min Elongation
68 °C 5 min

10°C ad infinitum

50 pl Reaktionsansatz

template Ursprungsplasmid 100 ng

Megaprimer 50 nM

dNTPs 400 pM
Polymerasepuffer 10x Pfu-Puffer 5nul
DNA-Polymerase Pfu-DNA-Polymerase 1pl

Wasser (autoklaviert) ad 50 pl
Temperaturprofil der zweiten Mutagenese-PCR

95 °C 4 min

95 °C 50 sec Schmelzen
60 °C 50 sec Wiederholung in 20 Zyklen Annealing
68 °C 18 min Elongation
68 °C 7 min

10°C ad infinitum

2.3.6 Bestimmung von DNA-Konzentrationen

DNA-Konzentrationen wurden routinemafig iiber die Messung der optischen Dichte bei einer

Wellenldnge von 260 nm bestimmt. Entscheidend fiir die Absorptionseigenschaften der DNA
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sind dabei deren aromatische Basen. Bei den Messungen wurde jeweils ein Spektrum iiber den
Bereich von 220 nm bis 320 nm aufgenommen. Dies gestattete zugleich auch eine Kontrolle der
DNA auf durch das Protokoll verbliebenes Ethanol oder eine Proteinkontamination. Fiir die
Konzentrationsbestimmung wurde das Spektrophotometer NanoDrop ND-1000 herangezogen.

2.4 Genexpression und Reinigung von Proteinen aus E. coli

2.4.1 Expressionssysteme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedenste Gene heterolog durch E. coli exprimiert. Eine
grundlegende Beschreibung der dabei verwendeten Zellstimme und Plasmidvektoren erfolgte
bereits in Abschnitt 2.2.1.2 respektive Abschnitt 2.2.2. Die dabei eingesetzten
Expressionssysteme sollen hier noch einmal zusammenfassend dargestellt werden. Es handelte
sich um ein T5- als auch um ein T7-Expressionssystem. Die Zellen sowie Plasmide miissen

hierbei aufeinander abgestimmt sein.

2.4.1.1 T5-Expressionssystem

Der Bakteriophage T5 besitzt mehrere hoch effiziente Promotoren, die durch die endogene E.
coli RNA-Polymerase erkannt werden [84]. Das T5-Expressionssystem stellt das zu
exprimierende Gen unter die Kontrolle eines solchen hoch effizienten T5-Promotors. Dies ist der
Fall bei dem Plasmidvektor pQE30. Um eine konstitutive Transkription des nachgeschalteten
Gens zu unterminieren, ist ein Operator vonnéten. Bei dem pQE30 handelt es sich hierbei sogar
um zwei aufeinander folgende Lac-Operatoren. Eine leaky Expression soll so weitestgehend
minimiert werden. Da der T5-Promotor durch die E. coli eigene RNA-Polymerase erkannt wird,
kann prinzipiell jeder Expressionsstamm genutzt werden. In dieser Arbeit waren dies jedoch
M15-Zellen. Die Induktion der Expression erfolgt durch IPTG (Endkonzentration 1 mM).

2.4.1.2 T7-Expressionssystem

Bei dem T7-Expressionssystem ist dem zu exprimierenden Gen ein T7-Promotor vorangestellt.
Auch hierbei handelt es sich um den Promotor eines Phagen (T7-Phage). Dieser Promotor kann
im Gegensatz zu dem T5-Promotor jedoch nicht durch die endogene E. coli RNA-Polymerase
erkannt werden. Hier ist die T7-RNA-Polymerase vonnéten. Sie muss von dem jeweiligen
Expressionsstamm verfiigbar gemacht werden. Bei BL21(DE3) und KRX Zellen ist dieser Fall

gegeben. Um eine gezielte Uberexpression zu ermdglichen, darf die T7-RNA-Polymerase nicht
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konstitutiv synthetisiert werden. Daher unterliegt sie selbst der Kontrolle eines Operators. Bei
KRX Zellen ist dies der Rhamnosepromotor rhaPeap und bei BL21(DE3) der durch IPTG
induzierbare Promotor lacUV5. Prinzipiell kann bei diesem System also eine doppelte
Expressionskontrolle nutzbar gemacht werden, jeweils durch einen Operator fiir die T7-RNA-
Polymerase und einen fiir das eigentliche Zielgen. Bevorzugt verwendet wurde eine
Kombination aus KRX Zellen und pET28a-Plasmid. Dabei zeigte sich, dass es hinreichend war,
die Expression des T7-RNA-Polymerasegens durch Rhamnose zu induzieren (Endkonzentration
0,1 %). Eine zusétzliche Induktion mit IPTG, um den Lac-Operator des Plasmids freizugeben,

erzielte keine nennenswert gesteigerte Proteinausbeute.

2.4.2 Heterologe Genexpression in E. coli

Um dem hohen Proteinbedarf, insbesondere bei der Proteinkristallisation nachzukommen,
wurden meistens sechs 1 1 Fliissigkulturen parallel angeziichtet. Zum Animpfen dieser Kulturen
dienten jeweils 50 ml einer Vorkultur, welche bereits am Abend des Vortages erstellt worden
waren. Dabei gewdhrleistete ein Antibiotikum in jedem Medium die Selektion des jeweiligen
Bakterienstammes. Die angeimpften Hauptkulturen inkubierten in einem temperaturregulierten
Luftschiittler bei 37 °C. Eine Observation des Zellwachstums erfolgte durch photometrisches
Bestimmung der Zelldichte. Die Expression des Zielgens wurde bei Erreichen einer ODgg
zwischen 0,6 und 0,8 durch Zugabe von IPTG respektive Rhamnose induziert. Die eigentliche
Expressionsphase erfolgte fiir die meisten Proteine bei Raumtemperatur, in einem einfachen
Luftschiittler ohne Temperaturkontrolle, iiber Nacht. Alternativ dazu erfolgte auch die
Uberexpression bei 37 °C. Dann jedoch, bedingt durch das gesteigerte Wachstum, jedoch nur fiir
ca. 4-5 Stunden, bis zum Erreichen einer ODgy zwischen 1,5 und 1,7. Es folgte die Zellernte.
Hierzu wurde jeweils 1 1 einer Kultur bei 4000 rpm und 4 °C fiir 20 min zentrifugiert (Sorvall
RC 6+ Zentrifuge und F9S-4x1000y Rotor). Der Uberstand wurde jeweils verworfen und erneut
11 der Bakterienkultur hinzugegeben. Durch einen zweiten Zentrifugationsschritt konnte die
Ausbeute gesteigert werden. Die Zentrifugenbecher wurden bei den nachfolgenden
Arbeitsschritten stets auf Eis gekiihlt. Die Zellpellets wurden mit jeweils 30 bis 40 ml eines
Protein-spezifischen Puffers versetzt. Mittels eines Spatels konnten die Pellets geltst und partiell
zerkleinert werden. Die so erhaltene Suspension wurde in 50 ml GreinergefdlSe tiberfiihrt und
durch Vortexen weiter homogenisiert. Um das Degradieren von Proteinen weitestgehend zu
unterbinden, auch im Hinblick auf den spéateren Zellaufschluss, erfolgte noch die Zugabe der
beiden Proteaseinhibitoren Cystatin (40 nM) sowie Pepstatin (150 nM). Die so erhaltene fertige

Zellsuspension wurde bei -20 °C bis zu ihrer weiteren Verwendung gelagert.

Die genauen Expressionsbedingungen der einzelnen Proteine sind in der nachfolgenden Tabelle
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aufgelistet. Teilweise wurden verschiedene Expressionsbedingungen getestet.

Protein Vektor E.coli-Stamm Induktion Medium Temperatur
NaMNAT pET28a KRX Rhamnose LB 37°C - RT
NaMNAT Cystein-Mutanten pET28a  KRX Rhamnose LB 37°C - RT
NaPRT pRSETA BL21(DE3) IPTG 2xYT 37°C - RT
pQE30 M15 IPTG 2xYT 37°C - RT
pET28a KRX Rhamnose LB 37°C - RT
Plrx pQE30 M15 IPTG LB 37 °C

NaMNAT-Lagerungspuffer = NaPRT-Lagerungspuffer Plrx-Lagerungspuffer
30 mM Tris/HCI pH 8,0 50 mM Tris/HCI pH 7,7 50 mM Tris/HCI pH 8,0
250 mM NaCl 300 mM NaCl 300 mM NaCl

10 % Glycerin

2.4.3 Reinigung von Proteinen aus E. coli

Die in einem Greinergefdlf eingefrorene Zellsuspension wurde zundchst in einem warmen
Wasserbad aufgetaut. Die eigentliche Lyse der Bakterien erfolgte in einem zweistufigen
Verfahren. In einem ersten Schritt erfolgte der enzymatische Zellaufschluss mittels Lysozym.
Hierzu wurde die fliissige Bakterienlosung in ein Becherglas iiberfilhrt und mit je einer
Spatelspitze Lysozym sowie DNasel versetzt. Diese Suspension wurde dann fiir 30 bis 60 min in
einem eisgekiihlten Wasserbad geriihrt und anschliefend in ein Zentrifugationsgefal§ iiberfiihrt.
Es schloss sich ein zweiter Lyseschritt mittels Ultraschall an, wobei eine Ultraschallsonde in die
Zellsuspension eingetaucht und viermal ein hochfrequenter Schallimpuls (75 % Intensitdt, 50 %
Intervall) fiir jeweils 30 sec gegeben wurde. In dem so erhaltenen Homogenisat erfolgte eine
Trennung von l6slichen und unléslichen Zellbestandteilen mittels Zentrifugation fiir 30 min bei
18.000 rpm und 4 °C (Sorvall RC 6+ Zentrifuge mit SS-34 Rotor). Fiir das weitere Vorgehen

wurde nur der Uberstand benétigt und das Pellet verworfen.

Die selektive Extraktion des Zielproteins erfolgte iiber Metallchelatchromatographie
(immobilized metal ion affinity chromatography, IMAC). Im Verlauf der Klonierungen war jedes
Protein mit einem N- oder C-terminalen Hexa-Histidin-Tag (Hiss-Tag) versehen worden. Zur
Reinigung der Proteine kamen zwei verschiedene Matrixmaterialen zum Einsatz, Ni-NTA
Agarose (nitrilotriacetic acid) sowie TALON Granulat. Bei beiden Materialien handelt es sich

um tetravalente Metallchelatoren, wobei Ni-NTA, wie der Name schon impliziert, ein Nickelion
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gebunden hat, TALON dagegen ein Cobaltion.

Fiir die Reinigung selbst wurden meist 1 ml selten 1,5 ml der Matrix in eine Glasfritte vorgelegt
und mit dem jeweiligen Protein-Lagerungspuffer dquilibriert. Hieran schloss sich der Auftrag der
fliissigen Fraktion des Zellaufschlusses an. Ein Waschschritt ebenfalls mit dem Protein-
Lagerungspuffer sollte unspezifisch auf der Matrix verbliebene Proteine entfernen. Fiir die
Reinigung von NaMNAT erfolgte an dieser Stelle eine Umpufferung. Dazu wurde ein weiterer
Waschschritt mit dem neuen Puffer durchgefiihrt. Die Elution der Proteine erfolgte durch
sukzessiv ansteigende Imidazolkonzentration. So konnten mehrere Fraktionen des Proteins
erhalten werden. Deren jeweilige Reinheit wurde durch eine SDS-PAGE evaluiert. Die Eluate
der meisten Proteine wurden hier mit 1,5 mM des Reduktionsmittels TCEP versetzt. Die
Fraktionen mit einer hinreichenden  Reinheit wurden schlieflich in  einem
Zentrifugalkonzentrator vereinigt und konzentriert. Um verbliebenes Imidazol zu entfernen,
schlossen sich weitere Waschschritte mittels Zentrifugalkonzentration an. Sofern fiir die
Proteinstabilitdt notig, wurden die dabei genutzten Puffer ebenfalls mit 1,5 mM TCEP versetzt.

NaMNAT-Kristallisationspuffer NaMNAT-Kinetikpuffer
50 mM HEPES/NaOH pH 7,2 spater 7,8 50 mM Tris/HCI pH 7,8
150 mM NaCl 150 mM NaCl

100 mM Arginin

100 mM Glutatmat

1 % Glycerin

+ 1,5 mM TCEP

2.4.4 Analytische SDS-PAGE

Die Gelelektrophorese wurde bereits als Methode der Wahl zur Trennung von DNA-Gemischen
beschrieben. Aber auch Proteine in einer heterogenen Suspension kdnnen gelelektrophoretisch
voneinander separiert werden. Das Detergenz SDS (sodium-dodecylsulfate, Natriumdodecyl-
sulfat) verleiht den Proteinen dabei nicht nur eine negative Eigenladung, sondern wirkt auch
denaturierend. Die Reduktion von Disulfiden mittels DTT oder 2-Mercaptoethanol fiihrt zu dem
vollstindigen Entfalten der Proteine. Als Matrix zur Trennung eines Proteingemisches dient
letztlich eine Polyacrylamidmatrix [85]. Man spricht daher von einer SDS-PAGE
(Polyacrylamid-Gelelektrophorese).

Zum Giellen der Gele wurden zwei Glasplatten (Bio-Rad) herangezogen. Zunédchst wurde das
Trenngel (12 oder 15 % Polyacrylamid) gegossen und mit Ethanol tiberschichtet. Nach dessen
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Auspolymerisieren erfolgte das Giellen des Sammelgels (4 % Polyacrylamid). Das
Polymerisieren wurde jeweils durch APS (20 pl 40 %-ige Lsg. auf 10 ml) und TEMED (20 pl
auf 10 ml) hervorgerufen. Die fertigen Gele wurden entweder direkt verwendet oder bis zu ihrer
Nutzung bei 4 °C in einem Elektrophoresepuffer-getrankten Tuch gelagert, jedoch nicht ldnger
als vier Wochen. Die Stocklosungen zum Erstellen der Gele wurden ebenfalls bei 4 °C gelagert.

Vor der eigentlichen Elektrophorese wurden die Proteinproben mit Probenpuffer versetzt und
durch Erhitzen bei 95 °C fiir ca. 7 min denaturiert. Die so vorbereiteten Proben konnten unter
Verwendung einer Spritze aufgetragen werden. Die Trennung erfolgte fiir ca. 45 min bei 200 V.
Nach dem Gellauf wurden die Gele dreimal in Wasser gewaschen und hierfiir in einer
Mikrowelle erhitzt. Die gewaschenen Gele wurden zum Anfirben der Proteine mit einer
Coomassie Brilliant Blue Losung iiberschichtet und ebenfalls kurz in einer Mikrowelle erhitzt.
Die eigentliche Farbung erfolgte fiir ca. 15 min auf einem Schiittelinkubator. Unspezifisch in das
Gel eingelagerter Farbstoff wurde durch mehrmaliges Waschen mit Wasser, wie schon zuvor,
entfernt. Bei ungeniigender Entfirbung erfolgte ein zusétzlicher Waschschritt mit einer
Entfarbelosung. Ein Entsorgungsbeutel von Roth diente den fertig prédparierten Gelen als
Umschlag. Hierin eingeschlagen wurde es mit einem Flachbettscanner digitalisiert. Als
Molekulargewichtsstandard diente meistens RageRuler Prestained Protein Ladder.

Trenngel Sammelgel

12 % oder 15 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 4 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
0,1 % SDS 0,1 % SDS

375 mM Tris/HCI pH 8,8 125 mM Tris/HCI pH 6,8
Lammli-Probenpuffer 4x Lammli-SDS-Elektrophoresepuffer
62,5 mM Tris/HCI pH 6,8 100 mM Tris

25 % Glycerin 760 mM Glycin

2 % SDS 0,4 % SDS

350 mM DTT

0,01 % Bromphenolblau

Coomassie Brilliant Blue Farbelésung Coomassie Entfarbelosung
160 mg Coomassie Brilliant Blue R250 8 % Ethanol
ad 11 H,0 10 % Essigsdure

2 h rithren & filtrieren
+ 3 ml konz. HCI
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2.4.5 Western Blot

Die SDS-PAGE ist eine Methode, die routinemdRig zur Trennung und zum Nachweis von
Proteinen genutzt wird. Eine weitaus sensitivere Methode zum spezifischen Nachweis einzelner
Proteine ist der Western Blot. Proteine werden dabei zunéchst iiber eine SDS-PAGE getrennt und
schlieBlich auf eine Membran iibertragen und dort immobilisiert [86][87][88]. Anschliefend
erfolgt ein immunologischer Nachweis des Zielproteins.

In dieser Arbeit wurde ein semidry Verfahren zum Blotten der Proteine genutzt. Hierfiir wurden
10 Filterpapiere der Groe 6,5 x 9 cm zugeschnitten. Diese mussten jeweils fiir ca. 10 min in
verschiedenen Puffer eingelegt werden: 3 Filterpapiere in Anodenpuffer I, 2 in Anodenpuffer II
und 5 in Kathodenpuffer. Eine Polyvinylidenfluoridmembran (PVDF-Membran) diente dem
eigentlichen Transfer. Diese musste zuvor fiir 1 min in Methanol aktiviert werden. Danach wurde
sie ebenfalls in Anodenpuffer II inkubiert. Das SDS-Gel selbst wurde in Kathodenpuffer
inkubiert. Schliellich erfolgte der Aufbau der Blotanordnung in einem Sandwich mit folgender
Zusammensetzung:

* Kathode

* 5 Filterpapiere aus Kathodenpuffer

* SDS-Gel aus Kathodenpuffer

* PVDF-Membran aus Anodenpuffer II
» 2 Filterpapiere aus Anodenpuffer II

* 3 Filterpapiere aus Anodenpuffer I

* Anode

Um einen blasenfreien Aufbau zu gewdhrleisten, wurde dieser mit einem Glasstab unter leichtem
Druck iiberrollt. Der eigentliche Blotting-Vorgang erfolgte fiir 30 min bei einer Spannung von 13
V. Ein erster Nachweis des Transfers der Proteine auf die PVDF-Membran erfolgte mit einer
Ponceau-S-Losung und Hervorhebung der gebundenen Proteine mit 1-%iger Essigséure.
Dreimaliges Waschen mit TBS, lieR die Farbung wieder verschwinden. Noch verbliebene
Bindungskapazitdten der Membran wurden mittels einer Lésung aus 5-%igem Milchpulver und
TBST blockiert. Dieser Waschschritt erfolgte fiir 1 h bei RT iiber Nacht bei 4 °C.

Es schloss sich der eigentliche immunochemische Nachweis der Proteine an. Die Membran
wurde dreimal fiir 5 min in TBST gewaschen, schlieRlich mit einer ersten Antikdrperlésung
tiberschichtet und fiir 1 h unter Schiitteln inkubiert. Es folgte ein erneuter Waschschritt mit TBST
wie zuvor. Nun wurde die Membran mit einer zweiten Antikorperlosung fiir 1 h inkubiert. Evtl.
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unspezifisch verbliebene Reste des Antikorpers wurden durch einen letzten Waschschritt
entfernt. Nun folgte die Chemolumineszenz-Detektion des Proteins. Eine Mischung von 1 ml
Luminol und 10 pl Cumarinsdure wurde frisch zubereitet und auf die Membran gegeben, um
dort fiir 1 min einzuwirken. Die Membran wurde in eine Klarsichtfolie verpackt und mit ihr ein

Rontgenfilm belichtet. Die notige Belichtungsdauer wurde jeweils bedarfsgerecht angepasst.

Puffer und Reagenzien fiir den Western Blot

Anodenpuffer I 300 mM Tris

Anodenpuffer II 25 mM Tris

Kathodenpuffer 40 mM 6-Aminohexansdure (nur 3-4 Wochen haltbar)

TBS 10 mM Tris/HCI pH 7,4, 0,9 % NaCl

TBST TBS + 0,05 % Tween 20

Essigsdure 1%

Ponceau-S-Stocklsg. (10x) 2 % Ponceau S, 3 % TCA

Luminol 1,25 mM Luminol, 0,0093 % H,0,, 0,1 M Tris/HCI pH 8,6 (nur 4
Wochen haltbar, bei 4 °C gelagert)

Cumarinsdure 0,11 % in DMSO

2.5 Fast Protein Liquid Chromatography zur Proteinreinigung

Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) ist eine auf die Zwecke der Prdparation und
Analyse von Proteinen zugeschnittene Chromatographieart [89]. In dieser Arbeit wurde dabei
ausschliefllich die Variante der Gelfiltration, auch GréSenausschlusschromatographie genannt,
herangezogen. Eine Gelmatrix fungiert dabei als Molekularsieb und trennt den Analyt in
Abhéngigkeit von der Molekulargréle auf. Praparativ wurde die Gelfiltration insbesondere dazu
herangezogen, die Reinheit von Proteinen fiir die nachfolgende Proteinkristallisation zu steigern.
Aber auch fiir Analysezwecke wurde sie herangezogen. Hierbei sollte sie den

Dimerisierungsstatus von Proteinen aufzeigen.

Fiir die Trennung aller Proteine wurde eine HiLoad™ 16/60 Superdex™ 200 Gelfiltrationssiule
verwendet. Samtliche fiir die Gelfiltration verwendeten Puffer und Losungen wurden
sterilfiltriert und anschliefend in einem Ultraschallbad entgast. Die Sdule wurde mit dem
jeweiligen Proteinpuffer, mit 1,5 Saulenvolumina, &quilibriert. Die zu reinigende oder
analysierende Proteinlosung wurde auf ein Volumen nicht groBer als 1 ml eingeengt,
Schwebstoffe mittels Zentrifugation pelletiert und nur der Uberstand in die Probenschleife (2 ml

Gesamtvolumen) injiziert. Es schloss sich die Gelfiltration selbst an, mit Fluraten zwischen 0,6
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und 1 ml/min. Dabei wurden Fraktionen zu je 2 ml Volumen gesammelt. Die Elution der
Proteine wurde photometrisch observiert mit einer UV-Messung bei 280 nm und hiermit ein
Chromatogramm aufgezeichnet. Im Anschluss an die Gelfiltration wurde die Sdule mit weiteren
1,5 Séulenvolumina Proteinpuffer gewaschen, um verbliebene Proteinriickstinde zu entfernen.
Die Saule wurde in 20 % Ethanol gelagert.

Anhand des Chromatogramms konnten diejenigen Fraktionen identifiziert werden, welche das
Zielprotein enthielten. Sofern dies fiir weitere Arbeitsschritte mit dem jeweilige Protein
notwendig war, wurden alle potentiell reinen Fraktionen mit 1,5 mM TCEP versetzt. Eine Probe
jeder Fraktion wurde fiir eine SDS-PAGE herangezogen. Somit konnte die Reinheit der
jeweiligen Fraktion bestimmt werden. Die besten Fraktionen wurden jeweils in einem
Zentrifugalkonzentrator vereinigt und konzentriert. Die so erhaltene hoch reine Proteinprobe
wurde schlieflich fiir die Proteinkristallisation herangezogen. Die Wartung der Séaule erfolgte
den Angaben des Herstellers entsprechend (GE Healthcare Handbook — Gelfiltration Principles
and Methods).

2.6 Charakterisierung von Proteinen

2.6.1 Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Zur Quantifizierung von Proteinen wurde der sog. Bradford-Test herangezogen. Dieses
Verfahren beruht auf der Bindung von Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine. Die Bindung
des Farbstoffes an ein Protein ruft eine Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffes
von 465 zu 595 nm hervor [90]. Es ergibt sich eine Farbverschiebung von rot-braunlich zu blau.
Bradford selbst gibt eine Stabilitdt der Farbung zwischen 2 min und 1 h an. Ein Nachteil des
Bradford-Assays besteht darin, dass der Farbstoff eine Praferenz fiir einzelne Aminosduren zeigt.
Am stdrksten werden Arginin, Histidin, Lysin und die drei aromatischen Aminosduren davon
angefarbt [91]. Die Farbintensitat wird somit entscheidend durch die
Aminosdurezusammensetzung des jeweiligen Proteins mit beeinflusst. Bei dem gleichen Protein
ermoglicht der Bradfordtest es jedoch, Konzentrationen miteinander exakt zu vergleichen und

gegebenenfalls immer die gleiche Konzentration einzustellen.

Zur Auswertung der Messergebnisse wurde zundchst eine Standardreihe mit verschiedenen BSA-
Konzentrationen erstellt, es sind dies 1, 2,5, 5, 7,5, 10, 15 sowie 20 pg/ml BSA in Wasser gelost.
Von diesen Losungen wurden jeweils 500 pl mit 125 pl Bradfordreagenz (Hersteller Bio-Rad)
versetzt und vermischt. Die eigentliche Messung erfolgte nach einer Inkubationsphase von 5 bis

15 min. Im Rahmen der Messungenauigkeit wurden hierbei identische Werte erhalten.

52



Material und Methoden

Fir die eigentliche Messung wurde in einer analogen Weise verfahren. Nach einer
Vorverdiinnung der Proteinlésung wurden davon 5 pl mit 495 pl Wasser vermischt und mit
125 pl Bradfordreagenz versetzt. Die Messung erfolgte jeweils nach ca. 5 min. Die Messungen
wurden zumindest durch eine Doppelbestimmung abgesichert.

Eine Alternative zu dieser Methode stellt die Absorptionsmessung bei einer Wellenldnge von
280 nm dar. Hauptsédchlich verantwortlich fiir die Absorption von ultraviolettem Licht sind die
aromatischen Aminosdure Tryptophan und Tyrosion. Die Konzentration einer Proteinlésung kann

dann nach dem Lambert-Beerschen Gesetz berechnet werden:

E=¢c¢xcxd=>c=
e*xc Ce*d

E = Extinktion ¢ = molarer Extinktionskoeffizient [M™ cm™]

d = Distanz durch die Probenlésung [cm] ¢ = Konzentration der gemessenen Probe [pM]

Der molare Extinktionskoeffizent kann mit Hilfe des folgenden Algorithmus bestimmt werden:
¢ Protein=n*Trp*5500+n Tyr x 1490+ n Cys—S —S—Cys*125[ M 's cm™']

n = Anzahl Tyr = Tyrosin
Trp = Tryptophan Cys—S—-S—Cys = Disulfidbriicken

2.6.2 Kinetische Charakterisierung von Proteinen

Im Rahmen dieser Arbeit sollten verschiedene Proteine kinetisch charakterisiert werden. Uber
eine Michaelis-Menten-Kinetik sollten Ky und Via.~Werte der einzelnen Substrate ermittelt
werden. Dies sollte auch dazu dienen, die Substratpraferenzen einzelner Enzyme zu untersuchen.
Fiir die jeweiligen Proteine wurden verschiedene Assays etabliert.

2.6.2.1 Kolorimetrischer Phosphatnachweis

Viele der an dem NAD-Syntheseweg beteiligten Enzyme setzen Pyrophosphat (PP;) frei. Dieses
sollte nach einer Hydrolyse zu Orthophosphat (P;), iber eine Pyrophosphatase, detektiert werden.
Da Ortho- als auch Pyrophosphat an einer Vielzahl biochemischer Reaktionen beteiligt sind,
wurden hierfiir verschiedene Nachweisverfahren entwickelt, welche auf der Bildung eines
Phosphomolybdatkomplexes beruhen [92]. Hier sollte ein Assay zur Anwendung kommen,
welcher auf der Reduktion eines Phosphomolybdatkomplexes durch Ascorbinsdure beruht [93].
Die Autoren bescheinigen ihrem Assay eine erhohte Farbentwicklung, Linearitdt und Sensitivitét,

auch in Gegenwart von 10 mM ATP, weshalb dieser Assay hier genutzt werden sollte.

53



Material und Methoden

Fiir den eigentlichen Phosphatnachweis wurden 15 pl einer Phosphat-haltigen Lésung (z.B.
Reaktionsansatz oder Phosphatlésung fiir Standardkurve) mit 45 pl der Farbel6sung (Losung E)
in einer Mikrotiterplatte (half area) vermischt. Das Gemisch inkubierte bei Raumtemperatur fiir
5 min, wobei sich der eigentliche farbige Phosphomolybdatkomplex bildete. Diese Reaktion
wurde durch Zugabe von ebenfalls 45 pl der Stop-Losung (Losung F) abgebrochen. Die
eigentliche Messung erfolgte nach weiteren 15 min photometrisch bei einer Wellenlédnge von 655

nm in dem Plattenspektrophotometer Infinite M200.

Lsg. A: Lsg. C: Lsg. E: Farbelsg. Lsg F: Stoplsg.
12 % Ascorbinsdure 10 % Ammoniummolybdat 1/3 Lsg. A 2 % Trinatriumcitrat Dihydrat
1 M HCI 2/3 Lsg. C 2 % Essigsdure

ddH,O phosphatfrei (!) fiir samtliche Losungen

2.6.2.2 Kolorimetrischer Phosphatnachweis mittels Malachitgriin

Als Alternative zu dem zuvor beschriebenen Phosphatnachweisverfahren wurde eine auf
Malachitgriin basierende Methode herangezogen. Auch bei diesem Verfahren bildet sich ein
Phosphomolybdatkomplex [92]. GemdR den Herstellerangaben (ProFoldin MicroMolar
Phosphate Assay Kit) ist damit eine Detektion im Konzentrationsbereich zwischen 0,2 pM und
20 pM P; moglich. Dabei sollen 1 Volumenteil der Phosphatlésung mit 1,5 Volumenanteilen der
Féarbelosung gemischt werden. Um ein geringeres Probenvolumen nutzen zu konnen, wurde
dieses Vorgehen adaptiert und die Féarbelosung mit Wasser verdiinnt. Es ergaben sich folgende
Volumina: 7 pl Probe + 63 pl ddH,0 + 105 pl Farbelésung. Die Messung selbst gestaltete sich
nun denkbar einfach. 7 pl der zumessenden Probe wurden mit 168 pl der Farbelosung versetzt.
Diese Mischung inkubierte fiir 5 min bei 25 °C, um Zeit fiir die Bildung des Farbkomplexes zur
Verfiigung zu stellen. Darauf wurde direkt mit dem Plattenphotometer bei 655 nm gemessen. Da
auch die Phosphatstandardkurve in einem analogen Vorgehen erstellt wurde, entfiel die
Notwendigkeit eines Umrechnungsschrittes zur spdteren Konzentrationsberechnung der
Analytldsung.

2.6.2.3 NaMNAT Enzymassays fiir den Phosphatnachweis

Fiir die kinetische Untersuchung von NaMNAT wurde ein diskontinuierlicher Assay verwendete,
welcher die Produktion von Pyrophosphat an die kolorimetrische Detektion von Orthophosphat

koppelt. Dabei lassen sich zwei Zwischenschritte verzeichnen:
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(1) durch NaMNAT katalysierte Adenylyltransferasereaktion:
NaMN/NMM + ATP + Mg** - NaAD/NAD + PP; + Mg**

(2) Hydrolyse des PP; durch eine anorganische Pyrophosphatase (PPase)
PP, +H,O - 2 P

Das in diesem Assaysystem gebildete Orthophosphat wurde schlieflich {iber eines der zuvor
beschriebenen Nachweisverfahren detektiert. Ein deutlicher Uberschuss der Pyrophosphatase
sollte hierbei garantieren, dass die im ersten Schritt ablaufende, durch NaMNAT katalysierte,
Reaktion tatsdchlich limitierend ist. Es wurden sowohl Aktivitétstests als auch Kinetiken mit
diesem Verfahren und anschliefender Phosphatdetektion gemessen. Fiir die Messung von
Kinetiken kamen verschiedene Substratkonzentrationen zum Einsatz. Diese wurden sukzessive
fiir jedes Enzym so optimiert, dass schlieflich eine Sattigung bei hohen Substratkonzentrationen
zu verzeichnen war. Um eine, bei der anschlieRenden Farbreaktion, auftretende
Hintergrundfarbung beurteilen und ausgleichen zu konnen, wurde jeweils ein Kontrollansatz
erstellt, welcher dem eigentlichen Reaktionsansatz analog war, jedoch kein NaMNAT enthielt.
Es wurden Mastermixe erstellt und diese in einer Mikrotiterplatte vorgelegt. Durch Zusatz eines
der beiden Substrate wurde die jeweilige Reaktion gestartet. Nur die Aktivitdtstests wurden
durch Zusatz von NaMNAT gestartet. Die Reaktionen erfolgten bei einer Temperatur von

251 °C. Die Zusammensetzung der einzelnen Enzymassays ist in den nachfolgenden Tabellen

aufgelistet.

Bestandteil Ku ATP Ky NaMN Ky NMN Aktivitatstest
NaMNAT jeweils konstant ~ jeweils konstant ~ jeweils konstant ~ variabel
PPase 3 U/ml 3 U/ml 3 U/ml 3 U/ml
NaMN 1 mM variabel - 1 mM

NMN - - variabel -

ATP variabel 3,5 mM 3,5 mM 5 mM

MgCl, 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM
Assaypuffer 1x 1x 1x 1x

H,O zur Volumenanpassung

Assaypuffer 2x 200 mM Tris/HCI pH 7,8, 100 mM NaCl
PPase-Puffer 20 mM Tris pH 8,0, 100 mM KCI, 1 mM DTT, 0,1 mM EDTA, 50 % Glycerin
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2.6.2.4 Einstellung von Substratkonzentrationen

Wann immer es moglich war, wurden die Konzentrationen, der in den Assays genutzten
Substrate, photometrisch kontrolliert. Dies gilt fiir ATP, NaMN sowie NMN. Fiir ATP wurde der
folgende molare Extinktionskoeffizient genutzt: 15.400 M'cm™ bei 259 nm. Ebenso konnte ein
Extinktionskoeffizient fiir NMN in der Literatur gefunden werden, er betrigt 4.740 M'cm™ bei
259 nm [57]. Da die Dinukleotidvarianten beider Molekiile einen identischen
Exktinktionskoeffizienten aufweisen (siehe die jeweilige ,,ProductInformation® von Sigma, E™
(260 nm) = 18,0 (0,1 M Phosphat, pH 7,0)) wurde darauf geschlossen, dass auch die
Mononukleotide identische Extinktionskoeffizienten aufweisen miissen. Somit wurde auch fiir
NaMN die Konzentration mit einem Extinktionskoeffizienten von 4.740 M'cm™ (259 nm)
bestimmt. Von allen drei Substanzen wurden Stocklésung in Wasser erstellt. Fiir ATP waren dies
100 mM fiir NaMN als auch NMN je 40 mM. Diese Stocklésungen wurden bis zu ihrer
Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.6.2.5 Datenauswertung nach Michaelis-Menten

Die Auswertung der Kinetiken erfolgte nach Michaelis-Menten, mittels LibreOffice. Zur
Bestimmung von Ky- und Viy.~Werten wurde hierzu mit dem Tabellenkalkulationsmodul eine
nicht lineare Regression berechnet (Methode der kleinsten Quadrate) und so eine
Kurvenanpassung an die gegebenen Messwerte vorgenommen. Die Michaelis-Menten-Gleichung

bildete dabei die Grundlage der Kurvenanpassung.

V.=V [%I]( Michaelis-Menten-Gleichung

2.7 Strukturbiologische Methoden

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit lag bei der Strukturbiologie und den Methoden der
Rontgenkristallographie. Dabei sollte die Struktur einiger Proteine de novo bestimmt werden, im
Falle PfGR sollte eine Cokristallisation mit einem Hemmstoff erfolgen. Um dieses Ziel zu

erreichen, kamen eine Vielzahl von Kiristallisationsverfahren zur Anwendung.

2.7.1 Proteinkristallisation

Fir die Strukturbestimmung mittels Rontgenkristallographie ist das Ziichten von
Proteinkristallen unabdingbare Préamisse. Fiir die ab initio Kristallisation eines Proteins gilt es

dabei, die notigen Kristallisationsbedingungen jeweils aufs Neue experimentell zu bestimmen.
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Hierbei kann es sich als nétig erweisen, mehrere Tausend verschiedene Bedingungen zu testen
und gegebenenfalls zu optimieren, um einen hinreichend grofen und hochwertigen
Proteinkristall zu erhalten. Um dieses Ziel zu erreichen, kamen eine Vielzahl verschiedener
Kristallisationstechniken zur Anwendung.

2.7.1.1 Proteinkristallisation mittels Dampfdiffusion

Zur Kristallisation von Proteinen wurde vorwiegend das Dampfdiffusionsverfahren verwendet.
Diese Methode beruht auf der allmdhlichen Konzentrationsdanderung einer Proteinlésung. Durch
ein langsames Ansteigen der Proteinkonzentration soll schlieflich die Kristallisation des Proteins
initilert werden. Erzielt wird diese Konzentrationsdnderung durch die Diffusion eines
Losungsmitteldampfes zwischen der Proteinldsung und einer Reservoirlosung. Damit es zu
dieser Diffusion kommt, muss ein Konzentrationsgefélle zwischen Protein- und Reservoirl6sung
bestehen. Daher mischt man den Proteintropfen mit einem gleichgroen Volumen der
Reservoirlosung. Dabei enthdlt die Reservoirlosung verschiedenste Fallungsmittel, sog.
Prazipitantien. Es ergibt sich somit ein Konzentrationgradient zwischen Protein- und
Reservoirlosung, welcher sich durch Diffusion ausgleicht, bis ein dynamisches Gleichgewicht
erzielt ist. Von der Dampfdiffusion gibt es zwei Varianten, dies sind der hanging und der sitting
drop. Beide sind schematisch in Abb. 3.4 gezeigt.

hanging drop sitting drop
- Versiegelung ~a

< Proteinlésung mit
Fallungsmittel ) 3

«— Reservoirlésung — ),

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der Proteinkristallisation mittels Dampfdiffusion.

Das Kristallisationverfahren der Dampfdiffusion gibt es in zwei Varianten, es sind dies hanging drop und
sitting drop. Diffusionsbedingt kommt es dabei zu einem Konzentrationsausgleich zwischen -einer
Reservoirlésung und einer Proteinlosung. Sind die Bedingungen wie Fallungsmittel und Temperatur dabei
angemessen gewdhlt, kann ein Proteinkristall heranwachsen.

Handansétze im hanging drop Verfahren

Das hanging drop Verfahren wurde fiir Handansdtze verwendet. In einer 24-well
Kristallisationsplatte wurden dazu zundchst verschiedene Fallungsmittel vorgelegt. Das
Auftragen eines diinnen Films aus Silikondl auf den Rand der wells sollte fiir eine spétere
luftdichte Versiegelung sorgen. Nun kamen Deckgldser zum Einsatz, deren Oberfldche zuvor mit
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einem Linsenpapier von Verunreinigungen gesdubert worden war. Auf je ein Deckglas wurde ein
2 pl groBer Tropfen einer Proteinlésung aufgetragen. Aus einem well wurde nun ein ebenfalls 2
pl groBer Tropfen des Prézipitans genommen und dem Proteintropfen zugesetzt. Das so
préaparierte Deckglas konnte nun umgedreht werden und auf das well gesetzt werden, dem das
Féllungsmittel enthnommen worden war. Um einen Luftabschluss zu gewahrleisten, wurde das
Deckglas noch leicht angedriickt. Als Alternative zu gewdhnlichen Deckgldsern wurden teilweise
silikonsierte Deckgldser verwendet. Diese sind teilweise dazu in der Lage, das
Auseinanderlaufen der Proteintropfen zu verhindern. Der Tropfen flacht sich weniger ab und
behilt die Form einer Halbkugel.

Automatisierte Kristallisations-screenings im sitting drop Verfahren

Die ab initio Kristallisation eines Proteins kann es erfordern, mehrere Tausend
Kristallisationsbedingungen zu testen. So wurden auch in dieser Arbeit fiir die Kristallisation
verschiedener Proteine weit {iber 25.000 Kiristallisationsansdtze erstellt. Fiir eine
Rationalisierung dieser Arbeiten wurde daher auf ein teilweise automatisiertes Verfahren
zuriickgegriffen. Unter Verwendung des Pipettierroboters Honeybee 961 wurden dabei
verschiedenste kommerziell erhdltliche sowie selbst erstellte Kristallisations-screens getestet.
Die dabei genutzten 96er well Kristallisationplatten sind auf einen sitting drop Ansatz ausgelegt.
Sie ermoglichten das simultane Testen von 96 Kiristallisationsbedingungen mit einem
zusédtzlichen Kontrollansatz, um Protein- von Salzkristallen unterscheiden zu kénnen. Wurde die
Kontrolle ausgelassen, konnten 96 zusitzliche Bedingungen getestet werden, z.B. eine zweite
Proteinkonzentration. Die Tropfengroe von Proteinlésung und Fallungsmittel belief sich auf
jeweils 200 nl. Nach dem Pipettieren der Ansdtze durch den Roboter wurden die Platten mit
einer selbstklebenden Klarsichtfolie versiegelt. Es wurden verschiedene Folien getestet und
letztlich diejenigen mit der besten Transparenz genutzt. Die so erstellten Kristallisationsplatten

wurden in moglichst regelmdRigen Abstdnden unter einem Stereomikroskop inspiziert.

2.7.1.2 Proteinkristallisation mittels Gegendiffusion

Ein weiteres genutztes Verfahren zur Proteinkristallation ist die Gegendiffusion (counter
diffusion). Die Gegendiffusion ermoglicht es, in einer einzigen Glaskapillare einen ganzen
Konzentrationsgradienten auf sein Kristallisationspotential zu untersuchen. So kann in einem
Experiment ein ganzes Kontinuum von Kristallisationsbedingungen getestet werden. In dem
Bereich, der optimale Bedingungen zusammenfiihrt, kann man das Wachstum von
Proteinkristallen verzeichnen. Fiir die Gegendiffusion wurden 10 pl Glaskapillaren genutzt.
Diese wurden zundchst, unter Ausnutzung der Kapillarkréfte, zur Halfte mit einer Proteinlésung
befiillt. Dazu wurde die Kapillare mit einem Ende in einen Tropfen der Proteinlésung getaucht.
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SchlieBlich wurde sie mit demselben Ende in Prizipitanslésung getaucht und so vollstindig
befiillt. Die Enden wurden mit verfliissigtem Wachs versiegelt. Die Kapillare wurde schliefSlich
senkrecht gelagert, so dass sich im Laufe der Zeit ein Konzentrationsgradient zwischen
Proteinlosung und Fallungsmittel einstellen konnte. Es erfolgte eine regelmédfige optische
Kontrolle mit einem Stereomikroskop.

2.7.1.3 Seeding Techniken zur Proteinkristallisation

Das Wachstum eines Kristalls kann man in zwei Phasen unterteilen. Die erste Phase ist die
Keimbildung, worauf sich die eigentliche Wachstumsphase anschlieft. Die Initiierung der
Keimbildung ist einer der Schliisselprozesse fiir die Proteinkristalltion. Daher wurden
verschiedene Techniken entwickelt, die man als seeding bezeichent, welche das
Kristallwachstum von der Keimbildung entkoppeln sollen. Es konnte gezeigt werden, dass
mittels seeding die Qualitdit der Kristalle als auch die Zahl moglicher
Kiristallisationsbedingungen gesteigert werden kann [94][95][96]. Beim seeding dienen
Mikrokristalle eines Proteins dazu, das Kristallwachstum auch in anderen Bedingungen
anzuregen. Dies setzt natiirlich das Vorhandensein von Mikrokristalle voraus oder alternativ von
Kristallen schlechter Qualitidt, welche zu Mikrokristallen zerkleinert werden. Dariiber hinaus
wurden Varianten des Verfahrens mit heterogenen Substanzen erprobt [97], darunter auch
Polystyrennanosphdren [98].

Erste seeding Versuche wurden in Heidelberg am Max-Planck-Institut fiir Medizinische
Forschung durchgefiihrt. Hierbei wurde der Kristallisationsroboter Mosquito verwendet. Das
Verfahren wurde daraufhin adaptiert und auf den Kristallisationsroboter Honeybee {ibertragen.
Fir das seeding von NaMNAT wurden zundchst sehr flache NaMNAT-Kristalle in einem
Eppendorfcup durch Vortexen mit einem Glaskiigelchen zerkleinert und so die nétigen
Mikrokristalle erhalten. 300 nl des Féllungsmittels wurden schlieflich mit 270 nl der
Proteinlésung und 30 nl der seeding-Losung durch einen Kristallisationsroboter vereinigt. Auch
hier wurde ein, der obigen Beschreibung analoges, sitting drop Verfahren genutzt. Waren keine
Mikrokristalle vorhanden, wurden Polystyrennanosphdren zum seeding herangezogen. Hierbei
handelte es sich um 0,05 pm Nanosphdren von PolySciences (2,5 %-ige Losung, 25 mg/ml).
Diese Losung wurde mit dem jeweiligen Proteinpuffer noch einmal um ein Fiinfzehntel
verdiinnt.
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2.7.1.4 Additive screen

Fir einige Proteine kann es notig sein, dass sich bestimmte Zusatzstoffe in der
Kristallisationslosung befinden. Membranproteine benétigen z.B. Detergenzien, um in Losung
zu bleiben. Diese lagern sich an den hydrophoben membranassozierten Teil des Proteins an [99]
[100]. Aufgrund ihrer Raumforderung konnen Detergenzien das Kristallgitter jedoch auch stéren.
Hier konnen kleine amphiphile Molekiile hilfreich sein [100]. Eine hohe konformationelle
Flexibilitdt eines Proteins kann seine Kristallisation ebenfalls beeintrachtigen. In diesem Fall
konnen strukturstabilisierende Agenzien dazu beitragen, diese strukturelle Heterogenitdt eines
Proteins zu tiberwinden und so die Proteinkristallisation fordern. Derart positive Effekte konnten
z.B. fir Glycerin gezeigt werden [101]. Eine gegebene vielversprechende
Kristallisationsbedingung kann daher durch das Testen verschiedener Additive so optimiert

werden, dass ein Kristall hinreichender Qualitét erhalten wird.

Zur Optimierung von Kiristallisationsbedingungen wurde ein additive screen von Hampton
Research verwendet. Wiederum wurde hierfiir der Kristallisationsroboter Honeybee
herangezogen. Von der zu optimierenden Kristallisationsbedingung wurde zundchst ein 96 well
Masterblock erstellt. Davon wurden je 90 pl in das Reservoir der Kristallisationsplatten
tiberfithrt und mit je 10 pl eines Additivs vermischt. Von dieser Mischung wurden 200 nl mit

ebenfalls 200 nl der Proteinlésung in einem sitting drop vereinigt.

2.7.1.5 Cokristallisation mit Substrat- oder Produktzusatz

1958 beschrieb Koshland die Theorie des induced fit [102]. Diese Theorie beschreibt, dass einige
Proteine erst durch die Bindung ihres Substrats in eine katalytisch aktive Konformation tiberfiihrt
werden. Eine solche Konformationsdnderung kann natiirlich auch allgemein fiir die Bindung
eines spezifischen Liganden gelten. Wie dramatisch eine solche Konformationsdanderung
ausfallen kann, sieht man etwa am Beispiel des Lactoferrin. Die Bindung eines einzigen
Eisenions fiihrt hier die Rotation einer N-terminalen Doméne um 53° herbei [103]. Die Bindung
eines Substrates kann daher die Kristallisation eines Proteins ganz entscheidend beeinflussen.
Flexible Bereiche konnen etwa stabilisiert werden oder das Protein in eine fiir die Kristallisation
giinstigere Konformation tiberfiihrt werden. Generell sind dabei nicht hydrolysierbare Analoga
den eigentliche Substraten gegeniiber zu bevorzugen. Fiir Substrate ist ein vielfacher Uberschuss
iiber Ky-Konzentrationen zu empfehlen. Allgemein gilt fiir Liganden, dass ein 10-facher molarer
Uberschuss von Vorteil ist, mindestens jedoch ein 1,5- bis 2-facher Uberschuss verwendet
werden sollte [104].

Die Kiristallisation von PfNaMNAT wurde ausgehend von obigen Uberlegungen daher auch als

Cokristallisation mit Substrat- oder Produktzusatz durchgefiihrt. Dariiber hinaus wurden auch
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verschiedene ATP-Analoga (von Jena Bioscience) getestet. Derartige Versuche wurden sowohl in
Handansdtzen  durchgefiihrt als auch in umfangreichen screens mittels eines
Kiristallisationsroboters. 10 mg/ml NaMNAT (ca. 0,4 mM) wurden dabei mit 4 mM des
jeweiligen Liganden respektive Substrates versetzt. Auch fiir andere NaMNAT-Konzentrationen
wurde ein 10-fach molarer Ligandeniiberschuss verwendet. NaMNAT wurde direkt mit den
jeweiligen Substanzen vermischt und dieses Gemisch fiir die zuvor beschriebenen

Kristallisationsansétze herangezogen.

2.7.2 Rontgenkristallographische Datenerfassung

Die weitere Analyse erfolgreich herangeziichtete Proteinkristalle erfolgte in Heidelberg am Max-
Planck-Institut (MPI) fiir Medizinische Forschung. Dort mussten die Kristalle in einen
Cryopuffer {iberfilhrt werden. Dieser Puffer entsprach im Wesentlichen dem jeweiligen
Kristallisationspuffer, er enthielt jedoch als zusatzlichen Gefrierschutz (cryoprotectant) 30 — 35
% Glycerin oder Ethylenglycol. War bereits in dem Kristallisationspuffer eine hinreichende
Menge Glycerin oder Polyethylenglycol (PEG) enthalten, so konnten die Menge des zusétzlichen
Gefrierschutzes reduziert werden. Die Kristalle wurden mit einem cryoloop aus ihrer
Kristallisationslésung entnommen, in Cryopuffer iiberfiihrt und schlieflich eingefroren. Das
Einfrieren erfolgte in fliissigem Stickstoff (-196 °C), worin die Kristalle auch gelagert wurden.
Einmal eingefroren, wurde die Kiihlkette auch bei anschlieBenden Untersuchung nicht mehr
unterbrochen. Eine erste Untersuchung der Kristalle wurde direkt am MPI fiir Medizinische
Forschung vorgenommen. Hieriiber sollte ihre Qualitdt, d.h. ihr Streuungsvermégen eruiert
werden. Am Wichtigsten war hierbei auszuschliefen, dass es sich bei dem vermeintlichen
Proteinkristall nicht um einen Salzkristall handelte. Zur Aufnahme eines initialen
Diffraktionsmusters diente eine Rigaku MicroMax 007-HF Rotationsanode mit einem
Kirkpatrick-Baez Spiegel und einem mar345dtb Bilddetektor. Die Aufnahme eines vollstdndigen
Datensatzes fiir die Strukturbestimmung erfolgte letztendlich an einem Synchrotron. Durch die
dort generierte hochwertige monochromatische Rontgensstrahlung ist es moglich, auch mit
kleinsten Proteinkristallen einen auswertbaren Datensatz zu erhalten. So konnten bereits mit nur
einem 20 pm® messenden Kristall Strukturen bis zu einer Auflésung von 1,5 A bestimmt werden
[105].

2.7.3 Rontgenkristallographische Datenauswertung

Um eine Proteinstruktur zu bestimmen, miissen die durch ein Diffraktionsexperiment erhaltenen
Daten in vielfdltiger Weise prozessiert werden. Das Ziel der Datenerfassung ist es, die
Intensitdten moglichst vieler Reflexionen konsistent zu messen und den Reflexionen innerhalb
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des reziproken Raumes einen Koordinatensatz zuzuweisen. Dieser Koordinatensatz besteht aus
drei Raumkoordinaten, auch Millersche Indizes (h, k, I) genannt. Nach der Datenerfassung
miissen die Rohdaten bearbeitet werden, damit Messungenauigkeiten ausgeglichen werden, um
so konsistente Intensititen und eine hinreichende Zahl akkurat bestimmter Messpunkte zu
erhalten [106]. Fiir diese initiale Datenaufbereitung wurde das Programm XDS verwendet [107]
[108]. XDS dient zur Modellierung gemessener Reflexionen, der Integration ihrer Intensitéten,

der Korrektur und dem Skalieren der Daten sowie der Bestimmung der Raumgruppe [109].

Die Losung des Phasenproblems erwies sich als iiberaus schwierig. Hier wurde die Methode des
Molekularen Ersatzes gewdhlt. Aufgrund geringer Sequenzhomologie der PfNaMNAT mit
anderen Proteinen konnte hierfiir nicht direkt auf eine geloste Struktur zuriickgegriffen werden.
Stattdessen wurde fiir PfNaMNAT ein Homologiemodell erstellt. Fiir ein automatisiertes,
vergleichendes Modellieren der dreidimensionalen Proteinstruktur von PfNaMNAT wurde
SWISS-MODEL verwendet [110]. Das von SWISS-MODEL erstellte Modell basierte auf der
A-Kette der Protein Struktur von Staphylococcus aureus NaMNAT (PDB-Code: 2H29) [111].
Mittels dieses Modells sollte unter Verwendung der Programme PHENIX [112] und CNS [113]
die Phase bestimmt werden. Dies gelang jedoch erst mit dem Datensatz eines zweiten
PfNaMNAT Kiistalls, da im Laufe des Verfeinerungsprozesses mit dem ersten Datensatz die R-
Faktoren nicht unter 40 % reduziert werden konnten. Fiir die sukzessive Verfeinerung der
Struktur wurden die beiden Programme O [114] und Coot [115] verwendet. Mit diesen beiden
Programmen wurde das gegebene Strukturmodell an die vorhandene Elektronendichtekarte
angepasst. Ebenso wurde hieriiber die Konformation des Modells tiberpriift und gegebenenfalls
den chemischen Realititen gemdl8 angepasst. Die Optimierung der Struktur erfolgte in einem
iterativen Prozess aus Verfeinerung des Models und Berechnung einer verbesserten
Elektronendichtekarte. Hierbei wurde die Phaseninformation sukzessive verbessert. Die
jeweiligen Fortschritte oder auch Regressionen konnten anhand der Entwicklung der R-Faktoren
(Riee und Ryon) evaluiert werden. Im Laufe des Verfeinerungsprozesses erfolgte ein vielfacher

Vergleich mit den Strukturen homologer Proteine.
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3 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine strukturbiologische Untersuchung verschiedener Proteine
des Malariaparasiten P. falciparum mittels Rontgenkristallographie erfolgen. Dabei lag ein, wenn
auch nicht exklusiver, Fokus auf den Proteinen des NAD-Syntheseweges. Fiir diese Proteine
sollte das jeweilige Gen aus einer cDNA-Bank kloniert sowie ein addquates Expressionssystem
etabliert werden. Da die Kiristallisation von Proteinen eine sehr langwierige Methode ohne
Erfolgsgarantie darstellt, stand jedoch nicht zu erwarten, dass sie fiir alle Proteine zu einem
erfolgreichen Abschluss zu bringen sein wiirde. Im Zentrum der Anstrengungen befand sich
dabei die PINaMNAT, da sie fiir die NAD-Synthese von zentraler Bedeutung ist. Sie wurde
bereits bei einer Vielzahl anderer Organismen untersucht, so dass auch ein Strukturvergleich mit

homologen Proteinen moglich war.

Dartiber hinaus konnte in dieser Arbeit die ab initio Kristallisation von Plasmoredoxin (Plrx)
erzielt werden. Dieses, nach gegenwdrtigem Kenntnisstand, auf das Genus Plasmodium

beschrdnkte Protein hatte sich lange Zeit der Kristallisation entzogen [116].

3.1 NaPRT

3.1.1 Molekulare Klonierung von NaPRT

Bereits im Vorfeld zu dieser Arbeit waren in der AG-Becker zwei verschiedene Plasmidvektoren
fiir die Expression und Synthese von NaPRT konstruiert worden. Aus einer im Haus befindlichen
cDNA-Bank waren hierzu mit den Primern NaPRT-BamHI und NaPRT-HindIII entsprechende
PCR-Fragmente generiert worden. Dieses PCR-Produkt war schlieflich iiber die in die Primer
integrierten Restriktionsschnittstellen in die beiden Vektoren pQE30 und pRSET A integriert
worden. Durch diese Klonierung erhielten beide Konstrukte jeweils einen N-terminalen Hise-
Tag. Im Fall des pRSET A-Verktors war dieser Tag iiber eine Enterokinaseschnittstelle potentiell
abspaltbar. Da im Laufe der spéteren Proteinreinigung im SDS-Gel héufig unerwiinschte Banden
auftraten erfolgte zudem eine Subklonierung, in deren Verlauf das fiir die NaPRT codierende
Gen in den Plasmidvektor pET28a eingefiigt wurde. Fiir das Erstellen eines PCR-Fragmentes
kamen die Primer NaPRT-Ncol und NaPRT-Xhol zum Einsatz. Dieses Konstrukt wies nur einen

C-terminalen His¢-Tag auf.
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3.1.2 Expression und Optimierung der Reinigung von NaPRT

Durch die vorausgegangen Klonierungen waren verschiedenen Optionen zur Proteinproduktion
von NaPRT gegeben. Hierzu zdhlten das T5- als auch T7-Expressionssystem sowie verschiedene
E. coli-Stamme. Aber auch die dabei produzierten rekombinanten Proteine waren nicht ganzlich
identisch. Durch die jeweiligen Hise-Tags war die rechnerische Grofe der Proteine
unterschiedlich (pQE30-NaPRT und pET28a-NaPRT: 78 kDa, pRSET A-NaPRT: 81 kDa). Bei
der Reinigung des Proteins war haufig eine Doppelbande zu verzeichnen (siehe Abb. 3.1). Da
diese zweite Bande nur geringfiigig unterhalb der eigentlichen NaPRT-Bande auftrat, konnte sie
auch mittels Gelfiltration nicht vollstdndig eleminiert werden (siehe Abb. 3.2). Im Verlauf einer
Vielzahl von Reinigungen von NaPRT fiel auf, dass diese unerwiinschte Bande zwar héufig
auftrat, jedoch nicht immer. Eine Kausalitdt, welche diese Bande zur Folge hatte, konnte
allerdings nicht identifiziert werden. Auch das Testen der verschiedenen Konstrukte und
Expressionssysteme erbrachte keinen endgiiltigen Aufschluss. Da im Western Blot nur eine
Bande detektiert werden konnte (siehe Abb. 3.2), ist nicht zu vermuten, dass es sich hier um ein
Abbruchprodukt der NaPRT-Translation handelt, zumal in dem untersuchten Fall ein
N-terminaler Hise-Tag gegeben war und dieser auch bei einem Abbruchprodukt noch vorhanden
sein sollte. Daher ist zu vermuten, dass es sich hier um eine unspezifische Interaktion mit NaPRT
handelt. Um hier Klarheit zu erzielen, erscheint eine Sequenzierung respektive

massenspektrometrische Untersuchung der unteren Bande als addquate Option.

Dariiber hinaus wurden auch verschiedene Medien zur Produktion von NaPRT herangezogen
und deren Einfluss untersucht. Fiir die Expression von pET28a-NaPRT erwies sich LB-Medium
am geeignetsten (Daten nicht gezeigt). Schlieflich wurde auch die Temperatur, unter der die
Expression erfolgte, variiert. Letztlich wurde die Bakterienkultur bei 37 °C herangeziichtet und
nach der Induktion tiber Nacht bei RT inkubiert.

Aufgrund des relativ langen N-terminalen Anhangs des pRSET A-Konstruktes (36 Aminosduren
mit Hise-Tag, T7 gene 10 leader, Xpress Epitop und Enterokinase-Schnittstelle) wurden die
beiden anderen rekombinanten Varianten von NaPRT im Weiteren bevorzugt verwendet. Da
letztlich eine Kristallisation erfolgen sollte, war hier eine Interferenz, eines derartig langen Tags,
mit der Kristallisation zu befiirchten. Hier ergab sich das Problem, dass pET28a-NaPRT nach
anfanglichen Erfolgen nicht mehr exprimierte. Nach der Reinigung des Proteins mittels IMAC
iber Talon-Sdulenmaterial konnte kein Protein in den Eluaten vorgefunden werden. Die Ursache
dieses Problems konnte bislang nicht eruiert werden.

64



Ergebnisse

kDa M 201 202 501 502 1001 1002 2001 2002

70 — S e g = e o NaPRT
55_ - e B . —
25—

Abb. 3.1: SDS-Gel zur Reinigung von NaPRT mittels IMAC.

In der iiberwiegenden Zahl der Reinigungen war in den Eluaten eine Doppelbande gegeben. Dies gilt sowohl
fiir das hier gezeigte pQE30-Konstrukt sowie fiir die Proteine der beiden anderen Expressionsvektoren. Die
Elution der Proteine erfolgte in einem aufsteigenden Imidazolgradienten (20 bis 200 mM). Mit jeder
Imidazolkonzentration wurden nacheinander zwei Fraktionen gesammelt (erkenntlich an den Indices 1 und 2).
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Abb. 3.2: Fraktionen der Gelfiltration von NaPRT im SDS-Gel und begleitender Western Blot.

Die Reinheit des iiber IMAC gereinigte Proteins sollte durch eine Gelfiltration weiter gesteigert werden. Das
zugehorige Chromatogramm aus Abb. 3.3 (A) lieR jedoch keinen Elutionspeak erkennen. In allen Fraktionen
tritt die Doppelbande auf. Im Western Blot konnte jedoch nur eine Bande nachgewiesen werden. Fiir den
Western Blot wurden die Fraktionen 36 und 38 herangezogen. Fiir diese Reinigung wurde NaPRT mit dem
pQE30-Vektor produziert.

Um die Reinheit des Proteins zu maximieren sowie um den Dimerisierungsstatus der Proteins zu
analysieren erfolgte eine Gelfiltration mit Superdex 200 (HiLoad™ 16/60 ). Die Elution erfolgte
jedoch nicht in einem eindeutigen Peak (siehe Abb. 3.3 (A)). Die Analyse der jeweiligen
Fraktionen erbrachte jedoch nur die iibliche Doppelband (siehe Abb. 3.2). Somit stand zu
vermuten, dass sich NaPRT in verschiedensten Aggregaten zusammenlagerte. Um diese
aufzulésen, wurden verschiedenste Pufferbedingen wihrend des FPLC-Laufes getestet. Erfolg
erbrachte schliefllich die Nutzung eines Reduktionsmittels. Es konnte ein weitaus scharfer
abgegrenzter Elutionspeak erzielt werden (siehe Abb. 3.3 (B)). Das Elutionsmaximum ist bei ca.
71,5 ml gegeben, was ca. einem 160 kDa groflen Protein entspricht. NaPRT kénnte daher ein
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Dimer formen, auch wenn dimere Proteine eher bei rechnerisch niedrigeren Molekulargewichten
eluieren. Der finale Puffer von NaPRT setzte sich daher aus 300 mM NaCl, 50 mM Tris pH 7,8

und 1 mM TCEP zusammen.

(A) Elutionsprofil von NaPRT ohne TCEP (B) Elutionsprofil von NaPRT mit TCEP
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Abb. 3.3: Auswirkung von Reduktion auf das Elutionsprofil von NaPRT.

Fiir NaPRT war anfanglich kein scharfer Elutionspeak gegeben (A). Vielmehr eluierte das Protein in einem
Kontinuum verschiedenster Aggregate. Erst der Zusatz des Reduktionsmittels TCEP erbrachte ein klar
abgegrenztes Elutionsmaximum (B). Beide Chromatogramme wurden mit dem pQE30-Konstrukt der NaPRT
erstellt. Der Peak entspicht einem Molekulargewicht von ca. 160 kDa.

3.1.3 Kristallisationsversuche von NaPRT

Diejenigen Reinigungen von NaPRT, welche einen akzeptablen Reinheitsgrad sowie nur eine
geringfiigige Doppelbande aufwiesen, wurden fiir Kristallisationsexperimente herangezogen.
Zunéchst wurde jedoch mit SWISS-MODEL ein Homologiemodell der NaPRT erstellt. Als
Modellierungsvorlage diente das homologe Enzym von Enterococcus faecalis (PDB 2F7F). Es
konnten jedoch nur die Aminoséduren 148 bis 661 modelliert werden. Diesem Modell war eine
Identitdt von 28,6 % gegeben. Da nicht einmal das gesamte Protein modelliert werden konnte,
wurde direkt mit einem screening begonnen und keine Kristallisationsbedingungen homologer
Proteine getestet. Getestet wurde dabei zundchst die JCSG Core Suite fiir alle drei
Proteinvarianten mit einer Konzentration von 10 mg/ml. Bei den ersten Versuchen war hier
jedoch noch kein Reduktionsmittel vorhanden, da die Problematik der Aggreation erst spater
ganzlich klar wurde. Anschliefende Kristallisations-screens erfolgten mit dem pQE30-Konstrukt
der NaPRT sowie dem Zusatz von TCEP. Da bei der Nutzung von 10 mg/ml in nahezu allen
Bedingungen Protein ausfiel, wurde hier zundchst die Konzentration schrittweise verringert.
Auch bei 8 und 6 mg/ml prézipitierte noch der iiberwiegende Teil der Testbedingungen. Letztlich
erfolgte ein umfassender Kristallisations-screen mit 4,5 mg/ml, wobei eine angemessene
Mischung aus prazipitierten und klaren Kristallisationsbedingungen gegeben war. Bei dieser
Kristallisation wurden allerdings auch noch verschiedenen Zusdtze getestet, dies sind je ca. 6
mM NaMN oder NMN. Ein weiterer Ansatz erfolge mit 6 mM Nicotinsdure sowie 25 mM

66



Ergebnisse

LiSO.. Letzteres wurde zugegeben, da auch in der 2F7F-Stuktur SO, im aktiven Zentrum
gebunden ist. Generell erfolgte der Substrat- respektive Produktzusatz, um die Struktur des
Proteins zu stabilisieren und so die Kristallisation zu fordern. Auflerdem wurde mit
Polystyrolnanosphédren und Nicotinsdure mit LiSO,4 ein seeding-Ansatz erstellt. Seeding-Tests
erfolgten nur mit der JCSG Core Suite. Fiir die anderen Tests wurde sowohl dieser screen als
auch JBScreen Wizard 1 & 2 HTS, die MPD Suite sowie die der AG-Becker eigenen screens
getestet. Im Verlauf der Kristallisations-screens wurden mehrere tausend Bedingungen getestet,

ein Proteinkristall konnte jedoch trotz aller Anstrengungen nicht erhalten werden.

Bevor weitere Versuche zur Kristallisation von NaPRT erfolgen, sollte die Reinigung respektive
die Genexpression selbst optimiert werden. Es ist zu empfehlen die Identitdt der Doppelbande
aufzukldren. Sollte sich z.B. ein chimédres NaPRT aus E. coli und P. falciparum Protein oder auch
einem beliebigen anderen Protein zusammenlagern, so ist hier kaum mit einem geordneten
Kristallwachstum zu rechnen.

3.1.4 Erster Versuch einer kinetischen Charakterisierung von NaPRT

AuRerdem wurde der Versuch einer kinetischen Charakterisierung von NaPRT unternommen.
Hierzu sollte ein bereits zuvor beschriebenes Verfahren herangezogen werden [56]. Der
Substratverbrauch respektive die Produktbildung sollten dabei mittels einer reverse-phase-
HPLC-Analyse erfolgen (Supelcosil LC-18-DB Séaule). Eine Trennung von Nicotinsdure und
Nicotinsduremononukleotid war dabei jedoch nicht in hinreichendem Male zu realisieren.

Da diese Methode keinen gangbaren Weg bot, wurde ein Versuch unternommen, die Reaktion
indirekt tiber die Bildung von P; zu beobachten. Hierzu kamen Ascorbat/Ammoniummolybdat-
als auch Ammoniummolybdat/Malachitgriin-Reagenz zum Einsatz. In beiden Féllen trat jedoch
eine derart starke Hintergrundfarbung auf, dass keine Messung moglich war. Dies wurde auf das
Substrat Phosphoribosylpyrophosphat (PRPP) zuriickgefiihrt. Hierbei handelt es sich um eine
relativ instabile Substanz. Der Hersteller Sigma Aldrich gibt eine Zersetzung von 3 % pro Tag
bei 25 °C an. Auch die Reinheit wird nur mit > 75 % beziffert. Es ist daher davon auszugehen,
dass PRPP bereits eine hohe Menge freien Phosphates bzw. Pyrophosphates enthélt. Ausgehend
von der ungenauen Konzentrationsangabe waire hier eine exakte kinetische Charakterisierung
dieses Substrats ohnehin kaum machbar. Von weiteren Versuchen wurde an dieser Stelle zu
Gunsten der PfNaMNAT abgesehen, zumal hier erfolgversprechendere Rahmenbedingungen

gegeben waren.

67



Ergebnisse

3.2 PfNaMNAT

Da der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der PfNaMNAT lag, soll dieses Enzym im Folgenden am
ausfiihrlichsten beschrieben werden.

3.2.1 Expression und optimierte Reinigung von PINaMNAT

Als Expressionsvektor fiir PANaMNAT wurde das Plasmid pET28a herangezogen. Die Sequenz
der PfNaMNAT wurde mittels PCR aus einer cDNA-Bank von P. falciparum isoliert. Hierzu
wurden die beiden Primer NaMNAT-Ncol und NaMNAT-Xhol herangezogen. Uber die in die
beiden Primer integrierten Restriktionsschnittstellen wurde die Sequenz der PfNaMNAT in den
Vektor integriert. So konnte ein Plasmidvektor erhalten werden, welcher fiir eine rekombinante
PfNaMNAT, der rechnerischen Grélle von 25 kDa, mit einem C-terminalen Hise-Tag codiert.
Dieses Plasmid wurde pET28a-NaMNAT genannt. Mit ihm wurden KRX-Zellen transformiert
um eine zielgerichtete Synthese der PfNaMNAT zu ermdglichen. Eine Optimierung der
Expressionsbedingungen erfolgte innerhalb der Masterarbeit von Christina Brandstddter [117].
Dabei erwies sich LB als geeignetes Kulturmedium. Die Anzucht der Expressionskultur erfolgte
bei 37 °C, die eigentliche Expressionsphase erfolgte nach der Induktion bei RT iiber Nacht.
Aufféllig ist hierbei, dass eine Induktion der Expression mittels Rhamnose hinreichend war,

durch Zusatz von IPTG konnte keine hohere Proteinausbeute erzielt werden.

Die Reinigung des Proteins erfolgte mittels IMAC, als Saulenmaterial wurde dabei TALON-
Granulat verwendet. Nach einem Waschschritt mit NaMNAT-Lagerungspuffer erfolge eine
Umpufferung, des an die Sdule gebundenen Proteins, zu Kristallisations- oder Kinetikpuffer, je
nachdem wofiir das Protein verwendet werden sollte. Der Kinetikpuffer enthielt dabei jeweils
100 mM Arginin und Glutamat. Da NaMNAT dazu tendiert auszufallen, wurden diese beiden
Zusédtze zur Stabilisierung des Proteins verwendet [118]). Die Kristallisationsbedingungen
dagegen sollten moglichst einfach gehalten werden, daher wurde hierzu ein anderer Puffer

herangezogen.

Zur Elution des Proteins von der Sdule wurde ein aufsteigender Imidazolgradient verwendet. Da
sich im Laufe der kinetischen Charakterisierung der PfNaMNAT zeigte, dass das Protein
oxidationssensitiv ist, wurden die Eluate mit 1,5 mM TCEP versetzt. Ohne den Zusatz dieses
Reduktionsmittels biiSte das Protein seine Aktivitdt innerhalb weniger Tage zu einem grofen Teil
ein. Die Fraktionen 50 — 200, oder mit entsprechendem Reinheitsgrad, wurden in einem
Zentrifugalkonzentrator vereinigt, konzentriert und mehrmals gewaschen um das Imidazol zu
entfernen. Der jeweilige Puffer enthielt dabei immer 1,5 mM TCEP. Die resultierende

Proteinkonzentration wurde nach Bradford bestimmt.
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Abb. 3.4: Reinigung der PfNaMNAT.

PfNaMNAT wurde iiber IMAC gereinigt und die jeweiligen Fraktionen der Reinigung mit einem 15-%igen
SDS-Gel visualisiert. Die Reinigung wurde auch zur Umpufferung des Proteins genutzt. Uber einen
aufsteigenden Imidazolgradienten erfolte die Elution des Proteins. Die Expressionsbande von PfNaMNAT
(25 kDa) ist durch einen Pfeil indiziert. (Abkiirzungen: M = Marker, P = Pellet, U = Uberstand, D = Durchlauf,
W = Waschschritt, U = Umpufferung, 20 — 200 = verschiedene Imidazolkonzentrationen)
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Abb. 3.5: Elutionsprofil der Gelfiltration von PfNaMNAT.

Fiir die Kristallisation wurde der Reinheitsgrad der PfNaMNAT mittels GroRenausschlusschromatographie
maximiert. Die hier gezeigte Reinigung stammt vom 25. Feb 2014. Sie diente dazu, NaMNAT mit
Produktzusatz von NaAD und NAD zu kristallisieren, wofiir die Fraktionen 47 — 51 genutzt wurden. (A) UV-
Chromatogramm zur Gelfiltration, mit Elutionspeak bei 94,9 ml (entspricht ca. 22 kDa). (B)
Korrespondierende SDS-PAGE zu dem Elutionspeak.
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Protein, welches fiir eine kinetische Charakterisierung bestimmt war, konnte nun direkt
verwendet werden. Fiir die Proteinkristallisation wurde ein weiterer Reinigungsschritt involviert.
Durch eine GroBenausschlusschromatographie konnte die Reinheit maximiert werden (siehe
Abb. 3.5). Hierbei enthielt der Laufpuffer kein TCEP, dieses wurde dem Eluat jedoch wieder mit
einer Endkonzentration von 1,5 mM zugesetzt. Die Reinheit der Fraktionen des Elutionspeaks
wurde mit einer weiteren SDS-PAGE evaluiert. Hieriiber konnte ein sehr hoher, wenn auch nicht
100-%iger, Reinheitsgrad erzielt werden (siehe Abb. 3.5). Die reinsten Fraktionen wurden erneut
mit einem Zentrifugalkonzentrator eingeengt und die resultierende Konzentration mit einem
Bradford-Test ermittelt.

3.2.2 Kristallisation von PINaMNAT

Das iibergeordnete Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Strukturaufklarung der
PfNaMNAT. Hierzu sollte die Methode der Rontgenkristallographie genutzt werden. Daher galt
es zundchst, eine addquate Kristallisationsbedingung fiir die PfNaMNAT ausfindig zu machen.
Hierzu wurde eine Vielzahl verschiedener screening Verfahren herangezogen, in deren Verlauf
nahezu 15.000 Kristallisationsansdtze getestet wurden. Diese Suche soll im Folgenden mit ihren

wichtigsten Zwischenschritten beschrieben werden.

3.2.2.1 Initiale Suche einer Kristallisationsbedingung

Homologe Proteine weisen mitunter &hnliche Kristallisationsbedingungen auf. Fiir die
Kristallisation ist dabei entscheidend, dass die Oberfldchen der Proteine einander sehr dhneln, da
diese fiir die Interaktion innerhalb des Kristalls verantwortlich sind. Die Oberfldche eines
Proteins weist jedoch einen geringen Konservierungsgrad auf. Damit zwei Proteine somit unter
vergleichbaren Bedingungen kristallisieren, ist ein hoher Homologiegrad unabdingbare Pramisse.
PfNaMNAT weist jedoch nur eine geringe Homologie zu anderen NaMINATs bekannter Struktur
auf (siehe Abb. 3.24 Seite 94). Ein erster Handansatz wurde angelehnt an die
Kiristallisationsbedingung der Bacillus anthracis NaMNAT erstellt [119]. Trotz Variation der
Ursprungsbedingung  konnte kein Kristallwachstum erzielt werden. Ein weiterer
Kiristallisationsversuch lehnte sich an die Kristallisationsbedingung der Staphyloccocus aureus
NaMNAT an [120]. Da diese Struktur NaAD als Liganden gebunden hat, wurde dies dem
Kristallisationsansatz der PfNaMNAT ebenfalls zugegeben. Jedoch konnte auch hier kein
Kristall erhalten werden. Aufgrund der marginalen Erfolgsaussichten unter Beriicksichtigung des
geringen Homologiegrades wurden keine weiteren Kristallisationsbedingungen homologer
Proteine getestet. Stattdessen sollte eine hinreichende Kristallisationsbediungen de novo
bestimmt werden.
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Als Ausgangspunkt fiir die Suche nach einer Kristallisationsbediungung fiir PFNaMNAT diente
die JCSG Core Suite von Qiagen. Der Hersteller gibt fiir diesen screen an, dass es sich um die
384 Bedingungen mit den hochsten Trefferquoten am Joint Center for Structural Genomics
handelt. Dies stellt somit einen guten Kompromiss aus Quantitit und Qualitdt zu testender
Kristallisationsbedingungen dar. In einem ersten screening wurden JCSG Core I-III getestet,
wobei NaMNAT mit 9,5 mg/ml in einem Kinetikpuffer vorlag (Arginin und Glutamat haltiger
Puffer). Um die Kiristallisationsbedingung moglichst schlicht zu halten, wurde jedoch im
weiteren ein anderer Kristallisationspuffer verwendet. Dieser Puffer (50 mM HEPES pH 7,2, 150
mM NaCl) wies einen pH-Wert nahe des rechnerischen pI der PENaMNAT auf. Allgemein kann
man davon ausgehen, dass ein Protein bei seinem plI eine neutrale Ladungsverteilung aufweist,
wodurch die Zusammenlagerung innerhalb eines Kristalls begiinstigt wird. Hier wurde die
gesamte JCSG Core Suite getestet. Zudem kamen Salz- und PEG-screen zum Einsatz. Die
Konzentration der PfNaMNAT lag bei 10 mg/ml. Innerhalb dieses screening konnte eine initiale
Kristallisationsbedingung identifiziert werden, es ist dies JCSG Core III well C12 mit 0,2 M
NaCl, 0,1 M Tris pH 7,2 und 35 % MPD. Die dabei erhaltenen Mikrokristalle (siehe Abb. 3.6)
waren nur durch das Variieren der Durchlichteinstellungen des Mikroskops zu erkennen.

-

4 _»
Abb. 3.6: Mikrokristalle von PfNaMNAT in einer ersten Kristallisationsbedingung.

In einem screening der JCSG Core Suite konnte eine erste Kristallisationsbedingung fiir PfNaMNAT
identifiziert werden. Die nadelférmigen Mikrokristalle treten verstarkt am Rand des Prazipitats sowie im
angrenzenden klaren Fliissigkeitsvolumen (nahe zu schwarzer Bereich innerhalb der Abbildung) auf.

3.2.2.2 Optimierung einer ersten Kristallisationsbedingung

Da die identifizierte Kristallisationsbedingung keine fiir eine rontgenkristallographische Analyse
hinreichend grofen Kristalle lieferte, wurde versucht dies zu optimieren. Hierzu wurden
verschiedene Handansétze erstellt und dabei die Protein- sowie MPD-Konzentration variiert.

AuRerdem wurden zudem verschiedene pH-Werte getestet, wobei der Tris-Puffer aus C12 gegen
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Natriumacetat und Bis-Tris ausgtauscht wurde, um auch geringere pH Werte zu testen. Die
Erhéhung der MPD-Konzentration erzielte dabei die besten Resultate, sodass sich die
Dimensionen der zuvor erhaltenen Nadeln vergroBerten.

Es schloss sich ein zweiter Optimierungsschritt an, innerhalb dessen nur noch die
Konzentrationen des MPD (42 — 52 %) und der PfNaMNAT (2 — 8 mg/ml) variiert wurden.
Wiederum konnten so die Dimensionen der Kristalle gesteigert werden, wobei sich eine MPD-
Konzentration zwischen 44 und 48 % in Kombination mit einer Proteinkonzentration von 6 und
8 mg/ml als am besten geeignet erwies. Die dabei erhaltenen Kristalle waren deutlich gréRer als
die der Ausgangsbedingung (siehe Abb. 3.7). Ihre Ladnge konnte etwa um einen Faktor 10
gesteigert werden, von ca. 0,03 mm auf 0,3 mm. Aulerdem lagen nun nicht mehr nur Nadeln
vor, sondern Pldttchen. Thre Ausdehnung in der dritten Dimension war dagegen sehr begrenzt.
Um evtl. eine Stabilisierung der Proteinstruktur und somit moglicherweise groRere
Proteinkristalle zu erhalten, wurde eine Cokristallisation mit Zusatz der Produkte der
PfNaMNAT, NaAD und NAD, versucht. In spiteren Experimenten wurde dariiber hinaus auch
der Zusatz des Substratanalogons ATPaS sowie der Substrate ATP, NaMN und NMN des
Proteins getestet. Dies erbrachte jedoch in keinem der Félle eine merkliche Verbesserung der
Kristalldimensionen.

Letztendlich wurden die bislang besten erhaltenen Kristalle der PfNaMNAT fiir eine
rontgenkristallographische Datenerfassung herangezogen. Diese erfolgte an der Swiss Light
Source (SLS) des Paul Scherrer Institus. Der dabei erhaltene Datensatz bestédtigte noch einmal,
dass es sich tatsdchlich um Proteinkristalle und nicht etwa Salzkristalle handelte, jedoch war das
Streuungsvermogen dieser Kristalle nicht hinreichend, um einen fiir die Strukturaufkldrung
nutzbaren Datensatz zu erhalten.

Abb. 3.7: PINaMNAT Kristalle nach Optimierung der ersten Kristallisationsbedingung.

Durch die Optimierung der Kristallisationsbedingung aus JCSG Core III well C12 konnten die Dimensionen
der anfanglichen Kristalle deutlich gesteigert werden. Nicht nur, dass ihre Lénge um ca. einen Faktor 10
gesteigert wurde, auch ihre Ausdehnung ist von Nadeln zu Platten angewachsen. Das Wachstum dieser
Kristalle wurde in 0,2 M NaCl, 0,1 M Tris pH 7,0 mit MPD-Konzentrationen zwischen 44 und 46 % erzielt.
Die Proteinkonzentration erwies sich als optimal zwischen 6 und 8 mg/ml.
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3.2.2.3 Kristallisationsversuche mittels seeding-Verfahren

Da die bisherigen eher konventionellen Kristallisationsversuche erfolglos verliefen, wurde
seeding als eine weitere Strategie herangezogen. Das zufdllige screening von
Kristallisationsscreens mit dem Zusatz von Mikrokristallen (random microseed matrix-
screening, rIMMS) wird als ein signifikanter Durchbruch in der Proteinkristallisation angesehen
[97]. Diese urspriinglich von D'Arcy et al. beschriebene Methode [94] beruht auf dem Gedanken
die Keimbildung von dem anschliefenden Kristallwachstum zu entkoppeln [121]. Ireton und
Stoddard nutzten schlecht streuende Kristalle zum seeding, wodurch sie eine verbesserte
Kristallform sowie eine verkleinerte Einheitszelle erhalten konnten [96]. Unter den gegebenen
Voraussetzungen erschien seeding somit als eine ideale Option die Qualitdt der gegebenen
NaMNAT-Kristalle zu verbessern und evtl. weitere Kristallisationsbedingungen ausfindig zu

machen.

Ein erstes seeding Experiment wurde am Max-Planck-Institut fiir Medizinische Forschung in
Heidelberg durchgefiihrt. Die bislang erhaltenen diinnen Kristallplattchen der PfNaMNAT
dienten dabei als seed stock. Sie wurden in einem Eppendorftube gesammelt und durch Vortexen
mit einer Glaskugel zu Mikrokristallen zerkleinert. Hiermit wurden schlieflich die folgenden
Kiristallisationsscreens getestet: JCSG Core I-IV, MPD Suite, Wizard I & II HTS sowie Classic
HTS T & II. NaMNAT wurde dazu mit 10 mg/ml genutzt. Die fortgesetzte Beobachtung dieser
Kiristallisationsansédtze konnte die in die Methode gesetzten Erwartungen jedoch nicht bestatigen.
Kristalle mit einer besseren Qualitidt wurden nicht erhalten.

Da man jedoch nicht immer die nétigen Mikrokristalle fiir ein rMMS zur Verfiigung hat, wurden
alternative Verfahren fiir ein heterogenes seeding entwickelt [97][122]. Kallio et al. zeigten in
diesem Zusammenhang, dass ein seeding ebenfalls mit Polystyrennanosphdren moglich ist [98].
Daher wurde das vormals in Heidelberg erlernte Verfahren vor Ort in der AG Becker etabliert
und ein seeding unter Nutzung von 8 und 12 mg/ml PfNaMNAT mit der JCSG Core Suite und 50

nm messenden Nanosphéaren durchgefiihrt. Auch diese Versuche verliefen erfolglos.

3.2.2.4 Kristallisationsversuche mit Zusatz von MgSO,

Als ndchste Kristallisationsstrategie wurde der Zusatz von Magnesiumsulfat (MgSO4) zu den
Kristallisationsansédtzen getestet, da beide Ionen auch bei anderen NaMNAT-Strukturen als
Liganden auftreten. Die Strukturen 2QTN und 3E27 weisen Magnesiumionen auf und 3DV?2 hat
mehrere Sulfationen gebunden [123][124][119]. Sulfationen sind teilweise in der Lage, die
Position der Phosphate von ATP einzunehmen, sofern ATP eines der Substrate des Proteins
darstellt. So hat auch 3DV2 zwei Sulfate im Bereich des aktiven Zentrums gebunden, wie es eine
genauere Betrachtung der Struktur zeigt. Daher wurde ein screening mit 0,2 M MgSO, als Zusatz
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zu 10 mg/ml PfNaMNAT durchgefiihrt. Getestet wurden dabei die JCSG Core Suit sowie der
PEG und Salz screen. Dabei wurden in verschiedenen Bedingungen Sphérolithe erhalten (z.B.
JCSG I B8 und JCSG II C7) sowie unter anderem ein vielversprechender Kristall in JCSG II G7
(siehe Abb. 3.8). Die Kiristallisationsbedingung aus JCSG II G7 wurde in Handansétzen weiter
verfolgt. Hierbei zeigte sich jedoch, dass es sich um Salzkristalle handelte. Da diese Bedingung
Calciumacetat enthielten, ist davon auszugehen, dass es sich bei den entstandenen Kristallen um
Calciumsulfat, also Gips, handelt. Vermutlich wdire eine geringere Konzentration von

Magnesiumsulfat vorteilhaft gewesen, um das Wachstum von Salzkristallen zu minimieren.

Abb. 3.8: Kristalle, welche durch den Zusatz von MgSO4 erhalten wurden.

Bei den Kiristallisationsversuchen mit Magnesiumsulfat wurden verschiedene Kristalle erhalten. Hier sind nur
drei davon reprdsentativ gezeigt. (A) Da diese Spharolithe durch einen Polarisationsfilter aufgenommen
wurden, schimmern sie in allen Farben des Regenbogens (normale Aufnahme zum Vergleich rechts unten).
Man kann sie als vielversprechende Vorstufen von Kristallen verstehen. (B) Die Kristallisationsbedingung aus
JCSG II G7 erbrachte einen Kristall. (C) In Handansétzen wurde dieser reproduziert. Es handelte sich jedoch
vermutlich um Calciumsulfatkristalle. Die Aufnahme ist ebenfalls unter Verwendung eines Polfilters
entstanden.

3.2.2.5 Kristallisationsversuche mittels Substratanaloga und Produkten

Parallel zur Kristallisation mit dem Zusatz von MgSO. wurde mit Kristallisationsversuchen
begonnen, denen Substratanaloga sowie Produkte zugesetzt waren, es sind dies NaAD und das
durch Jena Bioscience erhéltliche Non-hydrolyzable ATP Test Kit. Die dahinterstehende Ratio ist
bereits in Kapitel 2.7.1.5 auf Seite 60 beschrieben worden. Fiir dieses screening wurden
sukzessive die JCSG Core sowie MPD Suite und PEG sowie Salz screen getestet. Unter den ATP
Analoga befanden sich zwei a-f3 nicht hydrolysierbare ATP-Derivate (ATPaS, ApCpp) und drei
B-y nicht hydrolysierbare ATP-Derivate (AppCp, AppNHp, ATPyS). Ein erster kleiner, jedoch
erfolgversprechender Kristall konnte durch den Zusatz von ATPaS im screen JCSG Core IV G1
erhalten werden (Abb. 3.9 (A)). Diese Bedingung diente erneut als Grundlage zur Variation eines
Handansatzes. Hierbei konnten mehrere aullergewohnliche, bliiten- respektive sternférmige
Kristalle erhalten werden (Abb. 3.9 (B)). Um zu verifizieren, dass es sich um Proteinkristalle

handelte, wurden Kontrollansdtze ohne Proteinzusatz erstellt. Es zeigte sich, dass auch hier die
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gleichen Kristalle auftraten (Abb. 3.9 (C)).

Abb. 3.9: Erster Optimierungsversuch mit Zusatz von ATPaS.

Bei dem Zusatz des ATP-Derivats ATPaS konnte ein kleiner Kristall erhalten werden (A). Durch die Variation
dieser Ausgangsbedingung wurde schliefllich ein auBergewdhnlicher, bliitenférmiger Kristall geziichtet (B).
Ein Kontrollansatz der gleichen Bedingung ohne die Zugabe von Protein zeigte jedoch, dass es sich hier um
Salzkristalle handelte (C).

3.2.2.6 Optimierung der Kristallisation der PfINaMNAT

Dies war jedoch nicht die einzige im Laufe des screening gefundene aussichtsreiche Bedingung.
Der Zusatz von ATPaS, ApCpp sowie NaAD zu der Bedingung JCSG Core I A2 (0,1 M Bicine
pH 8,55, 20 % (w/v) PEG 6000, finaler pH 9,0) erbrachte jeweils eine Anordnung
radialkonzentrisch ausgerichteter Kristallstrahlen (siehe Abb. 3.10 (A) und (B)). Eine derartige
Anordnung kleiner Einzelkristalle zu einer ,Seeigel-artigen Struktur® ldsst sich regelmalSig bei
der Kristallisation von Lysozym beobachten. Hier ist dies in einem zu schnellen
Kristallwachstum begriindet. Eine Verringerung der Wachstumsgeschwindigkeit kann hier durch
eine Temperaturabsenkung von Raumtemperatur auf 4 °C Abhilfe schaffen, es wachsen
wohlgeordnete Lysozymkristalle. Daher wurde ausgehend von der gefundenen Bedingung je ein
Handansatz mit ATPaS sowie ApCpp erstellt und jeweils einer bei Raumtemperatur und einer bei
4 °C gelagert. Hier konnte jedoch kein Kristallwachstum verzeichnet werden. Daher wurde eine
Reihe eigener 96-well screens erstellt, welche die Variation der Bedingung A2 in einem gréferen
MalRstab ermoglichten. Getestet wurden dabei verschiedene Puffer (Tris, Bicine, CHES und
Glycin) mit jeweils mehreren pH-Werten, einige Konzentrationen von Bicine und Tris sowie 16
— 28 % PEG. Im Weiteren erfolge eine Variation der Proteinkonzentration (4 °C,
Raumtemperatur und in einem Fall auch 30 °C) sowie der Proteinkonzentration (8, 10, 12, 14, 16
und 18 mg/ml). Um innerhalb des Kristallisationstropfens noch einmal eine Erhéhung des pH-
Wertes zu erzielen, wurde dariiber hinaus der pH des Kristallisationspuffers von 7,2 auf 7,8
erhoht. Aullerdem wurden einige Gegendiffusionsexperimente sowie ein additive screen erstellt.

Im Laufe dieser Experimente konnte eine deutliche Verbesserung der Kristallformen und
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-dimensionen erzielt werden (siehe Abb. 3.10 (C) und (D)). Einen vollstindigen Datensatz
lieferte schlieflich ein Kristall, welcher mit dem Zusatz von ApCpp bei einer
Proteinkonzentration von 14 mg/ml geziichtet wurde (Abb. 3.10 (C)). Die Kristallisationslésung
bestand aus 0,15 M Bicine pH 8,5 und 19 % PEG 6000. Der Kristall wurde schliefflich in einen
Cryopuffer, bestehend aus 0,15 M Bicine pH 8,5 und 22 % Ethylenglycol, tberfiihrt und
schockgefroren. Die Messung erfolgte am DESY (Deutsches Elektronen-Synchrotron) an der
Lichtquelle PETRA III.

Abb. 3.10: Durch den Zusatz von ATP-Derivaten erhaltene PFNaMNAT-Kristalle.

Durch den Zusatz von a-f nicht hydrolysierbaren ATP-Derivaten gelang schlieflich die Kristallisation der
PfNaMNAT. In einem initalen screen mit ATPaS konnten in der Bedingung A2 des JCSG Core II einige erste
radialkonzentrische Proteinkristalle erhalten werden (A). Der Zusatz von ApCpp erbrachte in der selben
Bedingung gleichartige Kristalle. Durch die Variation dieser Ausgangsbedingung konnte die GroBSe der
Kristalle deutlich gesteigert werden (C) (D) (HDR-Darstellung der Kristalle). Tatsdchlich wurde mit den
Kristallen aus (C) ein Datensatz aufgenommen.

3.2.2.7 Erster Léosungsversuch der Kristallstruktur

Der so erhaltene Datensatz lieferte Reflexe bis zu einer Auflosung von 1,99 A, wobei aufgrund
der Qualitit der duReren Reflexe letztendlich nur mit einer Aufldsung bis zu 2,6 A gearbeitet

wurde. Die Prozessierung der Daten erfolgte mit XDS, wobei die Raumgruppe P2,
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vorgeschlagen wurde. Die Struktur selbst sollte iiber Molekularen Ersatz gelost werden. Da noch
keine Struktur der PENaMNAT bekannt war, wurde hierfiir zundchst unter Nutzung von SWISS-
MODEL ein Homologiemodell des Proteins erstellt (Abb. 3.12). Als Vorlagenprotein diente
dabei die Struktur 2H29 Kette A, der Staphylococcus aureus NaMNAT (SaNaMNAT).
Modelliert wurden die Aminosduren vier bis 203, wobei allerdings mit 28 % nur eine sehr
geringe Sequenzidentitdt gegeben war (berechnet mit SIAS). Dies liegt am unteren Ende dessen,
was fiir Molekularen Ersatz noch verwertbar ist. Die Suche nach einer korrekten Lésung des

Phasenproblems sollte sich daher auch als dullerst schwierig erweisen.

PfNaMNAT ( 1) SFDPITYAH EMVLDKISNL NWIH RCR- - -NDK
SaNaMNAT ( 1) M-- QFNPIHTAH MIVASEVFHE LQPD FMSPLKKHH

PFNaMNAT  ( 5) SLTEFHHRHN MFTIIINNSS KI.KIFLK DLESHSEMTP TYDLLKTQKE

SaNaMNAT  ( 49) DFIDVQHRLT MIQMIIDELG FGDIGDDEIK ----RGGQSY TYDTIKAFKE
PFNaMNAT  ( 95) LHPN DLICDIF SWDEGEKLVL EN ERG HFKIDESILK
SaNaMNAT  ( 95) QHKDS DQYNQLE KWYQIEYLKE M NRD KNSQNVE- - -
PFNaMNAT  (145) KFPKYNMIBENI PKLSFINFIS SSEARKFLTK ENDINDIKKY IHPLTIDYITI
SaNaMNAT ~ (142) --NAMIAIQI ----PRVDIS STMIRQRVSE GKSIQ---VL VPKSVENYIK

PFNaMNAT  (195) KYNLYD
SaNaMNAT  (183) GEGLYE-

Abb. 3.11: Alignment des PfNaMNAT-Homologiemodells und der SaNaMNAT durch SWISS-MODEL.

Im Zuge der Modellierung der PfNaMNAT erstellte SWISS-MODEL ein Alignment der PfNaMNAT mit der
SaNaMNAT, welches sich an den beiden Strukturmodellen orientiert. Bereiche, die innerhalb der
Strukturmodelle als - oder Helix auftreten, sind farblich hervorgehoben. Fiir dieses Alignment wurde
durch SIAS eine Sequenzidentitdt von 28 % und eine Sequenzéahnlichkeit von 40 % berechnet.

Abb. 3.12: Homologiemodell der PfNaMNAT.

Das Homologiemodell der PfNaMNAT basiert auf der Struktur 2H29 der S. aureus NaMNAT. Die SaNaMNAT
bildet einen funktionellen Dimer. Dies wurde auf das Homologiemodell, hier in der Darstellung des
Proteinriickgrates, iibertragen (A). Innerhalb des Modells wurden einige flexible Loops, welche teilweise
Kollisionen im Dimer hervorrufen, entfernt (pinke Bereiche). Fiir das letztendliche Modell wurden nur die
griinen Bereiche beibehalten (A und B). Das ATP-Derivat ApCpp ist als Kalottenmodell innerhalb des aktiven
Zentrums gebunden. Die Abbildungen wurden mit PyMol generiert.
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Das urspriingliche Homologiemodell musste noch iiberarbeitet werden. Da es sich bei der aus S.
aureus stammenden NaMNAT um ein Dimer handelt [111], wurde die
Dimerisierungskontaktflachen auf sterische Kollisionen untersucht. Auch in weiteren Bereichen
des Proteinmodells konnten einige Loops identifiziert werden, deren Modellierungsqualitéat
zweifelhaft war. All diese Loops wurden entfernt, es sind dies 140-H53, D78-H82, N156-N164
und N179-H189. Das so erhaltene Modell (Abb. 3.12 B) diente als Suchmuster zur Bestimmung
der Rotation und Translation innerhalb des Patterson-Raums, um so eine Phaseninformation zu

erhalten.

Im Laufe des Verfeinerungsprozesses wurde letztlich noch die Struktur des ATP-Derivats ApCpp
mit einbezogen, da jede Zusatzinformation in einer verbesserten Elektronendichte resultiert.
Hiervon ausgehend wurde ein iterativer Verfeinerungsprozess, aus Berechung einer
Elektronendichte und Anpassung des Strukturmodells an diese Dichte, angestofen. Zur
Berechnung des Rpe.-Wertes wurden 10 % der Reflexe aus dem Datensatz exkludiert. Trotz
vielfacher Versuche pendelte der Rge..-Wert immer um 50 %. Auch der Test verschiedener
Losungsvorschldge zur Positionierung des Modells innerhalb des Patterson-Raumes sowie die
Nutzung von Phenix und CNS zur Bestimmung der Phase erbrachten keinen Durchbruch.

3.2.2.8 Generierung eines zweiten Proteinkristalls

Da sich der erste Versuch die Struktur der PfNaMNAT zu bestimmen als duBerst schwierig
erwies, wurde beschlossen einen weiteren Kristall des Proteins zu ziichten. Im Verlauf des
Versuchs die Struktur zu bestimmen war aufgefallen, dass einige NaMNAT-Strukturen anderer
Organismen ein Produktmolekiil im aktiven Zentrum gebunden haben (z.B. 2H29, 3E27,

1KQO). Die optimierten screens zur Kristallisation von PINaMNAT sollten nun noch einmal mit

Abb. 3.13: Durch den Zusatz von NaAD erhaltene PfNaMNAT-Kristalle.

Der Zusatz von NaAD erbrachte nicht nur stabformige Kristalle, sondern auch schild- respektive
plattenférmige. Tatsdchlich wurde ein Datensatz mit dem Kristall aus (C) aufgenommen. (A) HDR-Aufnahme.
Bedingung: 16 mg/ml NaMNAT in 50 mM HEPES pH 7,8, 150 mM NaCl, Fallungsmittel: 0,15 M Bicine pH
8,2, 19 % PEG 6000. (B) Bedingung: 12 mg/ml NaMNAT in 50 mM HEPES pH 7,8, 150 mM NaCl,
Fallungsmittel: 0,1 M Bicine pH 8,2, 18 % PEG 6000. (C) wie (B) jedoch 16 mg/ml NaMNAT.
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dem Zusatz von NaAD sowie NAD durchgefiihrt werden. Da neben ATPaS und ApCpp auch
NaAD bereits in der Ausgangsbedingung (JCSG Core I A2) einen Treffer erzielt hatte, erschien
es als vielversprechend, hier wiederum einen Proteinkristall zu erhalten. Kristallisationsansatze
wurden mit 12 und 16 mg/ml NaMNAT erstellt und dem Zusatz von 4,8 respektive 6,4 mM
NaAD oder NAD. In vielen Bedingungen konnten dabei Kristalle gefunden werden. Diese traten
in zwei verschiedenen Formen auf (siehe Abb. 3.13). Mit dem Zusatz von NaAD konnten etwas
bessere Kristalle vorgefunden werden. Die Datenerfassung erfolgte wiederum an einem

Synchrotron, diesmal jedoch am SLS des Paul Scherrer Instituts.

3.2.2.9 Losung der Kristallstruktur der PFNaMNAT und Evaluation der
Modellqualitat

Mit dem so erhaltenen Datensatz, der PENaMNAT im Komplex mit NaAD zeigen sollte, wurde
ein neuerlicher Versuch unternommen die Struktur des Proteins zu bestimmen. Wiederum sollte
dies iiber Molekularen Ersatz erfolgen. Die Beugungsdaten selbst waren bis zu einer Auflosung
von 2,2 A gegeben, wobei die Auflosung durch Aufnahme eines zweiten Datensatzes mit
verkiirztem Detektorabstand noch hitte erhoht werden konnen. Die Prozessierung der
Beugungsdaten erfolgte mit XDS, wobei die Raumgruppe P1 gefunden wurde. Die Berechnung
des Rpe-Wertes sollte im Weiteren durch die Reservierung von 6 % der Reflexe ermoglicht
werden. Eine Losung der Phaseninformation wurde wiederum mit dem urspriinglichen
Homologiemodell (siehe Abb. 3.12) gesucht. Ein Durchbruch gelang erst, als verschiedene
Positionsverschiebungen von Aminosduren sowie gdnzlich fehlerhafte Bereiche innerhalb des
Homologiemodells identifiziert werden konnten. Schlieflich war es moglich, den
Verfeinerungsprozess vollstandig zu durchlaufen und die Struktur der PfNaMNAT zu
bestimmen. Erleichtert wurde die Losung des Phasenproblems dadurch, dass ein anderes Substrat
innerhalb des aktiven Zentrums gebunden war. Dieses fiihrte zu einer rigideren Konformation
des Proteins und damit einhergehend einer besser definierten Elektronendichte. Bei der Suche
nach einer korrekten Rotation und Translation des Suchmodells konnten beide Molekiile
gefunden werden. Die Raumgruppe P1 ergab sich, da die beiden Molekiile nicht durch eine

kristallographische Symmetrie korreliert waren.

Im Verlauf des iterativen Verfeinerungsprozesses wurde das urspriingliche Homologiemodell
respektive Suchmodell signifikant iiberarbeitet und an die gegebene Elektronendichte adaptiert.
Innerhalb dieses Wechselspiels aus Verbesserung des Modells und computergestiitzter
Optimierung der Elektronendichte, durch angepasste Phaseninformation, konnten die
Qualitdtsmerkmale Ryox und Rge kontinuierlich verbessert werden. Zum Zeitpunkt des
Schreibens dieser Arbeit liegen Ryox bei 17,95 % und Rgee bei 23,02 % (siehe Tab. 2). Als

weiteres Merkmal zur Maximierung der Qualitit des Modells wurde auf die chemischen
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Realitdten geachtet. Hierzu zdhlen die Minimierung von sterischen Kollisionen,
Beriicksichtigung der Rotationswinkel ¢ und ¢ (siehe Ramachandran-Plot in Abb. 3.14),
Uberpriifung der Rotamerkonformationen der einzelnen Seitenketten und Abweichung des pB-
Kohlenstoffatoms von der Idealposition (siehe Tab. 3). Getestet wurde dies mit dem Programm
MolProbity [125][126]. Mit den erzielten Qualtidtswerten kann die Struktur als vollstdndig
gelost angesehen werden und hat Publikationsqualitdt erreicht. Bis zu einer finalen
Veroffentlichung sind hochstens noch minimalste Korrekturen zu erwarten, sofern iiberhaupt

noch Anpassungen vorgenommen werden sollten.

Da iiber die geldste Struktur des NaAD haltigen Modells nun ein hochwertiges Suchmodell zur
Verfiigung stand, wurde ein neuerlicher Versuch unternommen den ersten Datensatz, welcher
PfNaMNAT im Komplex mit APC zeigen sollte, zu 16sen. Innerhalb der Translations- und
Rotationssuche im Patterson-Raum konnte eine eindeutige Losung gefunden werden. Diese
stimmte sogar mit dem ersten Lésungsvorschlag iiberein (siehe Kapitel 3.2.2.7). Da das letztlich
erhaltene  Strukturmodell jedoch in groReren Bereichen von dem urspriinglichen
Homologiemodell abweicht war es initial nicht moglich geniigend korrekte Informationen aus
der Elektronendichte abzuleiten um das Homologiemodell addquat anpassen zu konnen.
AuRerdem weisen beide Kristalle, also mit NaAD oder APC, verschiedene Raumgruppen auf
(siehe Tab. 1). Der NaAD-Kristall gehort zur triklinen Raumgruppe P 1, der APC-Kristall
dagegen zur monoklinen Raumgruppe P 1 2; 1. Obwohl beide Kristalle zwei NaMNAT-Molekiile
in ihrer Raumgruppe beinhalten, ergibt sich jedoch durch die Schraubenachse der Raumgruppe
P 12,1 eine andere asymmetrische Einheit, welche nur ein Protein beinhaltet. Die Raumgruppe
P1 des NaAD-Kristalls beinhaltet dagegen zwei Proteine, die nicht durch eine
kristallographische Symmetrie ineinander zu {iberfithren waren. Raumgruppe und asymmetrische

Einheit sind hier somit kongruent.

Tab. 1: Raumgruppen der beiden PfNaMNAT-Kristalle.

NaMNAT mitRaumgruppe a(A) bA) cA) « B Y Typ
NaAD P1 38,97 52,11 61,25 93,94 90,00 109,85 triklin
APC P12;1 55,24 38,92 62,71 90,00 113,54 90,00 monoklin

Auch fiir die APC-haltige Struktur wurde der Verfeinerungsprozess angestoen. Elektronendichte
und Modell konnten hierbei, verglichen mit dem ersten Verfeinerungsprozess, rasch aneinander
angepasst werden. Zum Zeitpunkt des Verfassens dieser Arbeit liegen Ry« bei 24,35 % und Ry
bei 29,49 % (siehe Tab. 2). Ebenso findet die Uberpriifung mit MolProbity noch einige
Abweichungen von den Idealwerten (siehe Tab. 3). Das Strukturmodell der APC-Struktur hat
also noch nicht die Qualitdt der NaAD-Struktur erreicht. Bis zu einer finalen Veroffentlichung

werden daher noch einige weitere Verfeinerungszyklen erfolgen miissen. Fiir eine vorldufige
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Auswertung ist die Qualitdt des Modells jedoch mehr als hinreichend. Weitere Modifikationen
werden daher nur in Nuancen auftreten, wie Anpassung der Roationswinkel ¢ und y sowie
Rotamerkonformationen. Von letzterem werden eher oberflichliche Aminosiuren betroffen sein,
weniger dagegen der Bereich des aktiven Zentrums. Ein Vergleich der beiden PfNaMNAT-
Strukturen ist daher bereits bedenkenlos moglich. Hierbei féllt bereits auf, dass die APC-Struktur
keine hinreichende Elektronendichte fiir die Aminoséduren 44 bis 47 aufweist, um den Bereich
dieses Loops darstellen zu kénnen. Die Elektronendichte der NaAD-Struktur ist bis auf die

ersten Aminosauren des N-Terminus klar definiert.

Tab. 2: Fiir die Verfeinerung der beiden PfNamata-Strukturen genutzte Datensitze.
PfNaMNAT mit NaAD PfNaMNAT mit APC

Auflésung (A)  Vollstindigkeit Ryox Riee Auflosung (A)  Vollstindigkeit Ryon Riree

39,6098 — 4,3986 95 % 17,09 20,73 32,2330 — 3,7602 98 % 18,55 23,57
4,3986 — 3,4920 94 % 16,34 19,54 3,7602 —2,9853 98 % 21,88 27,45
3,4920 — 3,0508 93 % 17,64 24,85 2,9853 —2,6081 98 % 28,37 34,10
3,0508 — 2,7719 94 % 18,66 25,73 12,6081 —2,3697 99 % 38,26 44,46
2,7719 — 2,5733 93 % 18,69 23,10 2,3697 —2,1999 98 % 45,47 45,41
2,5733 —2,4216 90 % 20,04 27,12
2,4216 — 2,3003 63 % 21,32 29,66
2,3003 — 2,2002 44 % 24,98 35,79

)X p)

39,6098 — 2,2002 83 % 17,95 23,02 32,2330 — 2,1999 98 % 24,35 29,49
Zahl der Reflexe Testreflexe Zahl der Reflexe Testreflexe

19086 1144 (6 %) 12481 762 (6 %)

Tab. 3: MolProbity Statistik der beiden PfNaMNAT-Modelle.
PfNaMNAT mit NaAD PfNaMNAT mit APC

All-Atom Clashscore 8,71 11,84
Ramachandran-Plot
AuBreiller: 0,00 % 1,02 %
Erlaubt: 1,48 % 5,08 %
Bevorzugt: 98,52 % 93,91 %
Rotamer Ausreiller 2,30 % 2,60 %
C-[3 Abweichungen 0 0
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(A) PfNamnat mit NaAD (B) PfNamnat mit APC
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Abb. 3.14: Ramachandran-Plot der beiden PENaMNAT-Strukturmodelle.

Beide PfNaMNAT-Strukturen wurden beziiglich der Verteilung ihrer @- und {-Winkel untersucht. Es ldsst sich
die typische gehdufte Verteilung auf Bereiche fiir B-Strdnge und o-Helices erkennen. Einige wenige
Aminosduren zeigen auch die Konformation einer linksgdngigen Helix. Die Verteilung der
Winkelkombinationen ist fiir beide Modelle sehr &hnlich und viele Aminosduren weisen in beiden Plots einen
dquivalenten Partner auf. In der APC-haltigen Struktur finden sich jedoch noch mehr Abweichungen von den
Idealwerten, die noch einer weiteren Bearbeitung bediirfen. Da die NaAD-haltige Struktur aus zwei Modellen
in der asymmetrischen Einheit besteht, tritt jede Aminosduren doppelt auf. Dies zeigt sich anhand nahezu
kongruenter Doppelpunkte. Die griinen Linien weisen ideale und erlaubte Bereiche des Ramachandran-Plots
aus (ausgenommen Glycin, Prolin und pra-Prolin). Die Abbildungen wurden mit Chimera erstellt.

Im Ramachandranplot zeigen beide Strukturmodelle der PfNaMNAT eine sehr &hnliche
Verteilung der Aminosduren (siehe Abb. 3.14). Es ldsst sich die typische Akkumulation der
Aminosduren auf die drei erlaubten Bereiche des Ramachandran-Plots erkennen, die fiir o-
Helices, B-Strange und linksgédnige Helices stehen. Da die NaAD-haltige NaMNAT-Struktur die
komplette Einheitszelle beinhaltet (und keine verkleinerte asymmetrische Einheit) sind hier die
Aminosduren beider Molekiile reprédsentiert. Die Anzahl der Punkte ist daher verdoppelt. Da es
sich jedoch um zwei identische Proteine handelt, sind auch die ¢- und y-Winkel dquivalenter
Aminosduren identisch. Es ergeben sich kongruente oder nur leicht versetzte Punkte.
Insbesondere im Bereich der a-Helix weist die NaAD-haltige Struktur weniger Verletzungen auf,
als ihr APC-haltiges Gegenstiick. Dies korrespondiert mit dem gegenwartigen Verfeinerungsstaus
der beiden Strukturen.

Die Temperaturfaktoren, auch B-Faktoren genannt, der beiden PfNaMNAT-Modelle sind in Abb.
3.15 représentiert. Die Stickdarstellung ldsst nicht nur die Hauptkette sondern auch die
Seitenketten klar erkennen. Die B-Faktoren sind nicht nur ein Indikator fiir Bereiche des
Proteins, denen eine hohe Beweglichkeit zu eigen ist, sie sind dariiber hinaus auch ein
Qualitdtsmerkmal. Erwartungsgemal treten im Inneren des Proteins niedrige Temperaturfaktoren
auf. Diese Bereiche sollten durch Sekundérstrukturmotive und damit einhergehend Stabilisierung
durch nicht kovalente Wechselwirkungen, eine geringe Beweglichkeit aufweisen. Oberfldchliche

Aminosduren in Loops oder auch solche mit langen flexiblen Seitenketten zeigen dagegen eine

82



Ergebnisse

etwas erhohte Beweglichkeit. Dies ist mit den beobachteten B-Faktoren konsistent. Der Grofteil
des Modells ist also in wohldefinierten, rigiden Strukturen geordnet. Der Bereich 44 bis 47, der
im APC-haltigen Modell keine hinreichende Elektronendichte fiir eine Darstellung der
Aminosduren aufweist, zeigt ebenfalls hohe B-Faktoren in der NaAD-haltigen Struktur. Dieser
Bereich ist in Abb. 3.15 (B) als roter Loop auf der linken Seite zu erkennen. Die
Elektronendichte ist in diesem Bereich auch in der NaAD-Struktur weniger gut ausgepragt. All
dies weist auf eine hohe Beweglichkeit dieses Loops hin. Spéter soll hierauf noch genauer

eingegangen werden.

Abb. 3.15: Stickdarstellung der PENaMNAT mit Colorierung der B-Faktoren.

Die Farbgebung der Stickdarstellung ist hier an die B-Faktoren adaptiert. Bereiche mit niedrigen B-Faktoren
sind blau reprasentiert, verlaufen tiber einen Grauton und wechselt schlieBlich in rot fiir Bereiche mit hohen B-
Faktoren. Das NaAD-haltige Modell ist vollstdndig zu erkennen (A), wobei es einmal um 90 ° nach links
gedreht wurde (B). Dem APC-haltigen Modell der PENaMNAT (C) fehlt dagegen der Bereich der Aminoséduren
44 bis 47. Die Blickrichtungen sind bei (A) und (C) nahezu identisch. Die Abbildungen wurden mit Chimera
erstellt.

Eng verkniipft mit den Temperaturfaktoren ist auch die Besetzung (engl. occupancy) der
einzelnen Atompositionen. Haufig lassen sich fiir sehr bewegliche Seitenketten, bei einer
geniigend hohen Auflésung (ca. 1,6 A), alternative Konformationen erkennen. Fiir beide
PfNaMNAT-Strukturen wurden alle Atompositionen, sofern darstellbar, als vollstandig besetzt

modelliert.

Die R-Werte stellen eine praktikable Kenngrofe zur Abschdtzung der Qualitdt eines
Proteinmodells dar. Nicht weniger interessant ist auch ein direkter Blick auf die Elektronendichte
und ihre Entwicklung im Verlauf der Strukturmodellierung (siehe Abb. 3.16). Zu Beginn des
Verfeinerungsprozesses ist nur eine grobe Anpassung von Modell und Elektronendichte gegeben
(Abb. 3.16 (A)). In einigen Regionen ist Dichte gegeben, wo sie nicht sein diirfte, in anderen
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Regionen fehlt sie dagegen. Erstaunlich ist dabei jedoch die bereits relativ gute Anpassung von
Dichte und Modell, obwohl es sich bei dem gezeigten Stand um den anfdnglich abgebrochenen
Verfeinerungsprozess handelt. Letztlich konnte jedoch fiir beide Modelle, APC-haltig sowie
NaAD-haltig, eine sehr gute Angleichung von Modell und Elektronendichte erzielt werden (siehe
Abb. 3.16 (B) und (C)).

(A)

(B)
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Abb. 3.16: Entwicklung der Elektronendichte wiahrend des Verfeinerungsprozesses.

Alle drei Abbildungen konzentrieren sich auf den Bereich des aktiven Zentrums. (A) und (B) haben APC
gebunden, (C) dagegen NaAD. Zum gegenwartige Stand der Verfeinerung — (B) und (C) — umschlielt die
Elektronendichte, das Strukturmodell passgenau. Die drei 2F gs-Feac-Karten sind mit einer Ausdehnung von 1,5
Sigma dargestellt. Die Abbildungen wurden mit Coot erstellt.
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3.2.3 Die Struktur der PfNamnat
(A)

Abb. 3.17: Ubersichtsstruktur des PfNaMNAT-NaAD Komplexes.

In der Abbildung ist die Sekundérstruktur der PENaMNAT hervorgehoben. Bereiche, die nicht Teil einer o-
Helix oder eines B-Strangs sind, sind griin geférbt. Die Helices sowie B-Strdnge sind von N- zu C-Terminus
durchnummeriert. Das Produkt NaAD ist in einer blau eingefdrbten Stickdarstellung zu erkennen. (B) ist
gegeniiber (A) entlang der Horizontalen um 90° nach links gedreht. Der N-Terminus befindet sich direkt vor
dem Strang (31, der C-Terminus folgt auf Helix al1. Die Abbildung wurde mit PyMol erstellt.
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3.2.3.1 Die Sekundarstruktur der PFNaMNAT

Ist die Struktur eines Proteins erst einmal gelost, gilt es die Verteilung der
Sekundérstrukturmotive des Proteins zu identifizieren. Eine objektive Zuweisung der
Sekundarstruktur anhand der Proteinstruktur gilt jedoch noch als ungeldstes Problem. Die
Festlegung der Grenzen zwischen Helices, Strdngen und Kehren ist partiell willkiirlich und
einheitliche Standards sind nicht existent [127]. Auch wenn die Kenntnis der Sekundarstruktur
nicht von Néten ist, um die biologische Funktion eines Proteins zu kldren, so ist sie jedoch
hilfreich, um Supersekundérstrukturmotive eines Proteins zu identifizieren und spétestens
wiinschenswert, wenn es um eine einheitliche Darstellung einer Proteinstruktur geht oder auch
um den Vergleich homologer Strukturen [128]. Verschiedene computergestiitzte Verfahren
wurden entwickelt, welche eine automatische Zuweisung der Sekundérstruktur durchfiihren. Als
de facto Standard kann jedoch der von Kabsch und Sander entwickelte DSSP-Algorithmus
(Dictionary of Protein Secondary Structure) angesehen werden [129][128]. Jedoch sind auch die
verschiedenen Algorithmen zum Bestimmen der Sekundarstruktur nicht perfekt. Nicht ideale
Konfigurationen des Proteinriickgrates ergeben Doppeldeutigkeiten. Dies resultiert in teilweise
divergenten Ergebnissen der einzelnen Programme [127]. Daher wurde die Struktur der

PfNaMNAT einer manuellen Korrektur unterzogen. Diese soll hier vorgestellt werden.

Zur Evaluation der Struktur kann man dabei ¢- und y-Winkel der jeweiligen Aminosdure
auswerten, Positionen der Ca-Atome, die Verteilung von Wasserstoffbriickenbindungen und
allgemein die Geometrie des Riickgrates betrachten. Um dies jedoch nicht fiir alle Aminosduren
durchfilhren zu miissen, erfolgte zundchst eine automatische Zuweisung der
Sekundérstrukturmotive. Hierfiir wurde die PDB-Datei der PfNaMNAT (A-Kette der NaAD-
haltigen Struktur) mit DSSP (Version 2.0.4 Linux AMD 64) ausgewertet und schlief8lich eine
korrespondierende PDB-Datei inklusive der Sekundérstrukturinformation mittels dssp2pdb
(Version 0.04) erstellt. Fiir 3,o-Helices und m-Helices wurde jeweils eine separate Datei erstellt.
AuBerdem wurden die automatischen Zuweisungsmechanismen der Programme PyMol und
Chimera herangezogen und ausgewertet. Chimera greift dabei selbst auf den DSSP-Algorithmus
zurlick (Voreinstellungen: -0,5 H-bond energy cutoff (kcal/mol), minumum helix length 3,
minimum strand length 3). Die Ergebnisse zu DSSP weichen jedoch leicht voneinander ab. Dies
konnte evtl. durch unterschiedliche Implementierungen des Algorithmus bedingt sein. PyMol
nutzt einen eigenen Algorithmus. Uber den Befehl dss (define secondary structure) wird — laut
PyMol-Wiki —  basierend auf der Geometrie des Riickgrats und dem
Wasserstoffbriickenbindungsmuster die Sekundérstruktur zugewiesen. Mit den Ergebnissen
dieser verschiedenen Verfahren wurde ein Alignment erstellt, um einen Vergleich vornehmen zu
konnen (siehe Abb. 3.18).
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Bl al B2

Manuell 3 10 CRCRNDKSLTEFHH

DSSP 35 ( 3) SFDPITYAHEMVLDKISNLNWIH CRCRNDKSLTEFHH

DSSP 3 ( 3) SFDPITYAHEMVLDKISNLNWIH CRCRNDKSLTEFHH

DSSP 5 ( 3) SFDPITYAHEMVLDKISNLNWIH CRCRNDKSLTEFHH

DSSP ( 3) SFDPITYAHEMVLDKISNLNWIH CRCRNDKSLTEFHH

Chimera DSSP ( 3) SFDPITYAHEMVLDKISNLNWIH CRCRNDKSLTEFHH

Pymol dss ( 3) SFDPITYAHEMVLDKISNLNWIH CRCRNDKSLTEFHH
(

SFDPITYAHEMVLDKISNLNWIH

a2 a3 33 a4 B4
DSSP 35 ( 55) RHNMFTIIINNSSKIIKS KDLESHSEMTPTYDLLKTQKELHPN
DSSP 3 ( 55) RHNMFTIIINNSSKIIKS KDLESHSEMTPTYDLLKTQKELHPN
DSSP 5 ( 55) RHNMFTIIINNSSKIIKS KDLESHSEMTPTYDLLKTQKELHPN
DSSP ( 55) RHNMFTIIINNSSKIIKS KDLESHSEMTPTYDLLKTQKELHPN
Chimera DSSP ( 55) RHNMFTIIINNSSKIIKS KDLESHSEMTPTYDLLKTQKELHPN
Pymol dss ( 55) RHNMFTIIINNSSKIIKS KDLESHSEMTPTYDLLKTQKELHPN
(

Manuell 3 10 55) RHNMFTIIINNSSKII KDLESHSEMTPTYDLLKTQKELHPN
a5 a6 B5 a7 36

SDLICDIFSWDEGEKLVLEN ERGHFKIDESILKKFP NIP

DSSP 35 (107)

DSSP 3 (107) SDLICDIFSWDEGEKLVLEN ERGHFKIDESILKKFP NIP
DSSP 5 (107) SDLICDIFSWDEGEKLVLEN ERGHFKIDESILKKFP NIP
DSSP (107) SDLICDIFSWDEGEKLVLEN ERGHFKIDESILKKFP NIP
Chimera DSSP (107) SDLICDIFSWDEGEKLVLEN ERGHFKIDESILKKFP NIP

Pymol dss (107) SDLICDIFSWDEGEKLVLEN ERGHFKIDESILKKFP NIP
Manuell 3 10 (107) IC-WDEGEKLVLEN ERGHFKIDESIL.FP NIP
a8 a9 alo all
DSSP 35 (159) KLSFINFISSSEARKFLTKENDINDIKKYIHPLTIDYIIKYNLYDFNLE
DSSP 3 (159) KLSFINFISSSEARKFLTKENDINDIKKYIHPLTIDYIIKYNLYDFNLE
DSSP 5 (159) KLSFINFISSSEARKFLTKENDINDIKKYIHPLTIDYIIKYNLYDFNLE
DSSP (159) KLSFINFISSSEARKFLTKENDINDIKKYIHPLTIDYIIKYNLYDFNLE
Chimera DSSP (159) KLSFINFISSSEARKFLTKENDINDIKKYIHPLTIDYIIKYNLYDFNLE
Pymol dss (159) KLSFINFISSSEARKFLTKENDINDIKKYIHPLTIDYIIKYNLYDFNLE

Manuell 3 10 (159) KLSEINEISSSEARKELTKENDINDIKKYIHPLTIDYIIKYNLYDFNLE

Abb. 3.18: Alignment der PfNaMNAT-Sekundarstruktur, welche durch verschiedene Verfahren
bestimmt wurde.

Mit DSSP wurden verschiedene Sekundérstrukturmotive untersucht. Die Option 3 (von dssp2pdb)
berticksichtigt dabei 3;0-Helices, Option 5 n-Helices und 35 beide Helixvarianten. PyMol sowie Chimera
identifizieren standardmalig ebenfalls beide Helixtypen. Durch den Farbcode werden a-Helices und
hervorgehoben. Nur in der manuell iiberarbeiteten Darstellung sind BifSEleliee§ als solche gesondert
ausgewiesen.

Anhand dieses Alignments konnten Bereiche identifiziert werden, welche nicht eindeutig
zuzuordnen sind. Deren Struktur wurde genauer untersucht und daran eine Zuordnung
vorgenommen. Auflerdem konnten durch die verschiedenen Alignments a-Helices, auch 3.6:s-
Helix genannt, von 3;o-Helices unterschieden werden.

Eine Zuordnung der -Strdnge ist offensichtlich. Nur Tyr102 ist im Alignment nicht eindeutig.
Die Konformation des Riickgrates (¢ = -95°, ¢ = 151°) entspricht jedoch einem [-Strang. Da
diese Aminosdure jedoch im Endbereich zweier paralleler 3-Strange liegt, kann sie keine H-

Briicke (Wasserstoffbriicke) zu einer gegeniiberliegenden Aminoséure ausbilden. Stabilisierend
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wirkt jedoch eine H-Briicke zwischen der para-Hydroxylgruppe und e-Aminogruppe von Lys4.
Tyr102 wird als dem B-Strang zugehorig gezdhlt.

(B) (©

Abb. 3.19: Riickgrat einiger Helices der PfNaMNAT.

Die Helices o5 (A), a7 (B) und 10 (C) konnen automatisiert nicht eindeutig klassifiziert werden. Im Fall aller
drei Helices ist eine Mischung aus 3i,-Helix oder auch B-turn und 3.6:3-Helix gegeben, die ineinander
iibergehen. Es handelt sich also um chimére Strukturen, die zwar als Helices dargestellt werden, deren genauer
Typ jedoch deutlich von einer idealen a-Helix abweicht. Die Betrachtung der H-Briicken (hellblau) erleichtert
die Zuordnung der Helixtypen. Die Abbildungen wurden mit Chimera erstellt.

Schwieriger ist es dagegen, einige Helices anhand des Alignments eindeutig zuzuordnen. Diese
strittigen Bereiche sollen einer genaueren Betrachtung unterzogen werden. Asn29 bildet das
Ende einer a-Helix (al). Die abschliefende Windung, an welcher Asn29 beteiligt ist, bildet eine
310-Helix. Strittig ist dagegen der Bereich zwischen Ser110 und Ser118. Im Ramachandran-Plot
liegen all diese Aminosduren im Bereich der a-Helix. Um die tatsdchlichen Gegebenheiten zu
verstehen, muss man jedoch einen genaueren Blick auf die Konformation des Riickgrates werfen
(siehe Abb. 3.19). Die gesamte Anordnung &dhnelt einer Helix entfernt. Man kann diese Struktur
so interpretieren, dass sie durch einen B-turn, dhnlich einer 3;,-Helix, eingeleitet wird und nur
eine regulire o-Helixwindung vollzieht bevor sie in einer 3i-Helix endet. Zwecks einer

konsitenten Darstellung mit anderen NaMINATSs wurde dieser Bereich als Helix visualisiert.

Das Ende der Helix o7 bildet wieder eine 3,-Helix, dies stellt sich dhnlich dar, wie das Ende der
vorausgehenden Helix a5. Auch am Ende der Helix al0 liegt keine ideale Geometrie vor. Das
hier keine ideale Helixgeometrie gegeben ist, kann man relativ deutlich am Verteilungsmuster
der H-Briicken erkennen (siehe Abb. 3.19 (C)). Eine ideale H-Briicke wére zwischen Ile184 und
Tyr187 gegeben, was einer 3;,-Helix entspricht. Eine weitere, nicht ganz ideale, H-Briicke ist
jedoch auch zu Ile188 moglich. Dies entsprache eher einer a-Helix. Es liegt also eine Art

chiméire Struktur zwischen 3;0- und 3.6:3-Helix vor.

88



Ergebnisse

Abb. 3.20: Riickgrat des C-Terminus der PfNaMNAT.

DSSP schlédgt fiir den C-Terminus der PfNaMNAT, hier in zwei verschiedenen Orientierungen, die einzelne
Windung einer 3;0-Helix vor. Bei genauer Betrachtung ist dies jedoch nicht haltbar. Die Windung zwischen
Leu201 und Asp203 wdre linksgéngig. Viel eher sind hier zwei aufeinander folgende Kehren gegeben. Die
Struktur stabilisierende H-Briicken sind in hellbau dargestellt. Die Abbildungen wurden mit Chimera erstellt.

Der letzte strittige Bereich findet sich am C-Terminus der PfNaMNAT. DSSP ordnet die drei
Aminosduren Leu201, Tyr202 und Asp203 als eine 3;o-Helix ein. Abb. 3.20 lédsst erkennen, dass
es sich hier jedoch, wenn tiberhaupt, um eine linksgéngige Helix handelt. Im Ramachandran-Plot
liegen die beiden Aminosduren Tyr202 und Asp203 ebenfalls im Bereich einer linksgdnigen
Helix, Leu201 im Bereich eines -Faltblattes. Eine sinnvollere Interpretation ist es jedoch, diesen
Bereich als Loop einzuordnen, ebenso wie die nachfolgenden Aminosduren Phe204 bis Leu206.
Wobei Leu206 ebenfalls die Torsionswinkel einer linksgdngigen Helix aufweist, die beiden

anderen die Winkel einer rechtsgéngigen Helix. Auch hier liegt somit ein Loop vor.

3.2.3.2 Supersekundarstrukturmotiv Rossmann-Falte

Zentrales Motiv der PfNaMNAT ist eine Rossmann-Falte [130]. Diese, auch als
Dinukleotidbindefalte bekannte Struktur, ist charakteristisch fiir die Nukleotidyltransferase-o/3-
phosphodiesterase Superfamilie. Sie besteht aus einem eng gewundenen [B-Faltblatt, welches
sechs parallel verlaufende (-Strange aufweist. Diese folgen nicht etwa der Anordnung, die sich
aus ihrer Sequenz ergibt, sondern weisen ein typisches Arrangement auf, es ist dies: 3-2-1-4-5-6
[131]. Diese Anordnung kann anhand des Strukturausschnittes und dem damit korrelierten
topologischen Diagramm aus Abb. 3.21 nachvollzogen werden. Es ldsst sich eine Dichotomie
erkennen, wobei die Abfolge der ersten drei B-Stringe (3-2-1) durch einen langen Ubergang — in
diesem Fall repréasentiert durch Helix o4 — mit einer invertierten Abfolge der néchsten drei [3-
Strange (4-5-6) verbunden wird.
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(B)

Abb. 3.21: Rossmann-Falte als Supersekundirstruktur der PENaMNAT.

Durch die Fokusierung auf die Aminoséduren drei bis 157 tritt die Rossmann-Falte mit ihren sechs parallelen f3-
Strangen klar in den Vordergrund. Weitere C-terminale Aminosduren sind nicht dargestellt. Die beiden
Segmente der Rossmann-Falte sind sowohl in der Cartoondarstellung (A) als auch im topologischen
Diagramm (B) durch die Farbcodierung ihrer Helices hervorgehoben. Verbunden sind sie durch den
topological switch point, hier in dunkelblau. Das topologische Diagramm ist gegeniiber der Cartoondarstellung
um ca. 90° entlang der Horizontalen nach unten rotiert.

(A)

Abb. 3.22: Zerteilte Darstellung beider Segmente der Rossmann-Falte.

Durch die Zerteilung der Rossmann-Falte in ihrem topologischen Wendepunkt kann man beide Bofof-
Segemente in die gleiche Orientierung bringen. So wird ersichtlich, dass es sich in beiden Féllen um eine
rechtsgéngige Verbindung der [3-Strdnge miteinander handelt. Das obere Segment der Darstellung umfasst die
Aminosduren drei bis 86, das untere 87 bis 157. Der Farbcode wurde aus der vorausgehenden Abbildung
iibernommen. (B) ist gegeniiber (A) entlang der Senkrechten um ca. 90° nach rechts gedreht.
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Die Rossmann-Falte kann somit weiter unterteilt werden in zwei Segmente, denen jeweils die
Struktur Bafap zu eigen ist. Um eine Gegeniiberstellung zu ermdéglichen, sind beide Segmente in
Abb. 3.22 voneinander getrennt und in gleicher Orientierung dargestellt. Aufeinander folgende (3-
Stringe sind dabei mittels eines rechtsgingigen Ubergangs miteinander verbunden. D.h. B-
Strange, welche in der Darstellung oben sind, haben eine Verbindung von ihrem C-Terminus
(rechts oben) zu dem N-Terminus (links unten) des nachfolgenden (3-Stranges. Das topologische
Diagramm aus Abb. 3.21 (B) gibt dies ebenfalls wieder. Die meisten Verbindungen paralleler
B-Strange weisen diese Chiralitdt auf [43].

Durch die Inversion der beiden Segmente (einmal 3-2-1 und dann 4-5-6), die jedoch jeweils
rechtsgdngig sind, folgt, dass die intervenierenden a-Helices einmal fiir das erste Segment
unterhalb des sechsstrdngigen Faltblattes liegen und die o-Helices des ndchsten Segments
oberhalb des Faltblattes (siehe auch Abb. 3.21 A). Die Verbindung beider Segmente wird auch
als topological switch point (topologischer Wendepunkt) bezeichnet.

3.2.3.3 Strukturvergleich der NaMNATs verschiedener Organismen identifiziert
wichtige Motive der PFINaMNAT

Die Kenntnis der Struktur homologer Proteine ist bereits beim Losen der Struktur hilfreich, zum
Ableiten der Phasenwinkel und um sich an dem moglichen Verlauf des Proteinriickgrates in
konservierten Bereichen zu orientieren. Da NaMNAT respektive die Nicotinamid praferierende
Variante NMNAT eine zentrale Position innerhalb des NAD-Stoffwechsels spielen, wurde dieses
Enzym bereits bei einer Vielzahl anderer Organismen strukturbiologisch untersucht. Hierzu
zdhlen verschiedene Prokaryonten, wie E. coli [132], Bacillus anthracis [119][131][124],
Bacillus subtilis [133], Staphylococcus aureus [120], Pseudomonas aeruginosa [134] sowie
einige weitere. Aber auch die zwei Isoformen der humanen NMNAT-1 [135][136] und NMNAT-
3 [137], teilweise auch Pnat-1 und Pnat-3 genannt, sind in ihrer Kristallstruktur bekannt.
Tabelle 4 gibt einen Uberblick zu verschiedenen bereits gelosten NaMNAT-Strukturen.

Die Kenntnis der Struktur verwandter Enzyme kann dabei helfen, konservierte Bereiche aber
auch Besonderheiten innerhalb eines Proteins zu identifizieren. Die Uberlagerung verschiedener
Strukturen mit der PfNaMNAT (siehe Abb. 3.23) verdeutlicht bereits den hohen
Konservierungsgrad der  zugrunde liegenden = Rossmann-Falte. ~ Aus  derartigen
Strukturvergleichen ableitbare RMSD-Werte (siehe Tab. 5) sind ein Indikator fiir den
Verwandtheitsgrad zweier Proteine. Sie erlauben eine partielle Quantifizierung der Ahnlichkeit
zweier Strukturen in einem Zahlenwert. Da es in homologen Strukturen naturgeméll Abweichung
gibt, konnte nicht fiir alle 205 Aminosduren der PfNaMNAT DND-Struktur eine dquivalente
Aminosdure gefunden werden. Die Zahl der Aminosdure, auf denen die RMSD-Berechnung

beruht, ist eben falls in Tab. 5 angegeben. Mittels eines sequenzbasierten Alignments (siehe Abb.
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3.24) ist ein weiterer Vergleich der Enzyme moglich. Hierdurch kénnen diejenigen Aminosdure

identifiziert werden, die konserviert sind oder auch eine Besonderheit darstellen.

Tab. 4: Ubersicht bereits beschriebener NaMNAT-Strukturen.

Sofern die jeweiligen Enzyme eine Substanz innerhalb ihres aktiven Zentrums gebunden haben, ist diese in
Klammern hinter dem PDB-Code mit der Abkiirzung angegeben, welche auch in der PDB genannt wird.
NaAD wird oftmals als DND (Dinukleotid) oder NXX abgekiirzt. Apo ist bei der Apo-Form angegeben. Die
EcNaMNAT (1K4M) wurde tatsachlich mit NaAD kristallisiert [132], es liegt ein Fehler in der PDB-Datei vor.

Organismus PDB-Code

B. anthracis 3DV2 (S04), 2QTM (Apo), 2QTN (NCN = NaMN), 2QTR
(NXX), 3E27(DND)

B. subtilis 1KAM (Apo), 1IKAQ (DND)

E. coli 1K4K (Xe), 1K4M (NAD, tatsdchlich NaAD)

Francisella tularensis
Humane NMNAT-1

Humane NMNAT-3

Methanobacterium
thermoautotrophicum

Methanococcus jannaschii
P. aeruginosa
S. aureus

Synechocystis sp.

2R5W (Cl, Mg?), 2QJT (AMP)

1KQO (DND) 1KR2 (TAD = Tiazofurin), 1KQN (NAD), 1KKU
(Apo)

INUP (NMN), 1INUR (SO4), INUQ (NXX), INUS (NMN, APC),
INUT (APC), INUU (NAD)

1HYB (NMN), 1EJ2 (NAD), IM8F (NAD), 1M8G (NAD), 1M8J
(NAD), IM8K (NAD)

1F9A (ATP)

1YUN (ATP), 1YUL (Citrat), 1YUM (NCN = NaMN)
2H29 (DND), 2H2A (DND)

2QJO (APR, NAD, POP, SO4)

Tab. 5: Mit Coot berechnete RMSD-Werte der PINaMNAT mit anderen NaMNATSs.

Vergleichsstruktur RMSD (A) Anzahl der Ca-Atome Sequenzidentitit (%) Liicken

Sa 2H29

Ba 2QRT

Bs 1KAQ

Ec 1K4M

Pa 1IYUM

N1 1KQN
PfNaMNAT APC

1,73 169 27,22 10
1,90 180 22,78 8
1,82 177 23,73 8
2,05 181 20,44 10
2,54 177 16,95 10
2,21 178 21,35 10
0,62 201 100,00 1
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Abb. 3.23: Uberlagerung bakterieller und humaner NMINAT-1 mit der PfNaMNAT.

Die Strukturiiberlagerung ldsst den hohen Konservierungsgrad der Rossmann-Falte innerhalb der NaMNAT-
Familie erkennen. Dies gilt in hohem MalRe fiir die bakteriellen Enzyme aus (A): SaNaMNAT (2H29, medium-
lila), BaNaMNAT (2QTR, dunkelmagenta), BsNaMNAT (1KAQ, medium-blau). Aber auch die humane
NMNAT-1 (1KQN, dunkelmagenta) (B) weist eine sehr dhnliche Kernstruktur auf. PfNaMNAT ist jeweils griin
eingeféarbt. Die Produkte sind fiir alle Enzyme in dunkelblau im aktiven Zentrum gebunden. Die Abbildungen
wurden mit Chimera erstellt.

Der hochste Homologiegrad der PENaMNAT ist mit den NaMNATSs der grampositiven Bakterien
S. aureaus (SaNaMNAT), B. anthracis (BaNaMNAT) und B. subtilis (BsNaMNAT) gegeben.
Dies lalt sich anhand des Alignments sowie auch durch Strukturiiberlagerung und die damit
korrelierten RMSD-Werten nachvollziehen. Die RMSD-Werte der PENaMNAT mit diesen drei
Enzymen weisen die niedrigensten Werte, unterhalb von 2 A, auf. Zugleich zeigen sie die
hochsten Sequenzidentitdten. Der niedrigste RMSD-Wert und iiberdies hochste Sequenzidentitét
ist mit der SaNaMNAT gegeben. Es bestdtigt sich somit noch einmal, dass dieses Enzym die

beste Vorlage zum Erstellen des Homologiemodells darstellt.

Die gramnegativen Bakterien E. coli (ECNaMNAT) und P. aeruginosa (PaNaMNAT) weisen
zwar ebenfalls eine konservierte Rossmann-Falte auf, sie zeigen jedoch stirkere Abweichungen
zur Struktur der PfNaMNAT. Insbesondere zwischen fiinftem und sechstem [-Strang sind
zusdtzliche Aminosduren vorhanden (siehe Abb. 3.24), welche zu zwei a-Helices beitragen,
wohingegen bei der PfNaMNAT nur eine relativ kleine géanzlich anders orientierte a-Helix (a7)
vorhanden ist (auf eine gesonderte Darstellung dieses Bereichs in einer Strukturiiberlagerung
wurde verzichtet). Die betreffenden Helices sind jedoch oberfldachlich, so dass das aktive
Zentrum hiervon nicht beeinflusst wird. Auch anhand der RMSD-Werte, die fiir beide Enzyme
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PFNaMNAT ( 3) H- SFDPITYAHEMVLDKISNLN -WIH C---R---CRNDKSLTE
Sa 2H29 ( 1) M- QFNPIHTAHMIVASEVFHEL-QPD SFMSP- - - LKKHHDFID
Ba 2QTR ( 1) M-R TFDPPHYGHLLIANEVYHAL - NLE NQIPP- - -HKQGRNITS
Bs 1KAQ ( 3) -- TFDPPHNGHLLMANEVLYQA-GLD NQIPP- - -HKQNEDYTD
Ec 1K4M ( 1) TFDPVHYGHLKPVETLANLI-GLTR NNVPP - - -HRPQPE - AN
Pa 1YUM ( 2) TFDPVHIGHMRSAVEMAEQF -ALD NARPP---HRETPQ-VS
N1 1KQN ( 6) SFNPITNMHLRLFELAKDYMNGTGR VGDAYKKKGLIP
*
PFNaMNAT ( 52) FHHRHNMFTIIINNSSKIIKS KDLESHSEMVPTYDLLKTQKE=LHP- - - - - - -
Sa 2H29 ( 53) VQHRLTMIQMIIDELGFG- - -DICDDEIKRGG-QSYTYDTIKAFKE-QHK- - - - - - -
Ba 2QTR ( 53) VESRLQMLELATEAEEH CLEELSRKG-PSYTYDTMLQLTK-KYP- - - - - - -
Bs 1KAQ ( 53) SFHRVEMLKLAIQSNPS ELVEMEREG-PSYTFDTVSLLKQ-RYP- - - - - - -
Ec 1K4M ( 53) SVQRKHMLELAIADKPL DERELKRNA - PSYTAQTLKEWRQEQGP- - - - - - -
Pa 1YUM ( 53) AAQRLAMVERAVAGVER DPRELQRDK - PSYTIDTLESVRAELAA- - - - - - -
N1 1KQN ( 63) AYHRVIMAELATKNSK DTWESLQKE - WKETLKVLRHHQE - KLEASDCDHQ
* * . . * .

SDLICDI--FSWD--

PENAMNAT (101) === === === - o mmmmmmoo oo
Sa 2H29 ( 98) - --mmmmmee oo
Ba 2QTR ( 98) —-mmmmmmmmmmmmeee oo
BS 1KAQ ( 98) ~-mmmmmmmmmmmmmmmeeo oo
EC 1KAM ( 99) =mmmmmmmmm i mmmee oo
Pa 1YUM ( 99) =-c=-ccccccccccemcmcacccacccanan--
N1 1KQN (114) QNSPTLERPGRKRKWTETQDSSQKKSLEPKTKAVP

TDQYNQL - - EKWY - -
GDMVEYL - - PKWY - -
GADMIEYL - - PKWY - -
QDSLLTF--PTWY- -
DAFCGL - -PTWH- -
ADLLESFAVPNLWKS
* * . .AA

PfNaMNAT (121) -EGEKLVLENAFIEIERGHFKIDESI
Sa 2H29 (118) -QIEYLKEM NRDKNSQNVEN
Ba 2QTR (118) -NIEALLDL ARPGYKLRTPY - -----mmmmmmmme oo
Bs 1KAQ (118) -KLDELLNLI VKRPGFHVETPY - == - == === - - oo mme e oo oo
Ec 1K4M (119) -EYETILDN RRPGYPLEMAQPQYQQWLEDHL THNPEDLHLQPAG
Pa 1YUM (119) -RWEALLDHC RPDADSEPPES - LRDLLAARSVADPQALK - GPGGQ
N1 1KQN (172) EDITQIVANYG RAGNDAQKFI- - - - - YESDVLWKH- - - - - - - RS-N
. . *

PfNaMNAT (158) -PKLSFINFISSSEARKFLTKENDINDIKKYIHP-LTIDYIIKYNLYDFNLE-----
Sa 2H29 (150) -PRV----DISSTMIRQRVSEGKSI----QVLVPKSVENYIKGEGLYE---------
Ba 2QTR (150) -PEF----AVSSSLLRERYKEKKTC- ---KYLLPEKVQVYIERNGLYES--------
Bs 1KAQ (150) -PEF----EVSSTMIRERFKSKKPT- - --DYLIPDKVKKYVEENGLY----------
Ec 1K4M (175) -PWF----NISATIIRERLQNGESC----EDLLPEPVLTYINQQGLYR---------
Pa 1YUM (173) -TPL----AVSATQIRALLGAGRSV- ---RFLVPDAVLNYIEAHHLYRAP-------
N1 1KQN (216) WIAN----DISSTKIRRALRRGQSI----RYLVPDLVQEYIEKHNLYSSESEDRNAG
sk e * . * * » * %

N1 1KQN (265) VILAPLQRNTA
Abb. 3.24: Strukturbasiertes Alignment verschiedener NaMNATS5.

Der hohe Konservierungsgrad des zugrundeliegenden Strukturmotivs der Rossmann-Falte wird bereits anhand
des Alignments ersichtlich. Helices und ﬁ sind farblich hervorgehoben. Ebenso zwei Cysteine der
PfNaMNAT sowie ein in der Struktur nicht sichtbarer Abschnitt der NMNAT-1. Im Alignment angegeben sind
die Anfangsbuchstaben der jeweiligen Organismen (S. aureus, B. anthracis, B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa)
respektive N1 fiir die humane NMNAT-1. Dahinter steht der jeweilige PDB-Code, welcher dem
Strukturalignment zugrunde liegt. Die Nummerierung der Sequenzen entspricht derjenigen aus den PDB-
Dateien. Die Angabe der Sekundarstruktur ist ebenfalls an die Vorgaben der PDB-Dateien angelehnt. Das
Alignment wurde mit dem Expresso-Modus von T-Coffee erstellt. Fiir PINaMNAT wurde jedoch nur die
Sequenz herangezogen, um die Struktur nicht vorzeitig weiterzuleiten. * steht fiir identische Aminoséauren, :
fiir sehr dhnliche und . fiir geringe Ahnlichkeit. Try119 wurde gesondert markiert A .
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iiber 2 A liegen, sowie der geringeren Sequenzidentititswerte wird der héhere Abweichungsgrad
der ECNaMNAT und PaNaMNAT zur PfNaMNAT ersichtlich.

Auch das humane Enzym NMNAT-1 weist eine {iberwiegend analoge Struktur auf. GroRere
Abweichungen finden sich nur zwischen B-Strang drei und vier, wobei diese Insertion in der
Struktur nicht zu sehen ist, sowie einem verldngerten C-Terminus. Allen im Alignment
untersuchten NaMNATSs ist eine kurze Helix direkt im Anschluss an den dritten [-Strang
gemeinsam, welche PfNaMNAT jedoch fehlt.

Auch wenn die Strukturen einander sehr dhnlich sind, weichen die Aminosduresequenzen der
einzelnen Enzyme jedoch sehr stark voneinander ab. Dadurch treten konservierte Bereiche
innerhalb des Alignments jedoch deutlich hervor. Wichtige Strukturmotive kénnen so klar
identifiziert und miteinander verglichen werden. Besonders hervorzuheben sind hierbei das
HXGH-Motiv [131], teilweise auch als H/'TXGH-Motiv [132] oder H/TIGH [132] bezeichnet,
die diesem Motiv vorausgehende Sequenz von Gly11 bis Pro15 der PfNaMNAT, Arg136 und im
Alignment assoziierte Arginine, Gly109, Asp111, Try119 (A im Alignment) sowie das ISST-
Motiv [132]. Eine Besonderheit, die nur bei PfNaMNAT zu verzeichnen ist, sind Cys41 und
Cys43. An die Position von Cys41 tritt bei anderen NaMNATSs ein Serin oder Aspartat. In diesen
Sequenzbereich féllt auch eine von anderen NaMNATSs bekannte konservierte PPHK-Sequenz
[119], welche bei der PfNaMNAT nicht vorzufinden ist. Bei der im Weiteren vorgenommen
Untersuchung des aktiven Zentrums sollte sich zeigen, dass viele dieser Aminosduren fiir die

Interaktion mit den Substraten respektive dem Produkt NaAD von Relevanz sind.

3.2.3.4 Die Substratbindetasche der PFNaMNAT

Um die Interaktionen der PfNaMNAT mit beiden Substraten untersuchen zu koénnen, wurden
zwei Cokristallisationen durchgefiihrt. Die Struktur mit dem APT-Analogon APC verdeutlicht,
wie dieses Substrat gebunden wird, zumal hier auch die Positionierung von - und y-Phosphat
des APCs dargestellt werden kann. Die Struktur mit dem Produkt NaAD dagegen verdeutlicht
die moglichen Interaktionen mit dem Produkt und zeigt auch auf, wie das Substrat NaMN
gebunden werden muss. Da NaMN in dem Produkt vollstdndig erhalten bleibt (nur von ATP wird
ein Molekiilteil in Form von Phyrophosphat abgespalten), sollten sich die Interaktionen mit der
PfNaMNAT nicht grundlegend zwischen dem Substrat NaMN und dem Produkt NaAD
unterscheiden.

Zundchst soll erst einmal die Interaktion der PfNaMNAT mit dem im aktiven Zentrum
gebundenen APC-Molekiil untersucht werden. Um das komplexe Netzwerk aus H-Briicken, {iber
welches das ATP-Analogon gebunden wird, zu enthiillen, wurde Chimeras ,,FindHBond“-Option

verwendet. Die dabei gewonnenen Erkenntnisse sind in Abbildung 3.26 wiedergegeben. Darauf
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Abb. 3.25: NaAD inkl. Elektronendichte gebunden im aktiven Zentrum der PfNaMNAT.

Die 2Fqus-Fauc-Elektronendichte ist mit einer Ausdehnung von 1,5 Sigma dargestellt. In (A) weist die
Nicotinsdure-Gruppe nach rechts. (B) ist um 90 ° zu dem Betrachter hin gedreht, die Nicotinsdure weist auf
den Betrachter zu.

soll dann eine analoge Betrachtung der NaAD-haltigen Struktur erfolgen (siehe Abb. 3.27). Die
Abbildungen geben dabei das Potential zu moglichen H-Briicken wieder, wobei auch einige nicht
optimale Geometrien Beriicksichtigung fanden (fiir die Lange wurde eine Abweichung von 0,4 A
vom Optimum zugelassen, fiir die Winkel eine Abweichung von 20°). Das nicht alle der
gezeigten H-Briicken simultan bestehen kénnen, erkennt man z.B. an Asp111. Hier zeigt eines
der beiden Sauerstoffatome der Carboxylgruppe simultan zwei H-Briicken, wobei deren
Orientierung so nicht gleichzeitig moglich ist. Zwei Atomorbitale wiirden sich hierbei zu nahe
kommen. Wie bei den meisten chemischen Gleichgewichtslagen wird eine der beiden Situation
daher eine Priaferenz aufzeigen ohne das die andere jedoch vollig ausgeschlossen werden muss.
Nicht zuletzt aufgrund der thermischen Warmeschwingung des Proteins werden sich letztlich
leichte Varianzen innerhalb des dargestellten Netzwerks aus H-Briicken ergeben.

Vorrangig soll hier erst einmal die Bindung des Triphosphats untersucht werden, da dies anhand
der NaAD-haltigen Struktur nicht moglich ist. Hierbei féllt sofort die Bedeutung der drei Serine
167 bis 169 auf. Thre Seitenketten, aber auch das Riickgrat tragt mageblich zur Ausrichtung von
B- als auch y-Phosphat bei. Aullerdem besteht eine mégliche indirekte, {iber ein Wassermolekiil
vermittelte, H-Briicke zu dem a-Phosphat iiber die Seitenkette von Serl68. Zwei weitere
Bindungen zu diesem Phosphat sind tiber die Stickstoffatome der Amidbindung von Phel3 sowie
Ser12 moglich. His20 ist ebenfalls an der Positionierung dieses Phosphats beteiligt, aber ein
weiterer Kontakt ist auch zu dem (-Phosphat moglich. Dartiber hinaus ist fiir die Bindung dieses
Phosphats Arg136 von entscheidender Bedeutung. Wobei sich diese Bindung nicht nur durch
H-Briicken ergeben muss, eine Salzbriicke, ausgehend von der positiven Ladung der
Guanidiniumgruppe und der negativen Ladung des Phosphats, kann hier ebenfalls die Interaktion
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Abb. 3.26: Uber H-Briicken vermittelte Bindung des APC im aktiven Zentrum.

Das ATP-Analogon APC wird iiber eine Vielzahl von Wasserstoffbriickenbindungen innerhalb des aktiven
Zentrums der PfNaMNAT gebunden. Einige dieser Bindungen werden indirekt {iber Wassermolekiile
vermittelt. In der Abbildung sind diese als rote Kugeln dargestellt. Mogliche H-Briicken zwischen Donor und
Akzeptor sind als hellblaue Linien zu erkennen. Die Farbgebung der Heteroatome entspricht dem
gebrduchlichen Farbcode (Stickstoff in blau, Sauerstoff in rot und Phosphor in orange). Aminosduren sind nur
benannt und gezeigt, sofern diese direkt tiber ihre Seitenketten mit APC interagieren. Zur Identifikation der H-
Briicken wurde Chimeras ,,FindHBond“-Werkzeug verwendet (relax constraints by 0,4 angstroms and 20
degrees).

vermitteln. Asp111 ist dazu in der Lage, iiber eine Wasser-vermittelte H-Briicke einen Kontakt zu
dem p-Phosphat auszubilden. Zuletzt verursacht der positive Dipol von Helix a9 noch eine

Anziehung der negativen Ladung des y-Phosphats.

Damit kann zu der Ribose iibergegangen werden. Auch hier ist Aspl111 an der Bindung der
2'-OH-Gruppe beteiligt. Ein weiterer Kontakt besteht zu dem Stickstoff der Amidbindung von
Gly108. Die 3'-OH-Gruppe wird iiber eine indirekte H-Briicke gebunden, welche nur zu dem
Peptidriickgrat besteht. Ebenfalls von Bedeutung fiir die Bindung der Ribose ist Tyr9, dessen
Hydroxylgruppe eine H-Briicke zu dem Sauerstoffatom des Oxacyclopentanrings ausbildet. Es
verbleibt die Adeninbase, deren Aminogruppe durch H-Briicken je eine Bindung zu dem
Amidsauerstoff von Asn164 und Ile166 aufbaut. Das N1-Atom des Adenins wird iiber eine
indirekte H-Briicke gebunden, welche zu der Seitenkette von Asn164 und dem Amidsauerstoff
von Glul35 vermittelt wird. Aber auch Arg136 ist fiir die Ausrichtung dieses Purinrings von
Bedeutung. Zwischen diesen beiden Gruppen sollte es zu einer n-n-Wechselwirkung (rt stacking
effect) ihrer jeweiligen mn-Elektronensysteme kommen. Als Marginalie sei noch darauf

hingewiesen, dass sich in dieser Struktur ein PEG-Molekiil an der Position befindet, welche von
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der Nicotinsdure eingenommen wiirde.

Im Vergleich mit dem Alignment aus Abb. 3.24 ergibt sich bereits, dass viele der beschriebenen
Aminosduren konserviert sind oder auch an konservierten Strukturmotiven teilhaben. Eine sehr
prominente Aminosdure ist dabei Arg136, welches im Alignment bei allen Proteinen auftritt und
iberall eine einheitliche Funktion erfiillt [123][120]. Auch bei Asp111 handelt es sich um eine
konservierte Aminoséure. Fiir Gly106 und Asp108 der SaNaMNAT wurden ebenfalls H-Briicken
beschrieben, welche die 2'-OH-Gruppe der Ribose fixieren [120], so wie sie auch bei der
PfNaMNAT zu verzeichnen sind. Auch das H/TXGH-Motiv ist fiir die Bindung des APC sowie
des Produkts NaAD von entscheidender Bedeutung. Thrl7 (bzw. Histidin bei anderen
NaMNATs) sowie His20 sind an verschiedenen H-Briicken beteiligt. Je nach Rotation und
Protonierungsstatus der Seitenkette von His20 sollte auch eine H-Briicke zwischen mn-Stickstoff
und dem ringschliefenden Sauerstoffatom der Ribose moglich sein. Das Glycin dieses Motivs
kann jedoch auch durch ein Alanin substituiert werden. Wichtig ist hierbei, dass es sich jeweils
um eine kleine Aminosaure handelt, so dass keine sterischen Kollisionen mit ATP hervorgerufen
werden. Eine Ausnahme stellt hier die humane NMNAT-1 dar. Das hier vorhandene Methionin
fiihrt jedoch dazu, dass die Adeninbase ein Stiick von der a-Helix, welche das Methionin enthlt,
wegrlickt (sieche PDB 1KQN). Von hoher Relevanz fiir die Bindung des Triphosphats von APC,
respektive ATP in vivo, ist das ISST-Motiv [132]. Wobei an die Stelle des Threonins bei der
PfNaMNAT ein weiteres Serin tritt, ebenso wie bei der BaNaMNAT. Aufgrund ihrer jeweiligen

Geometrie sind beide Aminosduren in diesem Fall als funktional dquivalent zu werten.

Fir die Bindung des NaAD ergibt sich fiir den von ATP abgeleiteten Molekiilteil eine sehr
dhnliche Situation wie fiir die Bindung des APC. An die Stelle von (- und y-Phosphat treten
jedoch mehrere Wassermolekiile. Uber diese ergibt sich eine indirekte Interaktion zwischen
Ser168, Ser169 des ISST-Motivs und dem von ATP abgeleiteten a-Phosphat. Die Amidgruppe
des Riickgrates von Phel3 ist erneut an einer direkten H-Briicke zu diesem Phosphat beteiligt. In
Abb. 3.27 (B) kann man sehr gut erkennen, wie 2'- als auch 3'-OH-Gruppe der Ribose des ATP-
Teils fixiert werden. Fiir Asp111 ergibt sich in diesem Fall ein eindeutiges Bild. Arg136 kommt
nun hauptsdchlich die Stabilisierung des Purinrings iiber die angesprochene n-n-Wechselwirkung
zu. Da sich keine weiteren bedeutungsvollen Anderungen zu der Bindung des APC ergeben, soll
zu dem NaMN-Teil {ibergegangen werden. Interessant ist, dass auch hier eine m-m-
Wechselwirkung vorliegt. Diese besteht zwischen dem Pyridinring von NaAD und dem Indolring
von Trp119. AuBerdem wird die Carboxylgruppe der Nicotinsdure durch mehrere H-Briicken
gebunden. Diese bestehen zu den Amidgruppen von Thr88 und Asp120. Ein Wassermolekiil
vermittelt eine weitere H-Briicke zu dem Riickgrat des Proteins. Damit enden die Interaktionen
mit der Nicotinsdure jedoch noch nicht. Die negative Ladung der deprotonierten Carboxylgruppe
kann durch den positiven Dipol am N-terminalen Ende von Helix a4 ausgeglichen werden. Ein
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Abb. 3.27: Bindung des NaAD im aktiven Zentrum der PfNaMNAT.

Der von ATP abgeleitete Molekiilteil befindet sich in (A) auf der linken Seite, der von NaMN abgeleitete
rechts. In (B) wird auf die Nicotinsdure fokussiert, sie befindet sich im Vordergrund. Die Interaktionen des
ATP-Teils sind analog zu den der vorherigen Abbildung. Der NaMN-Molekiilteil bildet eine Vielzahl
zusatzlicher Interaktionen mit dem Protein aus. Die H-Briicken wurden wie zuvor mit Chimera bestimmt.

komplexes Netzwerk von H-Briicken ist wiederum fiir die 2'- und 3'-OH-Gruppen der Ribose zu
verzeichnen. Daran direkt beteiligt ist Cys41. Dariiber hinaus ergeben sich Wasser-vermittelte
Kontakte zu den Seitenketten von Glu80 und Thr88 aber auch zu dem Carbonylsauerstoff von
Val39. Es verbleibt das von NaMN abgeleitete Phosphat. Dieses wird auf der einen Seite durch
Arg44 gebunden, einmal unter Beteiligung eines Wassermolekiils. Auf der anderen Seite wird es
direkt durch Ser12 und indirekt durch ein Wasser {iber Asp111 fixiert. Dariiber hinaus ist
natiirlich auch eine elektrostatische Anziehung zwischen positiver Ladung der
Guanidiniumgruppe und negativer Ladung des Phosphats moglich.

Auch fiir die Bindung des NaMN-Teils lassen sich bestimmte konservierte Strukturmotive
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verzeichnen. Die Bindung der Nicotinsdure ist identisch zu der fiir BaNaMNAT beschriebenen
Situation [123]. Bakterielle NaMNATs weisen ebenfalls zwei an die Nicotinsdure gebundene
Wassermolekiile auf. Diese wurden als konserviert beschrieben [123] und treten auch bei der
PfNaMNAT auf. Ein Vergleich mit dem Alignment enthiillt, dass Trp119 einen hochgradig
konservierten Rest darstellt. Bei der humanen NMNAT-1 ist es lediglich im Alignment um eine

Position verschoben, iibernimmt jedoch eine identische Aufgabe [135].

Ein weiteres teils konserviertes Motiv stellt die PPHK-Sequenz dar. Bei der BaNaMNAT und
BsNaMNAT sind dies die Aminosduren Pro42 bis Lys45. Fiir diese Aminosduren wurde bei der
BaNaMNAT eine Interaktion mit dem Nicotinring sowie dem NaMN-abgeleiteten Phosphat
beschrieben [119][123]. Bei der SaNaMNAT ist Pro43 in eine hydrophobe Interaktion mit dem
Pyridinring der Nicotinsdure involviert und Leu44 baut einen van-der-Waals-Kontakt zu
demselben Pyridinring auf [120]. Die Struktur der SaNaMNAT (PDB: 2H29) lasst erkennen,
dass die Aminogruppe von Lys45 direkt iiber dem von NaMN abgeleiteten Phosphat zu liegen
kommt. Auch das Alignment (siehe Abb. 3.24) bestitigt, dass es sich bei dem PPHK-Motiv um
eine bei Bakterien konservierte Sequenz handelt. Wobei statt des Lysins oftmals ein Argenin
auftritt. Eine gdnzlich andere Sequenz zeigt hier jedoch die PfNaMNAT. Innerhalb des
Alignments fallen in diesem Bereich zwei Cysteine auf, welche nur durch eine Aminoséure
voneinander getrennt werden. Da diese Cysteine nicht im Bereich einer Helix liegen, liegt die
Vermutung nahe, dass ein Disulfid gebildet wird. Abb. 3.28 146t jedoch klar erkennen, dass diese
Cysteine sowohl in der NaAD- als auch in der APC-Struktur der PfNaMNAT kein Disulfid

Abb. 3.28: Cysteine 41 und 43 der PfNaMNAT mit assoziiertem Loop.

(A) und (C) sind Abbildungen der NaAD-haltigen Struktur, (B) der APC-haltigen. (A) sowie (B) stellen die
korrespondierende 2F.s-Feic-Elektronendichte der Cysteine 41 und 43 dar. Die Elektronendichten sind bei
einer Ausdehnung von 1 Sigma gezeigt. In der APC-haltigen Struktur ist keine hinreichende Dichte gegeben
um die Aminosduren 44 bis 47 zu modellieren, wobei Cys43 bereits strittig ist. Bei (A) und (B) wurden die
Aminosduren Glu80 bis Thr88 entfernt, um auf den Loop fokussieren zu konnen. Die Darstellung der B-
Faktoren (C) geht von einem Blauton hin zu rot fiir Bereiche mit hohen B-Faktoren.
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bilden. In der APC-Struktur weist dieser Loop eine derart hohe Beweglichkeit auf, dass fiir die
Aminosduren 44 bis 47 keine Elektronendichte gegeben ist und Cys43 nicht mehr sicher
positioniert werden kann. Aber auch innerhalb der NaAD-Struktur weist diese Region eine hohe
Flexibilitdat auf, wie man an den relativ hohen B-Faktoren erkennen kann. Die Funktion, die im
PPHK-Motiv vom Lysin iibernommen wird, konnte bei der PFNaMNAT gemeinsam durch Lys47
und Arg44 erfiillt werden.

Wie bereits beschrieben, kann Cys41 H-Briicken zu den OH-Gruppen der Ribose ausbilden. Mit
3,5 und 3,8 A ist diese Distanz zwar relativ hoch, jedoch sind H-Briicken unter Beteiligung von
Schwefel ldnger als solche, die Stickstoff oder Sauerstoff involvieren. Dies liegt an der diffusen
Elektronenwolke des Schwefels und seiner gréBeren Ausdehnung [138]. Die mittlere Ladnge
solcher H-Briicken wurde mit 3,52 + 0,24 A angegeben [139]. Die Funktion dieses Cysteins,
einen Kontakt zur Ribose herzustellen, wird bei vielen bakteriellen NaMNATSs iibernommen von
Serin, Threonin oder Asparagin. Bei ECNaMNAT interagiert Asn40 mit der 2'-OH-Gruppe der
NaMN-Ribose [132]. Glu80 erstellt einen indirekten Kontakt iiber ein Wassermolekiil zur 3'-OH-
Gruppe der Ribose. Auch hierfiir existiert bei anderen NaMNATs ein funktionales Aquivalent.
Bei EcNaMNAT (PDB: 1K4M) kann dies erfiillt werden durch Glu76, wobei wieder ein
indirekter Kontakt zur Ribose besteht. In der Methanobacterium thermoautotrophicum NaMNAT
(MtNaMNAT) finden sich H-Briicken zwischen der 2'-OH-Gruppe und Asp80 sowie der 3'-OH-
Gruppe und Ser39 [140]. Auch bei der PaNaMNAT finden sich Entsprechungen, es sind dies
Asn40 und Glu76 (PDB: 1YUM).

3.2.3.5 Vergleich der Substratbindetaschen verschiedener NaMNATs

Aus der vorausgehenden Beschreibung des aktiven Zentrums der PfNaMNAT wird bereits
ersichtlich, dass viele Interaktionen mit den Substraten und folglich auch dem gebildeten Produkt
zwischen den Enzymen verschiedener Organismen zu einem hohen Grad konserviert sind. Es
stellt sich jedoch die Frage, wie es sich mit der {ibergeordneten Geometrie der
Substratbindetasche verhdlt. Hierzu sind in Abb. 3.29 und 3.30 die Oberflichen mehrerer
NaMNATs mit Aufsicht auf das aktive Zentrum dargestellt. Interessant ist hierbei gerade im
Vergleich mit den bakteriellen NaMNATs, die verhéltnisméllig offene Geometrie bei der
humanen NMNAT-1 (in vivo sollte diese eine stdrker geschlossene Konformation einnehmen
konnen). Dagegen wird das Produkt (jeweils NaAD) bei SaNaMNAT, BaNaMNAT und
BsNaMNAT geradezu eingeschlossen. Es verbleiben nur relativ kleine Offnungen iiber der
Carboxylgruppe der Nicotinsdure und den beiden zentralen Phosphaten. Dies ist auch bei der
PfNaMNAT der Fall, es verbleibt jedoch eine geringfiigig groRere Offnung als bei bakteriellen
NaMNATs. Erkldren kann man dies teilweise anhand des Alignments aus Abb. 3.18 aber auch

anhand der begleitenden Cartoondarstellung. Der Verschlul8 des aktiven Zentrums wird ndmlich
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(A) \ ) P. falciparum

Abb. 3.29: Vergleich der Oberflichen und B-Faktoren verschiedener NaMNATS.

Alle Proteinstrukturen wurden anhand der Ca-Atome mittels PyMol ausgerichtet und somit in identische
Orientierungen gebracht. Samtliche Strukturen haben ein Produkt gebunden. Zudem wurden die Oberfldchen
als auch Cartoondarstellungen anhand der B-Faktoren eingefdrbt (angelehnt an gebrduchliche Darstellungen
von Temperaturen von blau, griin, gelb, orange zu rot). (A) ist PfINaMNAT mit NaAD, (B) NMNAT-1 (1KQN)
und (C) SaNaMNAT (2H29).
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(A)

. anthracis

(B) B. subtilis

Abb. 3.30: Vergleich der Oberflichen und B-Faktoren verschiedener NaMNATSs — Fortsetzung.

Die Darstellung ist der vorausgehenden Abbildung analog. Wiederum sind die Protein in der gleichen
Orientierung zusehen und anhand der B-Faktoren eingeféarbt. Es handelt sich um (A) BaNaMNAT (2QTR) und
(B) BsNaMNAT (1KAQ).

zu einem grofen Teil durch einen Loop bewirkt, welcher bei den gezeigten bakteriellen
NaMNATs deutlich ldnger ausfallt als bei der PINaMNAT. Dieses Loop umfasst auch das PPHK-
Motiv, welches bei der PfNaMNAT so nicht auftritt. Im Alignment weist die PfNaMNAT hier
weniger Aminosduren auf. Daher fallt ihr Loop hier etwas kleiner aus. Der Verlauf des Riickgrats
der NMNAT-1 weicht hier deutlich ab. Der bei ihr vorhandene Loop liegt zwischen zwei Helices
und ist wesentlich kiirzer. Er reicht daher nicht bis {iber die Ribose des NMN. Interessant ist hier
auch ein Vergleich mit der PaANaMNAT, deren aktives Zentrum &hnlich weit offen liegt wie bei
der NaMNAT-1. Der Verlauf ihres Riickgrates dhnelt hier sehr der Sekundarstruktur der
NMNAT-1. Das Alignment enthiillt, dass auch die PaNaMNAT nur einen kurzen Loop aufweist,
welcher zwischen zwei Helices liegt (vergleiche PDB: 1YUM).

Dartiber hinaus sind Abb. 3.29 und 3.30 gemdR ihrer B-Faktoren eingefdarbt. Hohe B-Faktoren,
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also warme Bereiche, sind rot dargestellt, kalte Bereiche dagegen blau. Dies verdeutlicht auch
noch einmal die hohe Flexibilitdit des beschriebenen Loops bei der PfNaMNAT. Hohe B-
Faktoren treten dariiber hinaus bei allen NaMNATs innerhalb des C-Terminus auf. Wobei die
PfNaMNAT auch hier besonders hervorsticht. Nur die NMNAT-1 weist auch hier, so wie iiber
das gesamte Enzym, relativ geringe Temperaturfaktoren auf. Wobei die NMNAT-1 C-terminal
eine zusdtzliche Helix aufweist, welche stabilisierend auf die ansonsten leicht flexiblen Helices
wirken diirfte.

Hier sei noch einmal angemerkt, dass hohe Temperaturfaktoren zwar auf eine vergleichsweise
hohe Flexibilitdt der betreffenden Bereiche schliefen lassen, der Umkehrschluss ist jedoch nur
bedingt moglich. Kalte Bereiche, also niedrige B-Faktoren, konnen durchaus eine Flexibilitét
aufweisen. Innerhalb eines Kristalls kann hier jedoch durch intermolekulare Kristallkontakte eine
Struktur deutlich fixiert werden.

3.2.3.6 Quartarstruktur der PFNaMNAT

Der Oligomerisierungsstatus von NaMNAT unterscheidet sich zwischen verschiedenen
Organismen. Fiir die BaNaMNAT wurde beschrieben, dass es sich um einen biologisches Dimer
handelt, bei dem vermutlich negative Kooperativitdt bei der Substratbindung gegeben ist [123].
Auch bei der SaNaMNAT handelt es sich um ein Dimer mit einer zweifachen Symmetrieachse
[120]. MtNaMNAT, humane NMNAT-1 als auch Synechocystis NaMNAT (SyNaMNAT) wurden
als Hexamer beschrieben [140][135][141]. EcNaMNAT dagegen wurde als Monomer
eingeordnet [132]. PNaMNAT selbst kristallisierte in zwei verschiedenen Raumgruppen. Einmal
in P 1 mit zwei Proteinen in der asymmetrischen Einheit und einmal in P 2; mit nur einem
Protein in der asymmetrischen Einheit (siehe Tab. 1 Seite 80). Auch sind die Kristallkontakte der
beiden Kristallformen nicht identisch. Ein biologisches Dimer oder auch Oligomer sollte
dagegen jedoch in jeder Kristallform vorhanden sein, da die Dimerisierung {iber die
Kontaktflachen thermodynamisch vorteilhaft ist. Der Oligomerisierungsstatus der PfNaMNAT
wurde zudem in Losung, mittels Gelfiltration, untersucht (siehe Abb. 3.5). Die PfNaMNAT
eluierte hierbei in einem einzigen Peak mit einem Elutionsvolumen von 94,9 ml. Dies entspricht,
bei der genutzten Superdex 200 Séaule, einer Grofe von ca. 22 kDa, was ungefdhr der

rechnerischen Groéfle des Monomers gleichkommt.

3.2.4 Kinetische Charakterisierung von NaMNAT und seinen Mutanten

Neben einer strukturbiologischen Untersuchung der PfNaMNAT erfolgte auch eine kinetische

Charakterisierung des Enzyms. Dies sollte nicht nur genutzt werden, um den Wildtyp (WT) zu
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charakterisieren, sondern auch auch, um den Einfluss von Cys41 sowie Cys43 auf die Katalyse
zu evaluieren. Hierzu wurden drei Mutanten der PfNaMNAT erstellt, es sind dies
PfNaMNAT“** PfNaMNAT“** sowie PfNaMNAT®**¢4A Zur Beobachtung der Reaktion
wurde ein diskontinuierlicher Assay herangezogen, welcher auf der kolorimetrischen Detektion
eines Phosphomolybdatkomplexes beruht [92]. Das im Laufe der Katalyse von ATP abgespaltene
PP; musste dazu noch durch eine Pyrophosphatase in P; hydrolysiert werden. Es handelte sich

somit um einen gekoppelten Assay.

3.2.4.1 Ammoniummolybdat/Ascorbat basierte Kinetik

Zundchst sollte ein Assay herangezogen werden, welcher auf der Reduktion eines
Phosphomolybdatkomplexes durch Ascorbinsdure beruht. Dieser Assay wurde gewdhlt, da er
eine starke Farbentwicklung, gute Linearitit und hohe Sensitivitdt versprach und gleichzeitig
durch 10 mM ATP nicht beeinflusst werden sollte [93]. Die eigentliche Reaktion des Assays
wurde in Mikrotiterplatten durchgefiihrt und {iber die Zugabe eines der Substrate gestartet. Im
Minutentakt wurde aus dem Reaktionsansatz eine Probe entnommen und die Absorption bei
655 nm gemessen, um die Konzentration an gebildetem Phosphat zu detektieren. Uber vier

Minuten konnte somit jede Minute ein AA-Wert bestimmt werden.

Durch die Messung einer Michaelis-Menten-Kinetik fiir ATP, NaMN sowie NMN sollten nicht
nur Michaelis-Menten-Konstante Ky und Maximalgeschwindigkeit Vi.x gemessen werden,
sondern anhand der erhaltenen Werte auch die Substratpriferenz der PfNaMNAT beziiglich
NaMN und NMN. Die Auswertung einiger exemplarischer Messungen ist in Abb. 3.31
wiedergegeben. Anhand der gezeigten Graphen lassen sich einige der Probleme nachvollziehen,
die im Verlauf der Messungen auftraten. Zur Bestimmung eines Ky-Wertes fiir ATP war bei einer
Konzentrationen zwischen 4 und 5 mM noch keine Sattigung erreicht (Abb. 3.31 (A) und (B)).
Bei hoheren ATP-Konzentrationen ergab sich jedoch das Problem, dass die zum
Reaktionsnachweis genutzte Farbung wieder riicklaufig war und bei 10 mM ATP vollstindig
ausblieb (Daten nicht gezeigt). Um zu eruieren, ob hier eine Substrathemmung gegeben wére
oder es sich um ein inhdrentes Problem des Assays handelte, erfolgte eine Kontrollmessung mit
verschiedenen ATP-Konzentrationen (Abb. 3.31 (E)). Diese Messung erfolgte bei einer
konstanten vorgegebenen Natriumphosphatkonzentration von 0,7 mM innerhalb des
Assaypuffers. Als Kontrolle wurde eine zweite identische Messung ohne ATP-Zusatz
durchgefiihrt. Anhand der Graphik kann man leicht nachvollziehen, dass ATP-Konzentrationen
tiber 6 mM die Farbung der Phosphatnachweisreaktion drastisch hemmen. Dies steht in klarem
Widerspruch zu der Aussage der Autoren, dass dieser Assay bis 10 mM ATP nicht beeinflusst
wird [93]. Da sich auch bei Messungen mit NMN (Daten nicht gezeigt) Probleme mit
abnehmenden Farbintensitdten respektive Absorptionswerten ergaben, wurde fiir NMN ein
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analoger Test durchgefiihrt (Abb. 3.31 (F)). Auch hier zeigte sich ein dhnliches Verhalten,
jenseits von 10 mM NMN nahmen die Absorptionswerte kontinuierlich ab. Man kann annehmen,
dass NMN und NaMN hierbei ein dhnliches Verhalten zeigen. Es ist davon auszugehen, dass
beide Substrate, ATP und NaMN bei hoheren Konzentrationen im Assay eine stérende additive
Wirkung zeigen. Aufgrund dieser Problematik und schlechter Reproduzierbarkeit wurde der

Assay letztlich verworfen und eine Alternative herangezogen.

(A) Michaelis-Menten-Kinetik des WT fir ATP (B) Michaelis-Menten-Kinetik von C41A,C43A fiir ATP
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Abb. 3.31: Exemplarische Messungen zur Ammoniummolybdat basierten Kinetik.

Sowohl fiir den WT als auch PfNaMNAT“'*““A wurden Michaelis-Menten-Kinetiken fiir verschiedene
Substrate ausgewertet (A-D). Bei hohen ATP-Konzentrationen ergaben sich dabei riickldufige
Absorptionswerte, d.h. eine Abnahme der Farbeintensitdt. Daher wurde in Kontrollmessungen, bei konstanter
Natriumphosphatkonzentration von 0,7 mM, der Einfluss der Substrate ATP (E) und NMN (F) auf die
Absorption untersucht (jeweils in Doppelbestimmung gemessen) und zu hohe Substratkonzentrationen in den
weiteren Messungen vermieden.
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3.2.4.2 Malachitgriin basierte Kinetik

Da die Detektion von P; ein gebrduchliches Verfahren darstellt, sollte der zugrunde liegende
gekoppelte Enzymassay beibehalten werden. Es erfolgte jedoch eine Umstellung des
Detektionsverfahrens hin zu einem Ammoniummolybdat/Malachitgriin-Reagenz. Unter
mehreren auf der Bildung eines Phosphomolybdatkomplexes beruhenden kolorimetrischen
Methoden, zeigte Malachitgriin die hochste Sensitivitdt [92]. Dariiber hinaus wurde das
Malachitgriin-Reagenz bereits zuvor fiir eine Endpunktbestimmung der BaNaMNAT sowie
EcNaMNAT herangezogen [124].

Wiederum wurde durch die PfNaMNAT bei der Katalyse zuerst PP; freigesetzt und dieses durch
Pyrophosphatase zu P; hydrolysiert. Hiervon wurden mehrere Reaktionen parallel in einer
Microtiterplatte (half area) mit verschiedenen Substratkonzentrationen angesetzt. Zu Zeitpunkten
von 0, 1, 2 und 3 min wurde davon jeweils eine Probe fiir den Phosphatnachweis herangezogen.
Auch diese kolorimetrische P;-Detektion erfolgte in Mikrotiterplatten (siehe Abb. 3.32). Als
Kontrolle diente ein identischer Ansatz mit verschiedenen Substratkonzentrationen, jedoch ohne
PfNaMNAT. Hieriiber konnte eine durch ATP hervorgerufene Hintergrundfarbung festgestellt
werden. Die energetisch labile Bindung zwischen a- und B-Phosphat fiihrte mutmallich dazu,
dass bereits einige PP;-Gruppen frei vorlagen und proportional mit der ATP-Konzentration
zunahmen. Die Messwerte zu 0 min und diejenigen der Kontrolle zeigten dabei nahezu
identische Absorptionswerte. Da im Laufe der Reaktion zusétzliches P; freigesetzt wurde, ist mit

der Zeit eine kontinuierliche Zunahme der Farbung zu verzeichnen.

Fir die Auswertung der Messungen wurden jeweils die Differenzwerte der Absorptionen
berechnet. Als positiver Nebeneffekt wurden die Messungen dadurch um die Hintergrundfarbung
bereinigt. Die Quantifizierung der gebildeten Phosphatmenge erfolgte iiber eine NaP;-

mM ATP
B 0 min
1 min
2 min

#° 3 min

Kontrolle

i ks N

Abb. 3.32: Exemplarischer Mikrotiterplatten-Assay fiir die Bestimmung eines ATP-Ky-Wertes.

Uber einen Zeitraum von 3 min wurde jeweils miniitlich eine Messreihe zur P;-Detektion erstellt. Fiir die
Berechnung einer Michaelis-Menten-Kinetik wurden hierzu aufsteigende Substratkonzentrationen, in diesem
Fall ATP, vermessen. Durch die Hintergrundfarbung weisen Kontrolle und 0 min Messwert nahezu identische
Farbungen auf. Bei gegebener Konzentration nimmt die Farbung jedoch iiber die Zeit zu.
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Standardkurve (Abb. 3.33). Fiir alle drei Substrate wurde eine gesonderte Standardgerade
erstellt, d.h. fiir die Messung einer NaMN- oder NMN-Kinetik wurde die ATP-Kurve als
Standard genutzt, da ATP hier jeweils in einer fixen Konzentration im Assay vorlag. Fiir die
ATP-Kinetiken war der umgekehrte Fall gegeben, es kam die NaMN/NMN-Kurve fiir die
Auswertung zur Anwendung. Die Messung einer Standardkurve mit NaMN oder NMN ergab
identische Kurven, daher wurden ihre jeweiligen Messwerte gemeinsam ausgewertet. Anhand
der Standardgeraden erkennt man auch, dass ATP eine wesentlich stiarkere Hintergrundfarbung

hervorruft, als eines der beiden anderen Substrate, die initialen Absorptionswerte sind hoher.

NaPi-Standardgeraden

1,2 -
ATP:
11  #(x)=0,0042x + 0,4685
2 —
. o0g] Re=009982
S
2 06
2 §
2 049 NaMN & NMN:
0,2 f(x) = 0,0046x + 0,1183
. R2=0,9993
0 20 40 60 80 100 120 140 160
NaPi (uM)

Abb. 3.33: NaP;-Standardgeraden zu dem Malachitgriin-Assay.

Um die gemessenen Absorptionswerte mit der gebildeten P;-Menge korrelieren, zu kénnen wurden zwei NaP;-
Standardgeraden erstellt. Da fiir die Michaelis-Menten-Kinetik jeweils eine konstante Menge eines Substrates
vorgelegt war, wurde fiir alle drei Substrate ein Standard mit festgelegter Konzentration eines der Substrate im
Hintergrund gemessen (1 mM NaMN oder NMN, 3,5 mM ATP). Fiir jedes der drei Substrate wurden acht
Reproduktionen gemessen.

Uber die gemessenen Absorptionswerte (AA/min) konnte so auf die gebildete P-Menge
geschlossen werden und iiber die -eingesetzte Volumenaktivitit der PfNaMNAT die
Reaktionsgeschwindigkeit (nmol * mg™ * min™) bestimmt werden. Die so ermittelten kinetischen
Parameter der PfNaMNAT und ihrer Mutanten sind in Tab. 6 aufgelistet. Dariiber hinaus sind
einige exemplarische Graphen zu den Kinetiken in Abb. 3.34 dargestellt. Die Auswertung
erfolgte fiir jeden Graphen jeweils gesondert und die erhaltenen Werte fiir Ky und Vi wurden
fiir eine statistische Auswertung miteinander verrechnet. In der Auswertung fanden meistens nur
die Messwerte zwischen 0 und 1 min Bertiicksichtigung, da nachfolgende Messungen bereits
meist einen Abfall der Geschwindigkeit aufwiesen. Jedem Wert liegen mindestens drei
unabhdngige Messungen zugrunde, meistens jedoch mehr und teilweise bis zu elf

Einzelmessungen. Die Datenauswertung erfolgte mit LibreOffice durch eine nicht lineare
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Regression (SCO Evolutionary Algorithm) und wurde stichprobenartig mit GraphpadPrism

kontrolliert. Beide Programme ermittelten exakt gleiche Werte.

Tab. 6: K- und Vi -Werte der PENaMNAT und ihrer Mutanten.

Ky (uM) Vinax ( ;‘% ) Kear (min™?) Kea/ Kn
Wildtyp ATP 525+ 99 0,191 + 0,063 49+ 1,6 0,009
NaMN 22+11 0,154 £ 0,024 3,9+0,6 0,177
NMN 40 + 14 0,204 + 0,076 52+19 0,13
PfNaMNAT®** ATP 1186 + 299 0,111 £ 0,023 2,2+0,9 0,002
NaMN 323 £120 0,264 + 0,123 6,7 £ 3,1 0,021
NMN 753 + 42 0,179 + 0,096 4524 0,006
PfNaMNAT** ATP 624 + 222 1,651 + 0,428 42 +11 0,07
NaMN 11+3 2,431 + 0,361 629 5,63
NMN 25+6 3,075 £ 0,920 78 £23 3,12
PfNamnat“'*“**  ATP 456 = 109 4,531 £ 1,091 115 + 28 0,25
NaMN 194 + 41 5,882 +£ 1,076 149 + 27 0,77
NMN 346 + 104 6,940 £ 1,563 176 £ 40 0,51

Betrachtet man die Vin.-Werte, so fillt auf, dass der Wildtyp und PfNaMNAT“** vergleichbare
kinetische  Eigenschaften = aufweisen. ~Eine um eine  Grofenordnung  hdohere
Maximalgeschwindigkeit erreicht dagegen PfNaMNAT“** und PfNaMNAT“'*“** kann diese
Geschwindigkeit sogar noch einmal mehr als verdoppeln. Die Aktivititen der einzelnen
Mutanten und des Wildtyps sollen auch noch einmal gesondert in dem folgenden Abschnitt
miteinander verglichen werden. Es fillt auf, dass ATP tendenziell niedrigere Vi..-Werte aufweist
als NaMN oder NMN. Dies deutet darauf hin, dass die Bindung von ATP die Struktur in einer fiir
die Katalyse vorteilhafte Konformation stabilisiert und den Umsatz von NaMN sowie NMN
erleichtet. So wurde ein Kristall auch erst durch Zusatz des ATP-Analogons APC erhalten.

Nicht weniger interessant ist eine genaue Betrachtung der Ky-Werte. Fiir ATP zeigen Wildtyp,
PfNaMNAT®** und PfNaMNAT“'*<4A shnliche Werte um ca. 500 pM. Nur PfNaMNAT“'*
bricht hier aus dem Schema aus. Hier wurde ein Ky von ca. 1,2 mM gemessen. Allerdings muss
man hier beriicksichtigen, dass diese Mutante, bedingt durch Lieferschwierigkeiten eines
Substrates sowie einer schlechten Proteincharge, nur in drei Reproduktionen gemessen wurde.
Daher ist es durchaus moglich, dass der hohere Ky-Wert fiir ATP keine inhdrente Eigenschaft
dieser Mutante darstellt. Fiir diese Vermutung spricht auch, dass der Ky von PENaMNAT“4!4¢434
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dem des Wildtyps entspricht. Zu den Ky-Werten fiir NaMN als auch NMN lésst sich festhalten,
dass der Wildtyp und PfNaMNAT“** 4hnlich niedrige Messwerte aufweisen, die Mutante sogar
etwas niedrigere. Um mehr als eine GroBenordnung hoher fallen dagegen die Ku-Werte von
PfNaMNAT“** als auch PfNaMNAT““A®3 aus, Eine weitergehende Analyse dieses
Sachverhaltes soll noch in der Diskussion erfolgen. Letztlich ldsst sich hier festhalten, dass
Cys41 als auch Cys43 wenn {berhaupt nur geringste Auswirkung auf die kinetischen
Kenngrollen von ATP aufweisen. Ganz anders verhdlt es sich hingegen mit NaMN, als auch
NMN. Der Ky dieser beiden Substrate wird in gleichem Male durch Cys41 beeinflusst, so dass
man sagen kann, dass Cys41 katalytisch relevant sein muss. Dagegen erscheint es fiir die
PfNaMNAT sogar von Vorteil zu sein, wenn Cys43 entfernt wird, der Ky sinkt leicht und die
Geschwindigkeit steigt merklich an.

(A) Michaelis-Menten-Kinetik des WT fur ATP (B) Michaelis-Menten-Kinetik von C41A,C43A fir ATP
= £ 5
E 0, £,
Y £ .
S 3 3
E 0,06 . £ i
;.’ 0,04 V. = 0,14 ymol/img/min ; V__ =55 umol/mg/min
£ 002 K,= 480 uM £ 1 K,= 530 M
$ 0,004 T T T T T T T T T 20 T T T T T T T T
o 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 o 0,5 1 15 2 25 3 3,5 4
ATP (mM) ATP (mM)
(C) Michaelis-Menten-Kinetik des WT fiir NaMN (D)Michaelis-Menten-Kinetik von C41A,C43A fir NaMN
<z = - 7
'€ 015 [ € 6
3 010 3 4
E . £s ,
; 0,05 v =0,17 ymol/mg/min ; 2 V__ =7,1pmol/mg/min
s K,= 18uM <1 K,= 210uM
o 0,00+ T T T T T T o 0 T T T T T )
o 0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 O o 0,5 1 15 2 2,5 3
NaMN (mM) NaMN (mM)
(E) Michaelis-Menten-Kinetik des WT fiir NMN (F) Michaelis-Menten-Kinetik von C41A,C43A fiir NMN
= 0,30 =
£ 7 £
E o025 = . ] E [
(=) (=)
£ 020 £
g 015 2
= _ : =2 _ .
5 0,10 V =027 pmol/mg/min = v . =89 umol/mg/min
£ 0,05 K, = 34 uM < K,= 350 uM
o 0,00+ T T T T T T 3 T T T T T )
o 0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2 o 0,5 1 15 2 2,5 3
NMN (mM) NMN (mM)

Abb. 3.34: Reprasentative Einzelmessungen zur Michaelis-Menten-Kinetik der PfNaMNAT.

Der Wildtyp (WT) und PfNaMNAT“'*“** der PfNaMNAT sind sich hier direkt gegeniibergestellt. Hochst
evident ist dabei die viel hthere Aktivitit von PfNaMNAT 41443 " arsichtlich anhand der héheren Vi..-Werte.
Der Ky fiir ATP kann als identisch angesehen werden, wohingegen er bei der Mutante fiir die beiden anderen
Substrate NaMN und NMN deutlich angestiegen ist. Die Einheit der Geschwindigkeit pmol/mg/min kann
direkt umgeformt werden zu U/mg.
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Interessant ist auch ein Vergleich mit den Messungen des Ammoniummolybdat/Ascorbat-Assays.
Vergleicht man hier die Ky-Werte aus Abb. 3.31 mit denen aus Abb. 3.34 oder auch den in Tab. 6
aufgelisteten, so zeigt sich, dass der Malachitgriin-Assay um einen Faktor zwei niedrigere Werte
ergab. Ebenso konnte innerhalb der genutzten Konzentrationsbereiche kein negativer Effekt

durch ATP auf die Féarbeintensitat festgestellt werden. Somit war dieser Assay die bessere Wahl.

3.2.4.3 Aktivitatsvergleich der PfNaMNAT-Mutanten mit dem WT

Bereits anhand der bestimmten Ky-Werte ist ein Vergleich der Aktivitdten der einzelnen Enzym-
Varianten der PfNaMNAT moglich. Davon abgesehen wurde auch noch ein direkter Vergleich
der Varianten vorgenommen. Hierzu erfolgte eine Inkubation verschiedener PfNaMNAT-
Konzentrationen iiber einen Zeitraum von 10 min. Dabei waren jeweils konstante
Konzentrationen von NaMN (1 mM) als auch ATP (5 mM) vorgegeben. Bei geniigend hohen
Enzymkonzentrationen wurde eine Sattigung erzielt, es kam zu einer maximalen Produktbildung,
die Substrate wurden aufgebraucht. Uber die somit erhaltenen Messwerte ist ein direkter
Vergleich der verschiedenen PfNaMNAT-Varianten gegeben (siehe Abb. 3.35). Man erkennt,
dass der Wildtyp als auch PfNaMNAT“*'4, im Rahmen der Messtoleranzen, bei einer gegebenen
Enzymkonzentration identische Produktmengen bilden. Ein Vergleich mit den Kw-Werten aus
Tab. 6 liefert hierzu konsistente Ergebnisse. Beide Proteine erreichen vergleichbare
Geschwindigkeiten. Deutlich anders stellen sich hiergegen PfNaMNAT“** sowie
PfNaMNAT““*% dar, In beiden Fillen wird jeweils deutlich mehr Produkt auch bei geringen
Enzymkonzentrationen gebildet und erreicht fiir PfNaMNAT“'*“®* eine maximale
Geschwindigkeit. Dies wird ebenfalls durch die Vi..-Bestimmung bestitigt. PfNamnt“*** weist
deutlich hoher Werte als der Wildtyp oder PfNaMNAT“'* auf. Die hochsten Werte sind fiir

(A) Aktivitatstest der PfNaMNAT (B) NaPi-Standardgerade
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Abb. 3.35: Aktivitditsvergleich der PFNaMNAT und ihrer Mutanten.

Die durch verschiedene NaMNAT-Konzentrationen gebildete Produktmenge (NaAD) wurde {iber einen
Zeitraum von 10 min bestimmt (A). Dabei wurden der Wildtyp und die drei Cystein-Mutanten direkt
miteinander verglichen. Jede Kurve basiert auf sechs bis neun Messungen. Die Quantifizierung der
Produktmenge erfolgte iiber NaP; mittels des Ammoniummolybdat/Ascorbat-Assays. Hierfiir wurde eine
weitere Standardkurve erstellt (B), welche zwar bis zu einer Absorption von 2,5 linear ist, fiir die eigentliche
Messung wurden jedoch nur Werte bis ca. 1,3 herangezogen.
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PfNaMNAT A4 gegeben, sie sind mehr als verdoppelt. Unter den gegeben Assaybedingungen
ergibt sich daher keine klare Abfolge, gleiche Aktivitdten respektive Katalysegeschwindigkeiten
sind fiir den Wildtyp und PENaMNAT“*'* gegeben. PINaMNAT“*** ist wesentlich schneller und
PfNaMNAT“*A%*A am schnellsten.

3.2.4.4 Auswirkung von Oxidation auf die PFNaMNAT

Bereits bei den ersten Enzymassays mit der PENaMNAT fiel auf, dass das Protein sehr schnell an
Aktivitdt einbiiSte und innerhalb von zwei Tagen nicht mehr verwertbar war. Es zeigte sich
jedoch, dass eine Reaktivierung des Enzyms durch ein Reduktionsmittel, in diesem Fall TCEP,
moglich war. Daraus konnte bereits geschlossen werden, dass die PfNaMNAT oxidationssensitiv
ist. Daher wurde eine gezieltere Untersuchung dieses Umstandes vorgenommen, um den direkten

Einfluss der beiden Oxidationsmittel Wasserstoffperoxid (H,O-) sowie Diamid zu testen.

Es wurde der zweiphasige Assay bestehend aus eigentlicher Produktbildung durch die
PfNaMNAT und nachfolgender P;-Detektion genutzt. Hierfir wurde erneut das
Ammoniummolybdat/Ascorbat-System herangezogen. Das Protein wurde fiir 15 min mit dem
jeweiligen Oxidationsmittel inkubiert und danach in den Assay eingesetzt. Die verbleibende
Menge des so oxidierten Proteins wurde durch Zusatz von TCEP reaktiviert (Inkubation fiir 10
min) und das Oxidationsmittel durch einen Uberschuss TCEP eliminiert. Auch dieses so
behandelte Protein wurde schlieflich in einen Assay iiberfiihrt. Da die Stocklésungen der
Proteine zur Lagerung immer 1 mM TCEP enthielten, mussten relativ hohe Konzentrationen der
Oxidationsmittel aufgewendet werden. Sowohl fiir H,O, als auch Diamid waren dies 0,5 mM,
wobei die Proteine, und somit auch das TCEP, im Assay mindestens um einen Faktor von 10

verdiinnt wurden. Die Reaktivierung erfolgte mit 5 mM TCEP. Um einen Einfluss dieser

(A) Oxidationstest mit Wasserstoffperoxid (B) Oxidationstest mit Diamid

120 4 120
2 3
£ 100 £ 100
[ [
2 80 B Startwert g 80- B Startwert
8 idati 8 idati
& 604 OX|datu_)n & 60 OX|datl9n
n ¥ Reduktion » H Reduktion
S 40 S 40
£ =
@ 201 g 20
< e
o 0 o 0-

Kontrolle WT C41A C43A DM Kontrolle WT C41A C43A DM

Abb. 3.36: Effekt von Oxidation auf die PFNaMNAT und ihre Cysteinmutanten.

Die Auswirkungen von Oxidation auf die PfNaMNAT und ihre Mutanten wurden systematisch durch die
Zugabe von H,0O, und Diamid, als Thiol-spezifisches Reagenz, untersucht. Miteinander verglichen sind jeweils
das unbehandelte Protein, das oxidierte und schlieflich das durch Reduktion mittels TCEP reaktivierte Protein.
Dieser Test wurde fiir jede Variante der PfNaMNAT durchgefiihrt (DM = PfNaMNAT ““'*“3%) Jede Messung
erfolgte in einer Doppelbestimmung. Der Startwert des unbehandelten Proteins wurde jeweils auf 100 %
normalisiert.
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Chemikalien auf den P;-Nachweis ausschliefen zu konnen, wurde eine Kontrolle ohne Protein
aber mit konstanter P;-Konzentration gemessen. Es konnte keine Beeintrdchtigung der

Farbentwicklung verzeichnet werden.

Sowohl H,0; als auch Diamid zeigen einen deutlichen Effekt auf die Aktivitdt der PfNaMNAT.
Einzig PfNaMNAT“'*“** wird durch Diamid nicht beeinflusst. Eine Reaktivierung durch TCEP
ist in jedem Fall moglich. Eine irreversible Schadigung der Proteine durch eines der
Oxidationsmittel, bei den hier verwendeten Konzentrationen und Inkubationszeiten, kann somit
ausgeschlossen werden. Die erneute Reduktion mit TCEP nach dem Zusatz eines
Oxidationsmittels scheint die Aktivitdt der Enzyme dagegen sogar zu steigern. Am starksten wird
in beiden Fillen PfNaMNAT“** durch Oxidation beeinflusst. Die Aktivitit halbiert sich in
beiden Tests. Dies bedeutet, dass Cys43 hier einen starken Effekt verursacht. Es ist {iberraschend,
dass der WT hier keinen dhnlich deutlichen Effekt aufweist. Entfernt man dagegen Cys43 fiir
sich alleine ist der Oxidationseffekt nicht stirker als bei dem WT. PfNaMNAT*'#C4A bleibt
durch Diamid dagegen génzlich unbeeinflusst. H,O, hat auf die DM, als auch PfNaMNAT“**
und den Wildtyp dhnliche Auswirkungen. Es kann sein, dass H,O, bei PENaMNAT®**¢4A einen
Thiol-unspezifischen Effekt hervorgerufen hat. So konnten z.B. fiir RNAse A durch Oxidation,
mittels H,O,, hervorgerufene Konformationsdnderungen nachgewiesen werden, denn auch
Tyrosin und Aspartat kénnen durch H,O, oxidiert werden [142]. Diamid dagegen ist wesentlich
spezifischer fiir Sulfhydrylgruppen.

Es ist denkbar, dass der WT partiell vor Oxidation geschiitzt wurde, indem sich ein Disulfid
zwischen Cys41 und Cys43 gebildet hat. PfNaMNAT*'4, und somit das noch vorhandenen
Cys43, ist deutlich anfélliger gegeniiber Oxidation als der WT. Hier konnten intermolekulare

Disulfide entstehen, wahrend bei dem WT ein intramolekulares gebildet wird.

3.2.5 Suche nach einem Inhibitor der PINaMNAT

Das Fernziel dieser Arbeit bestand in der Suche nach einem potentiellen Inhibitor der
PfNaMNAT. Hierzu wurden verschiedene Tests in einer Zellkultur sowie im Enzymassay
durchgefiihrt.

3.2.5.1 Wirksamkeitstest von Tiazofurin gegen P. falciparum 3D7 in Zellkultur

Die Prodrug Tiazofurin (2-B-D-Ribofuranosylthiazol-4-carboxamid) wird durch die humane
NMNAT-1 in das aktive Antikrebsmittel Tiazofurinadenindinukleotid (TAD) tiberfiihrt [135].
TAD ist ein potenter Inhibitor der Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (IMPDH), die einen

essentiellen Schritt der de novo Biosynthese aller Guanosin-Nukleotide katalysiert. Resistenzen
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gegeniiber Tiazofurin and verwandten IMPDH-Inhibitoren sind meist verbunden mit einem
Riickgang der NMNAT-Aktivitdt [143]. Tiazofurin selbst liegt als Nukleosid vor, es muss daher
erst noch in ein Mononukleotid {iberfilhrt werden. Dieser Schritt erfolgt durch die
Nukleotidkinase, die das Tiazofurinmononukleotid (TMN) herstellt. TMN wird dann schliel$lich
durch NMNAT-1 in TAD umgewandelt [135].

Um zu eruieren, ob Tiazofurin auch als potentielles Antimalariamittel fungieren kénnte, wurde
ein Wirksamkeitstest direkt an P. falciparum vorgenommen. Dieser Test erfolgt in einer
Zellkultur an den Blutstadien von P. falciparum (synchronisierte 3D7-Zellen bei einer
Parasitamie von 0,25 % und einem Hamatokritwert von 2,5 %, eine ausfiihrliche Beschreibung
findet sich in [144]). Hierzu erfolgte erst eine Wachstumsphase unter Hypoxanthinentzug,
welches spéter als Marker fiir die Uberlebensrate der Parasiten genutzt werden sollte. 100 pl der
Parasiten (Ringstadien) wurden schlieflich mit 100 pl des Wirkstoffs fiir 44 h inkubiert. Dabei
kamen Endkonzentration von Tiazofurin zwischen 0,61 und 38 uM zum Einsatz. Hierauf wurde
den iiberlebenden Parasiten fiir 24 h erlaubt, radioaktiv markiertes Hypoxanthin aufzunehmen.
Verbliebenes Hypoxanthin wurde durch einen Waschschritt entfernt und die lysierten Zellen auf
einem Filter fixiert. Es erfolgte eine Auswertung mit einem Szintilationszdhler. Eine
Positivkontrolle wurde nicht mit dem Wirkstoff behandelt, die Negativkontrolle enthielt keine
Parasiten (0% Parasitamie). Nur bei der hochsten Wirkstoffkonzentration von 38 pM zeigte sich
ein moderater Effekt, mit einer um ca. 40 % verminderten Wachstumsrate. Fiir einen effektiven

Wirkstoff ist dies nicht einmal im Ansatz hinreichend, daher erfolgten keine weiteren Tests.

3.2.5.2 Screening der MMV Malaria Box

Seit 2008 wurden anndhernd sechs Millionen Verbindungen gegen die Blutstadien von
P. falciparum getestet. Davon wiesen ungefahr 0,5 % eine Wirksamkeit mit einem ECs, von unter
einem Micromolar auf. Um diese Sammlung besser zugianglich zu machen, wurde eine Auswahl
von 400 Substanzen in der ,,Open Access Malaria Box“ zusammengestellt. Die treibende Kraft
hinter diesem Vorhaben ist das Medicines for Malaria Venture (MMYV), deren Ziel die Férderung
der Medikamentenentwicklung gegen Malaria ist [145]. Das primdre Auswahlkriterium der
Verbindungen war dabei deren kommerzielle Verfiigbarkeit. Die Malaria-Box selbst ist
kostenfrei erhéltlich [41].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Malaria Box in einem in vitro Versuch gegen PfNaMNAT
getestet. Zum Nachweis diente die P;-Detektion iiber das Ammoniummolybdat/Malachitgriin-
Reagenz. Dabei wurde die PfNaMNAT jeweils fiir 10 min mit einem der Inhibitoren
vorinkubiert. Diese Vorinkubation erfolgte in Gegenwart von 20 % DMSO mit einer
Inhibitorkonzentration von 200 pM. Die PfNaMNAT wurde mit einer Konzentration von 100
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BM eingesetzt. An diese Vorinkubation schloss sich die normale Reaktion der PfNaMNAT an,
welche fiir 3 min erfolgen konnte. AbschlieSend wurde der Substratumsatz mittels des
Malachitgriin-Reagenz quantifiziert. Durch einen Vergleich mit einer Kontrolle ohne Wirkstoff
konnten diejenigen Bedingungen identifiziert werden, welche die Aktivitit der PfNaMNAT
merklich verringert hatten. Die Messungen erfolgten in Doppelbestimmungen jeder Substanz.
Die hierbei identifizierten Substanzen, die am ehesten eine Wirksamkeit aufwiesen, wurden
separat fiir eine ICs,-Bestimmung herangezogen. Fiir zwei der Substanzen konnte dabei eine
moderate Wirksamkeit belegt werden, es sind dies MMV666599 (ICsp: 1,15 mM) sowie
MMV000478 (ICs: 0,19 mM) (siehe Abb. 3.37).
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Abb. 3.37: Inhibitoren der PFNaMNAT aus der Malaria Box.

Durch screening der MMV Malaria Box wurden zwei Substanzen gefunden, die eine moderate Hemmung der
PfNaMNAT hervorgerufen haben. Die Abbildung wurde anhand der SMILES-Codes, der die Malaria Box
begleitenden Daten erstellt.

3.3 Kiristallisation von Plasmoredoxin

3.3.1 Expression und Reinigung von Plrx

Das redoxaktive Protein Plasmoredoxin (Plrx) wurde erstmals 2003 von Becker et al
beschrieben [116]. Seit dieser Zeit erfolgten weitere Studien dieses Proteins [146][147], es
entzog sich jedoch seit seiner Erstbeschreibung kontinuierlich der Kristallisation. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde schlieflich ein erneuter Versuch unternommen, eine addquate

Kristallisationsbedingung zu identifizieren.

Das 22 kDa grofle Protein wurde mit dem bereits zuvor beschriebenen Expressionssystem von
Qiagen, bestehend aus E. coli M15-Zellen und dem pQE30 Plasmidverktor, produziert [116].
Das rekombinante Protein war dabei mit einem N-terminalen His¢-Tag versehen worden und
konnte so iiber eine Affinitdtschromatographie auf Ni-NTA gebunden werden. Die Elution des
Proteins erfolgte durch einen Imidazolgradienten, wobei es bereits in einem sehr hohen
Reinheitsgrad gewonnen werden konnte (siehe Abb. 3.38). Fiir die Reinigung wurde ein Puffer
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bestehend aus 300 mM NaCl und 50 mM Tris pH 8,0 verwendet. Im Fall der dargestellten
Reinigung, die tatsdchlich fiir die Kristallisation von Plrx genutzt wurde, kamen nur die 50er bis
200er Fraktionen fiir weitere Arbeitsschritte zum Einsatz. Die Reinheit des Proteins wurde hier
anhand des Gels bereits auf iiber 95 % geschitzt.

kDa M 301 302 303 50: 502 1001 1002 2001 2002
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Abb. 3.38: Reinigung von Plrx mittels IMAC.

Das ca. 22 kDa groRe Plrx konnte bereits durch Ni**-Affinitdtschromatographie in einer sehr reinen Form
erhalten werden. Die Elution erfolge in einem Imidazolgradienten (von 30 bis 200 mM), wobei von jeder
Konzentration mehrere Fraktionen gesammelt wurden (erkennbar an den Indices).

3.3.2 Analyse des Oligomerisierungsstatus und Optimierung der Reinigung

Direkt nach der Reinigung lag Plrx bereits in einer fiir die Kristallisation geniigend hohen
Reinheit vor. Die Abschdtzung der Proteinreinheit iiber eine denaturierende SDS-PAGE ist
jedoch nicht hinreichend um die konformationelle Homogenitét eines Proteins zu beurteilen.
Ganz im Gegenteil geht bei einer denaturierenden Gelelektrophorese eine Vielzahl fiir die
Kristallisation gewinnbringender Informationen verloren. Mittels Grofenausschlusschromato-
graphie wurde daher der Oligomerisierungsstatus von Plrx genauer evaluiert (siehe Abb. 3.39
(A)). Hierbei stellte sich heraus, dass Plrx primér in zwei Hauptmaxima eluierte. Es lag also ein
inhomogenes Gemisch verschiedener Proteinkomplexe vor. Da zu erwarten stand, dass sich auch
nach einer Trennung der Fraktionen ein erneutes Gleichgewicht zwischen den Aggregaten
einstellen wiirde, musste die Reinigung iiberarbeitet werden. Hier wurde wiederum der Zusatz
des Reduktionsmittels TCEP getestet (1 mM). Dieses Vorgehen war im Verlauf weiterer
Reinigungen erfolgreich, es ergab sich nur noch ein einzelnes Elutionsmaximum im
Chromatogramm (siehe Abb. 3.39 (B)).
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(A) Elutionsprofil von Plrx ohne TCEP (B) Elutionsprofil von Plrx mit TCEP
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Abb. 3.39: Chromatogramm zur Gelfiltration von Plrx.

Trotz einer, ausgehend von einer Analyse mittels SDS-PAGE, hohen Reinheit, eluiert Plrx in zwei
Hauptmaxima (B). Es liegen somit verschiedene Proteinaggregate vor. Durch den Zusatz von TCEP konnte ein
homogener Dimerisierungsstatus erzielt werden (B). Plrx eluiert in Form eines Monomers. Fiir (B) wurden die
Fraktionen 30; — 200, aus Abb. 3.38 herangezogen.

An die Gelfiltration schloss sich eine weitere SDS-PAGE an (siehe Abb. 3.40). Hierdurch
erfolgte eine abschlieRende Bewertung des Reinheitsgrades. Die ersten Fraktionen wurden
aufgrund einer zusdtzlichen Bande mit einer GroRe von ca. 40 kDa verworfen und nur die
Fraktionen 47-52 vereinigt. Die Reinheit der Proteinlésung wurde auf iiber 99 % geschétzt. Die
endgiiltige Ausbeute lag bei 600 pl mit 34 mg/ml, wobei diese Menge aus drei Litern einer LB-
Kultur erhalten worden war.

Abb. 3.38, 3.39 (B) und 3.40 zeigen die sukzessive Proteinprdparation, mit welcher tatsdchlich
ein Plrx-Kristall herangezogen werden konnte.
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Abb. 3.40: SDS-Page zur Gelfiltration von Plrx.
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Durch die zusétzliche Gelfiltration konnten die Homogenitdt und Reinheit von Plrx maximiert werden. Die
Reinheit der Fraktionen 47 und nachfolgend kann auf mindestens 99 % geschétzt werden. Diese SDS-PAGE
wurde mit dem Protein aus Abb. 3.39 (B) erstellt.
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3.3.3 Kiristallisation von Plrx

Im Anschluss an die Optimierung der Reinigung erfolgten erste Kristallisationsversuche. Hier
wurde wiederum ein automatisiertes screening mit dem Kristallisationsroboter HoneyBee
durchgefiihrt. Es kamen samtliche im Haus vorhandenen Kiristallisations-screens zum Einsatz, in
des Summe sind dies vierzehn. Zundchst wurde hierbei eine Konzentration von 19 mg/ml
getestet, was sich in einer Groenordnung von bereits zuvor genutzten Konzentrationen bewegte.
Trotz dieser bereits relativ hoch angesetzten Proteinkonzentration konnte nur in den wenigsten
Bedingungen ein Prézipitat vorgefunden werden. Nach einigen Tagen wurden die
Kristallisationsansétze schlieflich iiber ein Wochenende in einem Brutschrank bei 30 °C
inkubiert, um so die Diffusion und damit einhergehend auch die Prézipitation und evtl.
Kristallisation zu fordern. Zuvor waren die Platten bei Raumtemperatur gelagert worden. Die
Temperaturerhohung erbrachte jedoch keinen Erfolg. Da die Proteinkonzentration somit noch
weit von einer Sattigung entfernt war, wurde ein neuer Kristallisations-screen mit 30 und 40
mg/ml durchgefiihrt. Aulerdem wurde ein seeding-Ansatz mit Polystyrolnanosphiren bei 30
mg/ml erstellt. Auch wenn bei einer Proteinkonzentration von 30 mg/ml noch realtiv wenig
ausfiel, fanden sich bereits einige vielversprechende Bedingungen. Darunter konnte bereits nach
einem Tag ein kleiner Kristall in dem screen JCSG II well D6 (0,1 M Natriumcitrat pH 5,5, 40 %
PEG 600) identifiziert werden (siehe Abb. 3.41 (A)). Dieser Kristall wuchs in den drei folgenden
Tagen noch weiter und erreichte seine endgiiltigen Dimensionen, die in Abb. 3.41 (B) zu
erkennen sind. Auch innerhalb der seeding-Ansdtze konnte in dieser Bedingung ein kleiner
Kristall gefunden werden (siehe Abb. 3.41 (C)). Insgesamt wurden anndhernd 5000
Kristallisationsbedinguengen getestet.

Abb. 3.41: Im sitting drop-Verfahren erhaltene Plrx Kristalle.

Plrx konnte in einem 400 nl Volumen kristallisiert werden. Dazu war eine Proteinkonzentration von 30 mg/ml
notig. Trotzdem ist kein deutliches Préazipitat zu verzeichnen. Man kann anhand des strukturierten
Untergrundes ein iiberwiegend klares gelatingses Prazipitat erkennen (A und B). Das in (C) aufgetretene
Prézipitat stammt von den Polystyrolnanosphéren des hier genutzten seeding-Verfahrens. Der Kristall aus (A)
ist ca. einen Tag nach dem Erstellen des Ansatzes gewachsen. In (B) ist er bereits vier Tage alt und hat seine
endgiiltigen Dimensionen erreicht. In dem gleichen Tropfen trat noch ein weiterer kleinerer Kristall auf.
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Die in Abb. 3.41 (B) gezeigte Kristallisationsbedingung ist ein Lehrbuch-haftes Beispiel fiir die
Proteinkristallisation. Der Proteinkristall ist in einem klaren gelartigen Prézipitat
herangewachsen. Die darin befindlichen kleinen definierten Punkte diirften den Ubergang zu
Mikrokristallen darstellen, aus denen schliel$lich in einem Fall der endgiiltige grofle Plrx-Kristall
hervorgegangen ist. Da auch in dem seeding Ansatz ein Kristall herangewachsen ist, kann man
erkennen, dass der Zusatz der Nanosphdren keinen negativen Einfluss auf die Kristallisation
ausgeiibt hat.

Mit der so gefundenen Bedingung wurde auch ein Handansatz mit 40 mg/ml Plrx erstellt und die
Ursprungsbedingung leicht variiert. Der Kristall konnte jedoch hierbei nicht reproduziert
werden. Dies kénnte an den nicht linearen Skalierungseffekten, die mit der Verzehnfachung des
Volumens einhergehen, liegen. Letztlich lieferte der Kristall aus Abb. 3.41 (B) jedoch durch die
Analyse mit Synchrotronstrahlung am SLS einen vollstindigen Datensatz. Die Datenauswertung
steht gegenwartig noch aus. Da Plrx exklusiv in Malariaparasiten auftritt [116], ist keine Struktur
eines direkt orthologen Proteins bekannt. Ob eine Losung des Phasenproblems durch
molekularen Ersatz zu erzielen sein wird, kann daher noch nicht abgesehen werden. In jedem
Fall diirfte es sich jedoch als schwierig erweisen. Die Suche nach einem angemessenen Template
mit dem automatischen Modus von SWISS-MODEL erbrachte zwar eine Liste mit mehreren
Treffern, allerdings wies selbst der beste Treffer hierbei nur eine Sequenzidentitdt von 25,58 %
auf. Dabei handelt es sich um die Thiredoxin Peroxidase 2 (PDB-Code 2C0D). Dariiber hinaus
wurden mit SWISS-MODEL einige Homologiemodelle erstellt, bei denen gezielt verschiedene
Strukturen als Vorlagen angegeben wurden. Da Plrx zur Thioredoxin-Superfamilie gehort,
konnten hier noch weitere verwandte Proteine gezielt zum Erstellen eines Homologiemodells
herangezogen werden. Tab. 7 gibt einen kurzen Uberblick und listet die wichtigsten Eckdaten der
erhaltenen Modelle auf. Die Modelle miissten im nédchsten Schritt als Suchmodell innerhalb des
Pattersonraumes verwendet werden. Sollte dies keinen Erfolg bringen, so verbliebe als Option,
die Phase iiber isomorphen Ersatz zu bestimmen, wofiir ein Schweratom-haltiger isomorpher

Derivatkristall von Plrx erstellt werden miisste.

Tab. 7: Liste potentieller Homologiemodelle zu Plrx.

PDB-Code Vorlage Seqldent. SeqSimil. Bereich Abdeckung GMQE
4J57 Thioredoxin 1 (Kette F) 31,43% 379 78 — 160 39 % 0,34
3CXG  Thioredoxin 3 Fragment 36,73 % 39 % 28 — 14255 % 0,50
2HO01 Thioredoxinperoxidase I 27,07 % 35% 33-16875 % 0,57
2AV4 Thioredoxin dhnliches Protein 4A 31,19 % 37 % 41 -16561 % 0,51
2C0D 2-Cys Peroxiredoxin 37,90 % 39 % 34— 166 69 % 0,60
IXTY 1-Cys Peroxiredoxin 37,82% 39 % 36 — 15966 % 0,60
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3.4 Kristallisation von PfGR

Die Glutationreduktase des Malariaparasiten P. falciparum (PfGR) gilt als attraktives Ziel fiir die
Medikamentenentwicklung. Thre Kristallstruktur und damit einhergehend auch ihre
Kristallisation wurden erstmals 2003 bis zu einer Auflésung von 2,6 A beschrieben [148]. Bei
diesem homodimeren Flavoenzym handelt es sich um eine Disulfidreduktase, die fiir die
Redoxhomdostase des Parasiten essentiell ist. Im Rahmen einer Kooperation waren unter
170.000 Substanzen mittels eines high-throughput in silico docking zwei potentielle neuartige
Inhibitor der PfGR identifiziert worden. Ein Wirksamkeitstest einer strukturell nahe verwandten
Substanz (MPDI 21618) erfolgte an der rekombinanten PfGR. In einem Nebenprojekt dieser
Arbeit wurde der Versuch unternommen, eine Cokristallisation der PfGR mit diesem Inhibitor
durchzufithren. So sollte der Wirkmechanismus im Detail analysiert werden. Fiir die
Cokristallisation wurde das zuvor verwendete Kristallisationsprotokoll herangezogen. Eine
vorhandene Praparation der PfGR wurde fiir 3 Stunden gegen 2 mM EDTA pH 7,0 dialysiert.
Die Kristallisation erfolgte im hanging drop-Verfahren bei Raumtemperatur, wobei 2 pul der
Proteinlosung mit 2 pl des Fallungsmittels vereinigt wurden. Das Féllungsmittel wies folgende
Ausgangszusammensetzung auf: 14 % PEG-MME 550, 70 mM NaCl, 70 mM Bicin pH 8,8.
Letztlich wurden die PEG-Konzentration in 2 %-Schritten von 10 bis 20 % variiert und die
Proteinkonzentration in 2 mg/ml-Schritten von 8 bis 14 mg/ml. Da der Inibitor selbst ein
Kupferion in einer Komplexbindung aufweist, wurde noch ein alternativer Kristallisationsansatz
erstellt, um zu verhindern, dass das Kupferion durch EDTA komplexiert wird. Die Kristallisation
entsprach der vorausgehenden, PfGR wurde jedoch gegen 50 mM HEPES pH 7,0 dialysiert. In
beiden Féllen konnten Proteinkristalle erhalten werden (siehe Abb. 4.1). Die erhalten Kristalle
lieferten verwertbare Beugungsdaten bis zu einer Auflésung von 2,9 A. Dabei konnten sogar
Bereiche dargestellt werden, fiir die zuvor keine hinreichende Elektronendichte gegeben war.
Dies sind die Aminosduren 114 — 122, 136 — 139, 317 — 336 und 344 — 346. Der Inhibitor war

jedoch nicht gebunden. Die Cokristallisation war nicht erfolgt.

Nichtsdestotrotz erbrachte die Kristallisation der PfGR einige sehr interessante, wenn nicht sogar
ungewohnliche Resultate. Wie man an den Aufnahmen aus Abb. 4.1 erkennen kann, weisen die
Kristalle der PfGR eine bemerkenswerte Form auf. Fiir einen Kristall ist es atypisch, dass keine
definierten Kanten und Fldachen auftreten. Die Kristalle lassen sich eher als linsenférmig, oval,
teils sogar bis hin zu rund beschreiben. Dies ist so auergewohnlich, dass anfangs sogar vermutet
wurde, dass hier nur eine Aggregation respektive Phasentrennung in Tropfen erfolgt waére.
Tatsdchlich lagen jedoch Festkorper vor, wie ein Test mit einer Nadel hervorbrachte. Dies geht
sogar so weit, dass die Kristalle selbst das Austrocknen des Tropfens an der Luft iiberstanden
und dabei sogar ungew6hnlich rigide gegen mechanische Einfliisse waren. Ein erstes Indiz, dass

es sich um Proteinkristalle handelte, kann man Abb. 3.42 (C) entnehmen. Die Kristalle liegen
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EN

Abb. 3.42: Verschiedene Proteinkristalle der P. falciparum Glutathionreduktase.

Bei einer Proteinkonzentration von 10 mg/ml war der Kristallisationstropfen bis auf die Kristalle selbst klar (A
und B). Bei einer héheren Proteinkonzentration von 14 mg/ml waren die Kristalle dagegen von einem
Préazipitat umgeben (C und D). Der in einem cryo loop gefangene Kristall ldsst erkennen, dass eine flache Seite
vorliegt (E).

innerhalb eines Prazipitats vor. Allerdings ist rund um die Kristallansammlungen deutlich
weniger Prézipitat vorhanden. Es liegt sozusagen ein Prézipitat freier Halo vor. Hier muss das
Protein aus der Losung zum Kristallwachstum beigetragen haben, es fehlte somit fiir die
Ausbildung des Prézipitats. Interessant ist auch, dass die Kristalle in einem brdunlichen
Prazipitat gewachsen sind. Fiir gew6hnlich geht man bei braunem Prézipitat davon aus, dass das
Protein denaturiert ist und somit nicht zu einem Kristallwachstum beitragen sollte. Da die PfIGR
jedoch ein Flavoprotein ist, kann die Farbe des Prazipitats jedoch auch eine intrinsische
Eigenschaft des Proteins selbst sein. Anhand von Abb. 3.42 (E), welche einen Kristall in einem
cryo loop zeigt, erkennt man, dass die Kristalle jedoch nicht perfekt rund sind. Sie weisen eine
flache Seite auf. In der Abbildung ist dies die rechte Seite. Weniger erstaunlich ist dagegen die
gelbe Farbe der Kristalle, da es sich bei der PfGR, wie erwdhnt, um ein Flavoprotein handelt.
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4 Diskussion

4.1 Zur Kristallisation von Proteinen und der PFNaMNAT im
Besonderen

Der methodische Fokus dieser Arbeit wurde auf die Strukturbiologie gelegt. Diese dullerst
diverse Disziplin umfasst dabei eine Vielzahl von Teilaspekten, es sind dies Klonierung,
Expression, Reinigung, Kiristallisation, Datenerfassung und -auswertung sowie eine
abschliefende Interpretation der Struktur. Auch wenn bei jedem dieser Arbeitsschritte eigene
Probleme auftreten konnen, so gilt das Ziichten von addquaten Protein-Einkristallen als einer der
wesentlichen Schliisselpunkte bei der Strukturbestimmung eines biologischen Makromolekiils
[149][150][122]. Hier konnte die ab initio Kristallisation zweier Proteine erzielt werden. Das die
Proteinkristallisation den wesentlichen Flaschenhals in der Strukturbestimmung darstellt, kann
man daran erkennen, dass bereits alleine im Fall der PfNaMNAT ca. 15.000
Kristallisationsansétze erstellt wurden. Dartiber hinaus wurde Plasmoredoxin von P. falciparum
de novo kristallisiert. Auch hier stellte die Kristallisation einen Flaschenhals dar, denn es waren
in der AG Becker bereits seit mehreren Jahren Kristallisationsbestrebungen unternommen
worden. Ein universelles Protokoll, um streuungsfdahige Kristalle zu erhalten, kann nicht
entwickelt werden, da jedes Protein distinktive chemische Eigenschaften aufweist [150]. Daher
basiert die Kristallisation nach wie vor primér auf der experimentellen, jedoch planvollen Suche
nach einer angemessen Kristallisationsbedingung fiir das jeweilige Protein. Ob die Kristallisation
gelingt oder scheitert, kann jedoch bereits im vorausgehenden Schritt entschieden werden. Die
Basis fiir eine erfolgreiche Proteinkristallisation wird bereits wahrend des Reinigungsschrittes
gelegt. Das Protein muss hdchst rein, konformationell homogen und monodispers sein [151]
[150]. Dieser Arbeitsschritt erwies sich als entscheidend fiir die Kristallisation von Plrx. Trotz
eines  vordergriindig  exzellenten = Reinheitsgrades im  SDS-Gel konnte  durch
GroRenausschlusschromatographie enthiillt werden, dass das Protein keinen einheitlichen
Oligomerisierungsstatus aufwies (siehe Abb. 3.39 Seite 117). Aus kristallographischer Sicht kam
dies einem Gemisch aus zwei verschiedenen Proteinen gleich. Das Biochemiker-Sprichwort ,,Do
not waste clean thinking on dirty enzymes!* (Efraim Racker, Arthur Kornberg [152]) ist somit in
besonderem MaRe fiir die Proteinkristallisation zu befolgen. Da zelluldre Proteine in einem
reduktiven Milieu vorliegen, kann TCEP oder ein anderes Reduktionsmittel, zu deutlichen
Verbesserungen beziiglich der konformationellen Homogenitdt der Proteine beitragen. Dies gilt
sowohl fir Plrx als auch fiir NaPRT. Bei PfNaMNAT wurde es ausgehend von initialen

kinetischen Untersuchungen ohnehin stets zugesetzt. Die optimierte Reinigung von Plrx bereitete
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schlieflich den Weg fiir die spédtere Kristallisation des Proteins. Durch die Variation der
Proteinkonzentration konnte letztlich eine angemessene Kristallisationsbedingung identifiziert
werden.

Bei der Strukturbestimmung der PENaMNAT waren zwei primére Probleme zu iiberwinden. Dies
waren zum einen die Proteinkristallisation selbst und zum anderen die Bestimmung der
Phaseninformation. Die meisten der in der PDB hinterlegten Strukturen wurden durch
molekularen Ersatz aufgekldrt. Dabei muss das Suchmodell zwei Bedingungen erfiillen: es muss
mindestens 50 % der Gesamtstruktur abdecken und die RMSD-Werte der Ca-Atome zwischen
Modell und letztlicher Struktur diirften 2 A nicht iiberschreiten. AuRerdem fillt die Erfolgsrate
betrdchtlich ab, wenn die Sequenzidentitédt zwischen Vorlagenprotein und Zielstruktur unter 35 %
liegt [153]. Somit waren denkbar schlechte Voraussetzungen fiir die Bestimmung der Phase
gegeben. Zwischen Homologiemodell und Vorlagenprotein bestand, ausgehend von dem durch
SWISS-MODEL erstellten Alignment, nur eine 28 %-ige Sequenzidentitdt. Letztlich zeigte sich,
dass die RMSD-Werte noch im Rahmen des Nutzbaren lagen (siehe Tab. 8).

An dieser Stelle soll daher noch einmal ein Vergleich zwischen Homologiemodell respektive
Suchmodell und dem finalen Modell der PfNaMNAT erfolgen (siehe Abb. 4.1 aber auch die
jeweiligen separaten Darstellungen des Homologiemodells in Abb. 3.12 S. 77 und der
PfNaMNAT in Abb. 3.17 S. 85). Das zentrale Motiv der Rossmann-Falte stimmt gut mit den
letztlichen Gegebenheiten {iiberein. Da dies eine stark konservierte Supersekundarstruktur
darstellt, ist dies jedoch wenig iiberraschend. In oberfldchlichen Regionen (z.B. 130 — 156) sowie
den C-terminalen Helices ergeben sich dagegen grofSere Abweichungen. Dies gilt in besonderem
Male fiir jene Sequenzabschnitte, welche innerhalb des Suchmodells entfernt wurden. Hier

wurde somit korrekt abgeschétzt, dass die Modellierungsqualitdt fragwiirdig ist.

Tab. 8: Mit Coot berechnete RMSD-Werte der PFNaMNAT mit dem Homologiemodell.
Vergleichsstruktur RMSD (A) Anzahl der Ca-Atome Sequenzidentitiit (%) Liicken

Homologiemodell 1,79 172 91,28 12
Suchmodell 1,70 148 93,24 8
Sa 2H?29 1,73 169 27,22 10
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Abb. 4.1: Vergleich der NaAD-haltigen PfNaMNAT-Struktur mit dem Homologiemodell.

Die letztlich von der PENaMNAT erhaltene Struktur ist griin dargestellt, das Homologiemodell in Pastellblau.
Eliminiert man die pinken Schleifen des Homologiemodells, so erhdlt man das letztlich verwendete
Suchmodell. Das Produkt NaAD ist im aktiven Zentrum in einer dunkelblauen Stickdarstellung zu erkennen.
Die Abbildung wurde mit PyMol erstellt.

Im Vergleich von Homologiemodell und finaler Struktur wird auch eine weitere Problematik
verdeutlicht, warum eine Bestimmung der Phaseninformation schwierig war. Es lagen einige
Sequenzverschiebungen, sog. shifts, vor, durch die zwar die Coa-Atome der Aminosduren
identische Positionen einnahmen, jedoch die falschen Seitenketten an einer gegebenen Position
auftraten. So sind z.B. Ser72 des Homologiemodells und Lys77 der finalen Struktur, sowie
nachfolgende Aminosduren, an identischer Position zu finden. In diesem Bereich tragen die
Seitenketten daher zu einer falschen Information fiir die Elektronendichte bei, auch wenn das
Riickgrat korrekt ist. Derartige Abweichungen werden durch die RMSD-Werte gar nicht
berticksichtigt, ihre Auflosung trdgt jedoch malSgeblich zum Lésen der Struktur bei. Die Summe
der einzelnen Faktoren, aus entfernten Sequenzabschnitten, ganzlich fehlerhaften Bereichen
sowie Sequenzverschiebungen, fiihrte letztlich dazu, dass ca. 30 % des Homologiemodells

fehlten oder falsch waren.

Mittels der durch die Struktur der PfNaMNAT gewonnenen Erkenntnisse ist es letztlich auch
moglich, einige Mutmalungen dazu aufzustellen, warum sich das Protein der Kristallisation
widersetzte. Im Vergleich der B-Faktoren othologer NaMNATs (siehe Abb. 3.29 und 3.30 S.
102f) fallen die relativ hohen Temperaturfaktoren der PfNaMNAT auf. Andere NaMNATSs zeigen
hier deutlich kéltere Oberflichen. Dies geht einher mit einer verminderten thermischen
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Beweglichkeit und somit rigideren Oberflache. Da eine moglichst konsistente Struktur der
Proteine Pramisse fiir die Kristallisation ist, bedingt diese Flexibilitit eine eher hohe
konformationelle Heterogenitdt. Eine hohe Beweglichkeit weist dabei der Loop im Bereich der
Aminoséduren 43 bis 48 auf, so dass diese Aminosduren in der APC-haltigen Struktur gar nicht zu
erkennen sind. Wie bereits ausgefiihrt wurde, sind andere NaMNATs hdufig Dimere oder
Oligomere. Hier sind somit natiirliche Kontaktflachen, an denen sich die Proteine anlagern,
gegeben. Ein Dimerisierungsinterface kann natiirlich auch zur Stabilisierung der Struktur
beitragen. Dies ist bei der monomeren PfNaMNAT daher ebenfalls nicht gegeben. Bei groReren
Komplexen, wie eben Oligomeren, wére es dariiber hinaus denkbar, dass mehr intermolekulare
Kontakte bestehen, welche den Zusammenhalt insgesamt férdern. Die Summe dieser Faktoren
diirfte die Kristallbildung sicherlich erschwert haben. Der letztlich entscheidende Punkt ist
jedoch in der Substratbindung zu sehen. Wie im weiteren noch dargelegt werden wird, ist davon
auszugehen, dass hierbei eine Konformationsanderung der PfNaMNAT erfolgt. Erst durch Zusatz
eines der Substrate respektive des Produkts konnte die Konformation stabilisiert werden.
Verifiziert wird dies auch durch die Wilson B-Faktoren, der beiden PfNaMNAT-Strukturen. Fiir
die APC-Struktur liegt dieser Wert bei ca. 50 A? fiir die NaAD-Struktur dagegen bei ca. 34 A%
Die NaAD-haltige Struktur, mit dem groferen Substrat, zeigt somit eine hohere Rigiditét als ihr
APC-haltiges Gegenstiick. Diese Fakten lassen sich auch anhand der im Verlauf der
Kristallisation gemachten Erfahrungen nachvollziehen. Die initialen Kristalle konnten nur bei
dem Zusatz eines o/B-nicht-hydrolysierbaren ATP-Analogons erhalten werden. Bei Zusatz von
B/y-nicht-hydrolysierbaren ATP-Analoga wurden diese Kristalle nicht erhalten. Dies ist auch
konsistent mit dem Faktum, dass im Verlauf der Katalyse tatsdchlich ein Pyrophosphat
abgespalten wird. Es erfolgt also eine Hydrolyse zwischen a- und [(-Phosphat des ATP.
PfNaMNAT ist vermutlich chronisch heterogen, wenn kein Produkt oder Substrat gebunden ist.
Verbunden mit der ohnehin hohen Flexibilitdt des Proteins war die Kristallisation somit dullerst

kompliziert, denn ,,wackelnde Proteine kristallisieren nicht gut®.

Der fiir das Kristallwachstum entscheidende Punkt war somit die Stabilisierung der Struktur
durch Besetzung des aktiven Zentrums. Sollte sich in Zukunft erweisen, dass noch eine andere
Variante des Proteins, z.B. die Apo-Struktur, kristallisiert werden sollte, so bestiinde nun die
Option des cross-seeding [150]. Die Keimbildung kénnte so durch die mittels Substrat bzw.
Produkt stabilisierten Proteine erfolgen und evtl. das Kristallwachstum mit einer anderen
Proteinvariante ermoglichen. Dadurch wire eine epitaxiale Keimbildung erméglicht, die eine
Kongruenz der Kristallgitter, zumindest in zwei Dimensionen, benétigt. Fiir identische Proteine
diirfte dies erfiillt sein [122].
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4.2 Der mutmaflliche Katalysemechanismus der PFNaMNAT

Generell zdhlt NaMNAT zu der Nukleotidyltransferase-a/p-phosphodiesterase Superfamilie
[136][132]. Charakteristisch fiir diese Enzymfamilie ist die Rossmann-Falte [132][134]. Wie in
Abschnitt 3.2.3.2 S. 89 gezeigt werden konnte, gilt dies auch fiir die PfNaMNAT. Bei der
Rossmann-Falte handelt es sich um eine Dinukleotidbindefalte, welche aus zwei kleineren
Einheiten besteht, welche jeweils fiir die Bindung eines Mononukleotids verantwortlich zeichnen
[130]. Diese strukturelle Grundlage ist somit konsistent mit der eigentlichen Funktion von
NaMNAT, es ist dies die Verkniipfung der beiden Mononukleotide ATP und NaMN respektive
NMN zu einem Dinukleotid (NaAD oder NAD). Es wird davon ausgegangen, dass die durch
NaMNAT und andere Mitglieder der Superfamilie katalysierte Reaktion durch einen
nukleophilen Angriff des 5'-Phosphats des Mononukleotids an dem a-Phosphat des Triphosphats
erfolgt [123][132][154]. Nach gegenwartigen Erkenntnissen ist es evident, dass NaMNAT den
bei der Katalyse auftretenden Ubergangszustand stabilisiert, ohne dass eine kovalente oder
Saure/Base-Katalyse involviert ware [123][154]. Vielmehr schaffen bestimmte Aminosduren eine
Umgebung, welche den Ubergangszustand stabilisiert und den elektrophilen Charakter des o-
Phosphats erhohen [154]. Fiir die Methanococcus jannaschii NaMNAT (MjNaMNAT) wurde
beschrieben, dass das im aktiven Zentrum gebundene ATP-Molekiil eine Biegung zwischen o-
und B-Phosphat aufweist [154]. Diese Zusammenhénge scheinen auch fiir die PINaMNAT erfiillt
zu sein. In Abb. 4.2 wurden die beiden Strukturen der PfNaMNAT iiberlagert und so die
Ausrichtungen des ATP-Analogons und des Produkts NaAD verglichen. Man erkennt die starke
Biegung innerhalb des Triphosphats, so dass hier durchaus Raum geschaffen wird, um einen
nukleophilen Angriff zu ermdglichen. Auch der NaMN-Anteil des Dinukleotids ist perfekt
positioniert, um an dem a-Phosphat anzugreifen. Aufgrund der vielfachen negativen Ladungen,
die das Triphosphat sowie das Monophosphat aufweisen, bedarf es noch eines
Ladungsausgleichs. Fiir die MjNaMNAT wurde hier, neben der Beteiligung des Enzyms selbst,
das Auftreten eines Mg*" beschrieben, welches als Polarisator (Lewisbase) wirkt, der den
nukleophilen Angriff begiinstigt und das Pyrophosphat als Abgangsgruppe stabilisiert [154]. Bei
der APC-haltigen PfNaMNAT Struktur konnte jedoch keine Dichte fiir ein derartiges Ion
verzeichnet werden. Gleichwohl ist das Enzym in der Lage die gegebenen Ladungen zu
stabilisieren. In diesem Zusammenhang kommt zwei Aminosduren eine besondere Bedeutung zu.
Abb. 3.26 (siehe S. 97) ldsst erkennen, dass His20, welches Teil des T/HXGH-Motivs ist, iiber
eine positive Ladung anziehend auf a- und B-Phosphat einwirken kann. Arg136 interagiert
ebenfalls mit dem -Phosphat. Die Relevanz von Arg136 wurde bereits untersucht. Die Mutante
R133A der BaNaMNAT resultierte in einer Abnahme der Katalyseraten und Ky-Werte fiir beide
Substrate. Es wird vermutet, dass das Arginin dabei hilft, die sich entwickelnde negative Ladung

des Pyrophosphats als Abgangsgruppe zu neutralisieren und die Phosphorylsauerstoffbindung fiir
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Abb. 4.2: Der mutmaRliche Reaktionsmechanismus der PfNaMNAT.

NaMNAT positioniert beide Substrate in optimaler Weise zu einander, sodass ein nukleophiler Angriff des
Phosphats von NaMN an dem a-Phosphat von ATP erfolgen kann. Anhand der Strukturiiberlagerung (A) ist
ersichtlich, wie ATP (in diesem Fall das ATP-Analogon APC) hierfiir in eine angemessene Konformation
tiberfiithrt wird. Die chemische Struktur (B) vollzieht die Reaktion nach und zeigt schematisch die Biegung
zwischen o- und -Phosphat. APC ist lila gefarbt, NaAD blau. APC- und NaAD-haltige Struktur wurden fiir
die Abbildung iiberlagert, jedoch ist nur die PfNaMNAT der NaAD-Struktur dargestellt. (A) wurde mit
Chimera erstellt, (B) mit GChemPaint.

den Elektronentransfer wahrend der Katalyse ausrichtet [123]. Damit der nukleophile Angriff
erfolgen kann, muss das ATP quasi verbogen werden. Die dafiir nétige Energie wird durch eine
Vielzahl von Interaktionen mit dem Enzym bereitgestellt. Hierbei diirfte dem Argenin selbst
nicht nur tiber die Bindung des -Phosphats eine entscheidende Rolle zukommen, sondern auch
iiber die m-n-Wechselwirkung mit der Adeninbase. Weitere Aminosauren, die zur Neutralisation
der negativen Ladung beitragen kénnten sind Argl172 im Anschluss an das ISST-Motiv sowie
Arg44 und Lys47 innerhalb des Loops im Bereich des sonst iiblichen PPHK-Motivs.

Letztlich erfolgt durch PENaMNAT eine optimale Positionierung der Substrate zueinander, wobei
ATP in eine fiir den nukleophilen Angriff zweckmdBige Konformation iiberfiihrt wird.
Schlieflich werden noch die negativen Ladungen der Phosphate durch positiv geladene

Aminosduren neutralisiert. Die mutualistische AbstoBung zwischen den negativen Phosphaten
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wird dabei minimiert. So ist es nur noch eine Frage der Anndherung und des chemischen
Gleichgewichts, das eine neue Verbindung zwischen ATP und NaMN/NMN entsteht.

Da bei dieser Art der Katalyse kein substituiertes Enzym-Zwischenprodukt gebildet wird ist klar,
dass keine Pingpong-Reaktion stattfindet. Es liegt also eine sequenzielle Verdrangung vor. Da
innerhalb des aktiven Zentrums der PfNaMNAT bereits die Bindungsstellen fiir beide Substrate
vorliegen und es keine Anzeichen dafiir gibt, dass nicht beide Substrate unabhédngig voneinander
binden konnen, ist von einer zufélligen sequenziellen Bi-Bi-Reaktion auszugehen. Dieser

Reaktionsmechanismus wurde auch fiir die BaNaMNAT vorgeschlagen [123].

Da die PfNaMNAT problemlos wieder das Produkt NaAD oder auch NAD innerhalb des aktiven
Zentrums aufnehmen kann, diirften hier die Substrate mit dem Produkt um die Bindung
konkurrieren. Es sollte somit eine kompetitive Hemmung durch das Endprodukt gegeben sein.
Physiologisch erscheint dies sinnvoll, denn wenn geniigend NAD in der Zelle vorliegt, wére eine
weitere Synthese nur mit Energieverschwendung in Form von ATP-Verbrauch korreliert. Um
dies zu bestdtigen, miisste noch eine weitere Michaelis-Menten-Kinetik gemessen werden, wobei
jeweils eine definierte NAD-Konzentration vorgelegt wird. Sollte der Ky-Wert hierbei steigen
wire eine kompetititve Hemmung durch NAD verifiziert. Eine Hemmung durch NaAD wurde
fir die BaNaMNAT beobachtet [123]. Es ist hochst unwahrscheinlich, dass dies bei der
PfNaMNAT nicht der Fall sein sollte.

4.3 Die Grundlage der Substratpraferenz der PINaMNAT

NaMNAT wird basierend auf seiner Substratprédferenz in zwei Gruppen klassifiziert, es sind dies
EC 2.7.7.1 sofern NMN préferiert wird (man spricht dann von NMNAT) oder EC 2.7.7.18 falls
NaMN das bevorzugte Substrat darstellt (in diesem Fall ist die korrekte Abkiirzung NaMNAT).
Fir verschiedene homologe NaMNATs respektive NMNATs wurde daher bereits die
Substratprdferenz ndher untersucht. Drei humane Isoformen des Enzyms konnten identifiziert
werden. NMNAT-1 und NMNAT-3 weisen keine Praferenz gegeniiber NaMN oder NMN auf.
NMNAT-2 zeigte dagegen eine ca. zweifache Prdferenz von NMN gegeniiber NaMN [58].
Dagegen wurde eine starke Prdferenz fiir die negativ geladene Nicotinsduregruppe bei
bakteriellen NaMNATSs berichtet [123][155]. Sieht man sich die einzelnen orthologen Enzyme
genauer an, so ergibt sich folgendes Bild: BaNaMNAT zeigt nur eine geringe bis keine Aktivitét
mit NMN [123]. Fiir BsNaMNAT wurde bei der Hinreaktion eine ca. 13.000-fache Priferenz fiir
NaMN festgestellt. Die Riickreaktion wurde ebenfalls untersucht, wobei NaAD um einen Faktor
von 2000 gegeniiber NAD bevorzugt wurde [133]. Fiir E. coli wurde eine mindestens 20-fach
hohere Adenylierungsrate fiir NaMN beschrieben [156]. Generell wird angenommen, dass

eukaryotische sowie archeale NMNATs keine oder eine geringe Substratpraferenz fiir NaMN
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aufweisen [133].

Angesichts der obigen Ausfithrungen ist davon auszugehen, dass die PfNaMNAT, da es sich bei
Plasmodium um einen Eukaryoten handelt, beide Substrate nutzen kann. Bei der Struktur fallt
jedoch auf, dass die PENaMNAT den prokaryotischen Orthologen mehr dhnelt als dem humanen
Gegenstiick (siehe Abschnitt 3.2.3.3 S. 91). Um hier Klarheit zu erlangen, wurde ein
diskontinuierlicher Assay etabliert und die Substratnutzung durch die PfNaMNAT sowohl fiir
NaMN als auch NMN untersucht (siehe Tab. 6 S. 109). Die Ky-Werte sind hier fiir NaMN nur
ca. halb so hoch wie fiir NMN. Dies ist konsistent fiir den Wildtyp sowie alle untersuchten
Mutanten des Enzyms gegeben. Da der Ky-Wert jene Substratkonzentration angibt, bei welcher
die Halfte der aktiven Zentren besetzt ist, lasst sich leicht auf eine doppelt so hohe Affinitdt der
PfNaMNAT fiir NaMN gegeniiber von NMN schliefen.

Was ist nun die strukturelle Basis, auf der diese Substratpriferenz beruht? Letztlich
unterscheiden sich NaMN und NMN nur dadurch, dass die Carboxylgruppe an dem Pyridinring
durch ein Carboxamid substituiert ist. Hiermit geht einher, dass eine negative Ladung durch eine
weitaus neutralere Gruppe ersetzt wird. Auch das Potential zur Ausbildung von
Wasserstoffbriicken ~ wird  beeinflusst. Die  Carboxylgruppe dient als doppelter
Wasserstoffakzeptor, die Amidgruppe dagegen als Wasserstoffdonor. Aullerdem weist das
Carboxamid eine geringfiigig groere Raumforderung auf. Welche dieser Eigenschaften nun
einen Unterschied bei der Substraterkennung herbeifiihrt, soll hier durch eine genaue
Betrachtung des aktiven Zentrums untersucht werden (siehe Abb. 4.3 und Abb. 3.27 S. 99).

A
Abb. 4.3: Bindung der Carboxylgruppe durch PfNaMNAT.

Die PfNaMNAT bindet die Carboxylgruppe mittels mehrerer Wasserstoffbriickenbindungen. Eine davon wird
indirekt durch ein konserviertes Wassermolekiil vermittelt. Aulerdem ist eine Wasserstoffbriicke zu dem
Riickgratamid von Thr88 gegeben. Diese Aminosédure befindet sich am N-Terminus von Helix a4. Diese iibt
mittels ihres, an dieser Position, positiven Dipols eine Attraktion auf die Carboxylgruppe aus. Eine
Amidgruppe konnte dagegen keine Wasserstoffbriicke zu Thr88 ausbilden. Die Abbildung wurde mit Chimera
erstellt.

129



Diskussion

Sterische Kollisionen scheinen hier keine Rolle zu spielen, da innerhalb des aktiven Zentrums im
Bereich der Nicotinsdure einige Wassermolekiile vorliegen, welche gegebenenfalls verdrangt
werden konnten und generell gentligend Flexibilitdt vorhanden sein sollte, um die geringfiigig
hohere Raumforderung des Amids zu kompensieren. Etwas anders verhdlt es sich dagegen mit
den potentiellen Wasserstoffbriicken (siehe Abb. 4.3). Hier ist die Carboxylgruppe dazu in der
Lage, eine H-Briicke zur Amidgruppe des Riickgrats von Thr88 auszubilden. Dies diirfte fiir ein
Carboxamid nicht der Fall sein. Verbleibt als letztes Unterscheidungsmerkmal der beiden
funktionellen Gruppen noch ihre Ladungseigenschaft. Warum die ECNaMNAT NaMN gegeniiber
von NMN préferiert, wurde bereits bei diesem Enzym anhand der Struktur untersucht [132].

Zhang et al. beschreiben, dass eine Anionenbindetasche durch die Riickgrat-Amidgruppen von
Thr85, Tyr118 sowie den positiven Dipol der zu a4 analogen Helix aufgebaut wird (siehe Abb.
4.4 (B)). Diese Interaktionen werden als hochst diskriminierend zwischen Nicotinsdure und

Nicotinamid dargestellt und somit als Grundlage fiir die Substratpraferenz angesehen [132].

Um diese Begriindung nachvollziehen zu konnen, sollen hier die Bindungsstellen von
Nicotinsdure respektive Nicotinamid anhand von PfNaMNAT, EcNaMNAT, humaner NMNAT-1
und NMNAT-3 untersucht werden. NMNAT-1 und -3 dienen dabei als Referenz, da beide
Enzyme keine Substratpriaferenz aufweisen [58]. PfNaMNAT sowie EcNaMNAT préferieren
beide NaMN, die EcNaMNAT jedoch wesentlich starker. Um Verwirrungen vorzubeugen, sei an
dieser Stelle angemerkt, dass die Struktur der ECNaMNAT zwar NAD zeigt (1K4M) die Autoren
jedoch in ihrer Publikation NaAD angeben und damit auch die Cokristallisation durchfiihrten
[132]. Es liegt somit ein Fehler in der PDB-Datei vor. Bei Betrachtung von Abb. 4.5 (B) ist daher
zu berticksichtigen, dass eigentlich ein NaAD vorliegen sollte. Im direkten Vergleich ist leicht
ersichtlich, dass PfNaMNAT (A) und EcNaMNAT (B) sowie NMNAT-1 (C) und NMNAT-3 (D)
einander jeweils stark dhneln. NMNAT-1 und -3 binden das Carboxamid jeweils indirekt mittels
zweier konservierter Wassermolekiile. Diese Wassermolekiile sind auch die Grundlage fiir die
duale Substratspezifitit beider Enzyme [157]. Da die Grundlage der Anionenbindetasche der
positive Dipol der Helix sowie zwei Amidgruppen des Riickgrats sind, soll im Folgenden auf
diese Interaktionen fokussiert werden. Bei allen vier dargestellten Enzymen féllt auf, dass die
Carboxyl- oder Carboxamidgruppe immer an identischen Positionen in der Verldngerung der
Achse analoger o-Helices liegen. Auch die Abstinde des Substrats zur Amidbindung
unterscheiden sich nicht signifikant (bei allen vier Enzymen handelt es sich hier {ibrigens um ein
Threonin). Da die Interaktionen aller Enzyme mit dem Substrat auf der rechten Seite somit
jeweils identisch ausfallen, kann dies kaum die Grundlage der Substratspezifitdt darstellen.
Verbleibt somit nur noch die Interaktion auf der linken Seite, bei der ECNaMNAT eine H-Briicke
zur Amidbindung von Tyr118 ausbildet. ECNaMNAT und PfNaMNAT bilden beide mit analogen
Aminosduren eine direkte H-Briicke zur Carboxylgruppe aus. Bei NMNAT-1 und -3 sind es
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Abb. 4.4: Vergleich verschiedener Anionenbindetaschen.

PfNaMNAT (A) sowie EcNaMNAT (1KQN) (B) binden die Carboxylgruppe auf analoge Weise. Einander sehr
dhnlich sind sich diesbeziiglich auch humane NMNAT-1 (C) und NMNAT-3 (D). Der einzige wesentliche
Unterschied aller vier Enzyme besteht in der Bindung des ,,linken“ Sauerstoffatoms der Carboxylgruppe bzw.
des Carboxamids. Bei NMNAT-1 und -3 besteht hier eine indirekte Bindung iiber ein Wassermolekiil. Zu (B)
ist anzumerken, dass zwar ein NAD gezeigt ist, die Kristallisation jedoch mit NaAD erfolgte, es liegt ein
Fehler in der PDB-Datei vor. Entsprechende H-Briicken wurden in der Abbildung nachtréglich erganzt. Fiir die
Darstellung wichtiger Aminosduren wurde die Cartoonprasentation unterbrochen. Die Abbildungen wurden
mit Chimera erstellt.

indirekte iiber Wasser vermittelte H-Briicken. Die Distanzen zum Riickgrat fallen hier
dementsprechend auch um ca. 2 A linger aus. Die Unterschiede reduzieren sich somit auf diese
eine Interaktion. Diese alleine erscheint jedoch wenig geeignet um die teils gravierenden
beobachteten Unterschiede innerhalb der Substratspezifitit zu belegen. Eine geringe
Substratprdferenz, wie sie bei der PfNaMNAT auftritt, mag aufgrund der Anziehung von
Carboxylgruppe und positiven Dipol der Helix gerechtfertigt sein, jedoch kaum die besagte 20-
fach hohere Adenylierungsrate der ECNaMNAT und erst recht nicht die 13.000-fach hohere
Substraprédferenz der BsNaMNAT (BsNaMNAT und BaNaMNAT weisen eine der Ec- und
PfNaMNAT identische Struktur auf, Daten nicht gezeigt). Ganz im Gegenteil sehen die
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Strukturen sogar eher so aus, als wdren sie auf eine duale Substratspezifitat ausgelegt, denn auf
Seiten der Aminogruppe des Carboxamids befindet sich in allen vier Enzymen ein konserviertes
Wassermolekiil, welches eben flexibel eine H-Briicke zu Sauerstoff oder Stickstoff vermitteln

kann.

Interessant ist in diesem Zusammenhang auch ein Vergleich mit den von Dahmen et al.
gemessenen Ky-Werten der ECNaMNAT [158]. Diese belaufen sich fiir NaMN auf 80 pM und
fiir NMN auf 200 pM. Demnach wire nur eine ca. 2,5-fach héhere Affinitdt fiir NaMN gegeben.
Diese relativ geringe Prédferenz steht in gutem Einklang mit der Struktur des Enzyms.

Letztlich ldsst sich konstatieren, dass bei der PENaMNAT und strukturell dhnlichen bakteriellen
NaMNATs das positive Dipolmoment der Helix in einer hoheren Affinitat fiir die
Carboxylgruppe resultiert. Auf struktureller Ebene ist somit tatsdchlich eine starkere Bindung fiir
NaMN gegeben. In der Summe der Wechselwirkungen, welche fiir die Bindung des jeweiligen
Mononukleotids verantwortlich zeichnen (siehe Abschnitt 3.2.3.4 S. 95ff), diirfte der Unterschied
jedoch nur relativ gering ausfallen. Die Struktur steht daher im Einklang mit den bei der Kinetik
gemessenen Ky-Werten. Die postulierte Anionenbindetasche, mit einer starken Praferenz fiir die

Carboxylgruppe, erscheint dagegen nicht haltbar.

Ein letzter Grund warum NAD und nicht nur NaAD erkannt werden sollte, liegt in der
besprochenen Produkthemmung der PfNaMNAT sowie allgemein aller NaMNATs. Eine
Produkthemmung ist physiologisch sinnvoll, denn wenn bereits geniigend NAD vorliegt, muss
kein weiteres produziert werden. Wére eine all zu hohe Priferenz fiir NaAD gegeben, so konnte
diese Wirkung durch das eigentliche Endprodukt des Stoffwechselweges gar nicht erfolgen.

In einer Untersuchung des Metabolismus von P. falciparum wurde beschrieben, dass nicht
infizierte Erythrocyten NAD vorzugsweise durch NMN erstellen, wahrend der Parasit NAD
durch den Preiss-Handler-Weg mit einem intermedidren Schritt iiber NaAD erstellt [64]. Fiir die
Untersuchung wurde *C-markiertes PRPP herangezogen und das Auftreten der Radioaktivitit in
den folgenden Produkten der NAD-Synthese, also NMN, NaMN, NaAD und NAD, bei
infizierten und nicht infizierten Erythrocyten, beobachtet. Da sich die NMN-Konzentration im
Verhiltnis nur geringfiigig verdnderte, jedoch NaMN deutlich anstieg, wurde auf die Nutzung
des Preiss-Handler-Weges geschlossen. Angesichts des Faktums, dass NMN durchaus von der
PfNaMNAT umgesetzt werden kann, ist nicht garantiert, dass sich P. falciparum exklusiv auf
diesen Weg beschrédnkt. Hier wire es auch interessant gewesen, die absoluten Konzentrationen
der einzelnen Zwischenprodukte zu erfahren, zumal tatsdchlich ein Anstieg der NMN-

Konzentration beobachtet wurde.
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4.4 Durch die Substratbindung induzierte Konformationsanderung

Anhand der Oberfldchendarstellung der PfNaMNAT aus Abb. 3.29 S. 102 kann man erkennen,
dass das Produkt grotenteils von dem Enzym eingeschlossen wird. Dies gilt insbesondere fiir
die Adeninbase. Selbst mit einem entsprechenden Circe-Effekt diirfte es nur schwierig
umsetztbar sein, die einzelnen Substrate in dieser Konformation in das aktive Zentrum zu
dirigieren. Génzlich illusorisch erweist sich dies fiir die in Abb. 3.29 und 3.30 S. 102f
dargestellten bakteriellen NaMNATs. Hier ist das Produkt gédnzlich von dem jeweiligen Enzym
eingeschlossen, es verbleiben nur minimalste Offnungen. Eine Substrataufnahme ist in diesen
Konformationen génzlich ausgeschlossen. Es ldsst sich somit deduzieren, dass zumindest bei den
gezeigten bakteriellen NaMNATs eine Konformationsdnderung erfolgen muss, um das Substrat
aufzunehmen. Fiir die PENaMNAT erscheint dies ebenfalls angebracht.

Da bislang keine Apo-Struktur der PFNaMNAT zur Verfiigung steht (vergleiche hierzu auch die
Erorterung in Abschnitt 4.1 S. 122) kann zundchst noch keine Aussage zu einer moglichen
Konformationsénderung des Enzyms erfolgen. Jedoch ist eine hohe Kongruenz der
Tertidrstrukturen der NaMNAT einiger Bakterien (z.B. S. aureus und B. anthracis) mit der
PfNaMNAT gegeben (siehe Abschnitt 3.2.3.3 S. 91ff). Daher soll hier eine Herleitung einer
moglichen Konformationsdnderung anhand dieser Strukturen erfolgen. Es sei jedoch noch
einmal angemerkt, dass diese bei der PFNaMNAT bislang noch nicht direkt beobachtet werden
konnte.

Lu et al. fiihrten bereits einen Strukturvergleich der zwei Apo-BaNaMNAT-Strukturen mit der
BsNaMNAT als Apo-Struktur und NaAD-Komplex durch [119]. Hierbei identifizierten die
Autoren drei Regionen, welche eine grofe konformationelle Heterogenitdt nicht nur zwischen
verschiedenen Apo-Strukturen aufweisen, sondern auch ihre Position in Folge der
Substratbindung verdndern. Bei der BaNaMNAT sind dies die Aminosduren 40 — 53, 104 — 124
sowie 132 — 143. Auch der E. coli NaMNAT wurde ein hohes Mall an Flexibilitdt innerhalb
dieser Bereiche zugeschrieben, je nachdem ob ein Ligand gebunden ist oder nicht [132][119].
Eine noch ausfiihrlichere Untersuchung der BaNaMNAT durch Sershon et al. zeigte ebenfalls
signifikante Konformationsanderungen auf, die zwischen Apo- und NaAD-haltiger Struktur

vorliegen [123]. Es liegt somit ein induced fit vor.

Da die Verhdltnisse entsprechend ausfiihrlich an der BaNaMNAT untersucht wurden, soll diese
die Basis fiir einen Vergleich mit der PfNaMNAT bilden. In Abb. 4.5 (A) wurde eine NaAD-
haltige Struktur der BaNaMNAT mit zweier ihrer Apo-Strukturen iiberlagert. Die drei bereits
angesprochenen Bereiche, welche eine hohe konformationelle Heterogenitédt aufweisen, konnen
anhand der Uberlagerung sehr leicht identifiziert werden. Bereich 1 entspricht den Aminosduren
132 — 143 der BaNaMNAT. Bereich 2, ist den Aminosduren 104 — 124 analog. Bereich 3 umfasst
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schlielflich die Aminosduren 40 — 53, er entspricht dem PPHK-Loop. Anhand der drei Strukturen
lisst sich der Ubergang von einer offenen zu einer geschlossenen Konformation nachvollziehen.
Das Produkt wird dabei wie von einer Hand ergriffen. Die Helix a5 entspricht in diesem Beispiel
den Fingern und der PPHK-Loop dem Daumen einer rechten Hand.

(A) Bereich 1 (B)

'
—

ereich 2

Abb. 4.5: Konformationsanderung infolge der Produktbindung.

In (A) sind drei Strukturen der BaNaMNAT iiberlagert. Eine dieser Strukturen stellt die geschlossene
Konformation dar (2QTR in magenta). Die anderen beiden Strukturen zeigen verschiedene Varianten der
offenen Konformation (2QTM, A-Kette hellblau, B-Kette lila). Drei Bereiche weisen eine besonders hohe
Variabilitat auf. (B) ist eine Gegeniiberstellung der geschlossenen Konformationen der BaNaMNAT (magenta,
NaAD in dunkelblau) und der PfNaMNAT (griin, NaAD in hellblau). Die Abbildungen wurden mit Chimera
erstellt.

Die Uberlagerung der Holo-Strukturen der PfNaMNAT und BaNaMNAT (Abb. 4.5 (B))
verdeutlicht, dass beide Enzyme eine dhnliche Konformation aufweisen, sofern das Produkt
gebunden ist. Auch hier lassen sich drei dquivalente Bereiche identifizieren, welche vermutlich
eine hohe Flexibilitdt aufweisen, es sind dies die Aminosduren 42 — 52 (Bereich 3), 110 — 119
(Bereich 2, entspricht a5) und 135 — 149 (Bereich 1). Dass der Loop um Bereich 3 auch bei der
PfNaMNAT eine hohe Flexibilitit aufweist, kann bereits anhand der beiden gegebenen
Strukturen der PENaMNAT geschlossen werden. In der NaAD-haltigen Struktur finden sich hier
sehr hohe B-Faktoren (siehe Abb. 3.28 und 3.29). In der APC-haltigen Struktur ist dieser Loop
derartig beweglich, dass keine hinreichende Elektronendichte fiir seine Darstellung gegeben ist.
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(A) Bereich 1 (B)

> N d y N . ’ 4
Abb. 4.6: Distanzvergleich der Apo- und Holo-BaNaMNAT-Strukturen.

Eine genaue Betrachtung des Bereichs 1 sowie von Helix o5 offenbart drastische Konformationsdnderungen
zwischen der Apo- und Holo-Struktur der BaNaMNAT. So bewegt sich das Riickgrat von Gly135 um ca. 15 A
(Messung von Ca-Atom zu Ca-Atom). Auch bei anderen Aminosduren ist eine vergleichbare Beweglichkeit
gegeben. (A) fokussiert auf die Aminosduren Gly135, Argl133 und Asp108, (B) auf Tyrl36 und dessen
Interaktion mit Asp108. Der Farbcode wurde aus der vorausgehenden Abbildung {ibernommen.

Nach dieser iibergeordneten Betrachtung der Konformationsanderungen des Gesamtenzyms, soll
nun eine fokussierte Untersuchung einzelner Bereiche sowie katalytisch relevanter Aminosduren
erfolgen (siehe Abb. 4.6). Bereiche 1 und 2 schliefen voraussichtlich in Folge der ATP-Bindung.
Gerade innerhalb des Bereichs 1 fallen dabei fiir einen derartig kleinen Strukturabschnitt
drastische Distanzvarianzen zwischen Apo- und Holo-Struktur der BaNaMNAT auf. Das
Ca-Atom von Gly135 bewegt sich um nahezu 15 A. Die Guanidiniumgruppe von Argl33
verschiebt sich um ca. 11 A und verschlieRt dadurch das aktive Zentrum iiber der Adeninbase.
Somit ist ersichtlich, dass hier ohne Bindung der Substrate respektive des Produkts eine grofle
Offnung besteht. Die Hydroxylgruppe von Try136 bewegt sich iiber ca. 12 A. Dagegen erscheint
die Verschiebung des Riickgrates von Helix o5 weitaus weniger dramatisch. Trotzdem ergeben
sich auch hier elementare Verdnderungen. Die Carboxylgruppe von Asp108 bewegt sich um ca. 6
A. Dadurch gelangt sie in der Holo-Struktur erst in das aktive Zentrum, wo sie fiir eine
essentielle Interaktion mit der Ribose des ATP verantwortlich ist. Interessant ist dabei auch, dass
durch die Umlagerung des Bereichs 1 Tyr136 eine Position einnimmt, die zu einer sterischen
Kollision mit Asp108 der Apo-Struktur fiihrt. Fir Asp108 bleibt somit nur noch eine
Rotamerkonformation, die in das aktive Zentrum hineinragt. Auch bei der PNaMNAT tritt eine
homologe Aminoséure auf: Es ist Asp111 (siehe Abb. 3.26 S. 97 und Abb. 3.27 S. 99). Fiir die
PfNaMNAT wurde bereits zuvor gezeigt, das Asp111 fiir die Katalyse unabdingbar ist. O'Hara et
al. wiesen nach, dass der Austausch dieses Asparagins gegen ein Alanin einen Funktionsverlust
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des Enzyms nach sich zieht [64]. Insgesamt erweist sich die iibergeordnete Struktur der
PfNaMNAT in diesem Bereich als sehr dhnlich zur BaNaMNAT. Die Funktion von Tyr136 wird
dabei von Phe139 {ibernommen (siehe Abb. 4.7). Interessant ist bei der PfNaMNAT auch die
Helix a7, die zu dem Bereich 1 zdhlt. Sollte sich diese Helix in der Apo-Struktur der PfNaMNAT
gar partiell entwinden, so wéren sogar noch groRere Konformationsdnderungen denkbar, als dies
bei der BaNaMNAT der Fall ist.

Abb. 4.7: Vergleich der PENaMNAT und BaNaMNAT Holo-Strukturen.

PfNaMNAT und BaNaMNAT weisen eine sehr &hnliche Architektur auf. Fiir die Katalyse relevante
Aminosduren sind mit ihren jeweiligen Entsprechungen in beiden Strukturen hervorgehoben. Die
Beschriftungen dieser Aminoséduren ist nur fiir die PFNaMNAT angegeben. Ein Vergleich ist jedoch mit der
vorausgehenden Abbildung der BaNaMNAT mdglich. Der Farbcode wurde aus den beiden vorausgehenden
Abbildungen tibernommen (PfNaMNAT griin, BaNaMNAT magenta).

Lu et al. fiihren aus, dass ,konformationelle Diversitdt eine intrinsische Eigenschaft der drei
betrachteten Bereiche® wire [119]. Fiir den PPHK-Loop scheint dies in der Tat erfiillt zu sein.
Betrachtet man etwa neben der 2QTM Struktur (siehe Abb. 4.5) auch noch die Struktur 3DV2,
beides Apo-Strukturen der BaNaMNAT, so ergeben sich noch weitere Konformationsvarianten
fiir diesen Loop (Daten nicht gezeigt). Allerdings vergleichen die Autoren hier Apo- und Holo-
Strukturen miteinander. Vergleicht man gesondert nur die jeweiligen Apo- oder Holo-Strukturen,
so fallt auf, dass deren Konformationen fiir sich genommen erstaunlich gut miteinander
ibereinstimmen. Dies gilt zumindest fiir die Bereiche 1 und 2. Letztlich liegt jedoch der
sprichwortliche Vergleich von Apfeln mit Birnen vor. Die angesprochene konformationelle
Diversitét liegt viel mehr in der Konformationsdnderung infolge der Substratbindung begriindet
und ist somit weniger eine intrinsische Eigenschaft dieser Bereiche. Es ist durchaus denkbar,
dass diese Bereiche in der Apo-Konformation relativ rigide sind. Aus einer thermodynamischen

Betrachtung wiirde in diesem Fall erst durch die vielfache Interaktion mit dem Substrat
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respektive Produkt, die notige Energie bereitgestellt werden, welche benétigt wird, um die
Bereiche 1 und 2 auf das aktive Zentrum zuzubewegen. Das Substrat iiberbriickt quasi den leeren
Raum der Substratbindetasche und zieht beide Seiten aufeinander zu. Dabei liefert es die
Energie, die notig ist, damit das Enzym seine vollstdndig geschlossene Konformation einnehmen
kann. Das Substrat liefert sozusagen die Energie fiir die Konformationsédnderung eines induced
fit. Die exakte Einpassung des Substrates wére somit Pramisse fiir die Konformationsanderung
des Enzyms, da nur ein passendes Substrat durch seine Interaktionen die nétige Energie
bereitstellt. Die Konformationsdanderung wiirde somit zur Grundlage der Substraterkennung. Es
wiéren weitere Untersuchungen der Rigiditdt der Apo-Konformation nétig, um diese Theses

weiter abzusichern.

Eine durch die Substratbindung induzierte Konformationsénderung der PfNaMNAT ist
ausgehend von der Homologie mit bakteriellen NaMNATSs sowie der eng geschlossenen Struktur
der Holo-Struktur wahrscheinlich. Nichtsdestotrotz wéire es wiinschenswert, dies auch
experimentell zu verifizieren. Die Kristallisation der Apo-Struktur wére sicherlich am ehesten
geeignet, den Sachverhalt aufzukliren. Dies konnte sich, ausgehend von den Uberlegungen aus
Abschnitt 4.1 (siehe S. 122), als schwierig erweisen. Eine Klasse von Enzymen, deren Funktion
integral mit einer grofen Konformationsédnderung verkniipft ist, sind Kanalproteine. Bei ihnen
handelt es sich um Transmembranproteine, deren Kristallisation schwierig ist, auch wenn hier
Fortschritte erzielt werden konnten [159]. Daher haben sich hier positionsspezifische
Fluoreszenzmessungen als probates Mittel erwiesen, um einen Einblick in die Struktur und
Bewegungsmechanismen zu erhalten [160][161][162]. Dies hat sogar eine Echtzeitbeobachtung
von Konformationsdnderungen ermoglicht [161]. Der klassische Ansatz fiir solche
Distanzmessungen besteht in der Observation eines Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfers
(FRET) zwischen zwei Fluoreszenzsonden. Die FRET-Messungen sind dabei fiir Distanzen
zwischen 30 — 70 A nutzbar [163][162]. Diese Distanzen waren allerdings grenzwertig, um eine
Messung bei der PENaMNAT durchfiihren zu kénnen. Eine andere Mdglichkeit bieten Biman
Fluoreszenzsonden, die in verschiedenen Varianten erhéltlich sind und leicht an Thiolgruppen
gekoppelt werden konnen [164]. Bei diesen Fluoreszenzmarkierungen macht man sich den
queching-Effekt mit  benachbarten = Tryptophanresten zunutze. Hierbei ist eine
Distanzbestimmung fiir entfernte (>15 A), nahe (~10 — 15 A) und sehr nahe (5 — 10 A) Bereiche
moglich [163]. Im Fall von LacY waren auch noch Distanzdnderungen der Ca-Atome zweier
Aminoséduren von 32 auf 20 A nutzbar (eigene Messung anhand von 2CFQ und 40AA) [161].
Ein Vorteil von Biman-Sonden bestiinde auch darin, dass keine Interferenz mit den Substraten
ATP und NaMN respektive NMN oder den Produkten NaAD und NAD zu befiirchten waére.
Denn Biman absorbiert im Bereich von ca. 380 — 390 nm und fluoresziert bei ca. 480 — 490 nm
[163]. Rdumliche Ndhe von Tryptophan resultiert schlieflich in Fluoreszenzléschung [160][162].
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Abb. 4.8: Positionen und Distanzen fiir potentielle Biman-Markierungen der PfNaMNAT.

Die PfNaMNAT weist bereits ein natiirliches Cystein auf der helikalen Struktur o5 auf. Dies konnte evtl. fiir
die Kopplung eines Bimans genutzt werden. Weitere Aminosduren, welche in einer Mutagenese gegen
Tryptophan ausgetauscht werden konnten, sind namentlich beschriftet. Die Distanzmessung erfolgt an den Cf-
Atomen der jeweiligen Aminosduren. Durch die Ausdehnung der Biman-Molekiile selbst konnten die
letztlichen Abstdnde noch weiter sinken. Alternativ konnte eine Markierung auch an dem Strang 7 und
Phe139 erfolgen. Bei Substratbindung miisste die Fluoreszenz dann zunehmen.

Die Eigenschaften von Biman-Fluorophoren erscheinen daher als ideal um eine Untersuchung
von mit der Substratbindung einhergehenden Konformationsdanderungen der PfNaMNAT zu
untersuchen. Einige Abstdande in der geschlossenen Konformation des Enzyms sind in Abb. 4.8
vermessen. Ein in der PfNaMNAT endogen vorhandenes Cystein auf o5 konnte dabei als
natiirlicher Kopplungspartner eines Bimans dienen. Es miisste nur noch ein Tryptophan
eingefiigt werden. Zwei potentielle Aminosduren, Phe139 und Asp46, die sich fiir einen
Austausch eignen, wurden bereits vermessen. Die Mutation F139W a8t dabei keine
Komplikationen vermuten, da das Tryptophan die Funktion des Phenylalanin potentiell
iibernehmen kann. Ein anderes Problem koénnte jedoch darin bestehen, dass mit Trp119 bereits
am C-terminalen Ende von o5 ein Tryptophan vorhanden ist. Sollte die Helix selbst hier keine
hinreichende Abschirmung gewdhrleisten, konnte es bereits zu einem unerwiinschten
permanenten quenching-Effekt kommen. Letztlich bleibt festzuhalten, dass die Wahl der zu
modifizierenden Aminosduren einer gewissen Sorgfalt bedarf und durch entsprechende
Kontrollen negative Effekte ausgeschlossen werden miissten. Trotzdem wdren hiermit ideale
Voraussetzungen gegeben, um sogar eine Echtzeitbeobachtung der Konformationsanderung der
PfNaMNAT durchzufiihren. Uber ein solches Experimente kénnte zudem auf die Rigiditit der
Apo-Struktur geschlossen werden. Es konnte somit nicht nur die Konformationsdnderung in

Folge der Substratbindung beobachtet werden, sondern auch der zuvor diskutierte
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thermodynamische Energiegewinn fiir die Konformationsdnderung iiberpriift werden. Ohne
NaAD bzw. NAD miisste die PFNaMNAT dann in der offenen Konformation fixiert sein.

4.5 Mogliche Regulation der PINaMNAT

Wie bereits in Abschnitt 4.2 (S. 126ff) ausgefiihrt wurde, ist von einer kompetitiven Hemmung
durch die Endprodukte NaAD und NAD auszugehen. An dieser Stelle soll jedoch noch ein
weiterer Aspekt aufgegriffen werden, es ist dies die mogliche Regulation durch posttranslationale
Modifikation (PTM) von Cysteinen. Cysteine weisen eine Sulthydrylgruppe, auch Thiolgruppe
genannt, auf. Dies verkorpert den hochst reduzierten Zustand von Schwefel, welcher in Proteinen
auftritt. Die PTM dieser Gruppe durch Oxidation oder Alkylierung kann die katalytischen
Eigenschaften eines Enzyms entscheidend beeinflussen. Man spricht von einem Thiol-switch
[165]. Die PfNaMNAT weist insgesamt vier Cysteine auf (siehe Abb. 4.9). Fiir ein eher kleines
Protein wie die PfNaMNAT ist dies besonders aufféllig, denn Cystein zdhlt zu den seltensten
Aminosduren, oftmals ist sie sogar die seltenste. Trotzdem findet man sie haufig an funktional
bedeutungsvollen Positionen. Dabei kann man folgende Kategorien unterscheiden: (I)
strukturelle Cysteine (z.B. stabile Disulfidbriicken), (II) Metall-koordinierende Cysteine, (III)
katalytische Cysteine und (IV) Cysteine, die als Punkte einer PTM dienen, sog. regulative
Cysteine [166]. Welche dieser Funktionen ist nun fiir die einzelnen Cysteine am
wahrscheinlichsten? Cys7 zédhlt zu dem Strang [31 und befindet sich innerhalb des Proteins. Hier
ist keine Evidenz fiir eine der obigen vier Funktionen gegeben. Anders verhilt es sich dagegen
mit Cys41 und Cys43 (siehe auch Abb. 3.27 S. 99 und 3.28 S. 100). Insbesondere Cys41 ist fiir
die Katalyse relevant, im dem es die Ribose von NaMN oder NMN iiber Wasserstoffbriicken
bindet. Dies wird auch durch die kinetische Charakterisierung der Mutante C41A verifiziert. Thr
Ku-Wert ist gegeniiber dem Wildtyp drastisch erhoht (siehe Tab. 6 S. 109). Die Funktion von
Cys43 ist dagegen weniger offensichtlich. Aus den gegebenen Strukturen ldsst sich keine direkte
Interaktion mit dem Substrat ableiten. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass ein Disulfid
zwischen Cys41 und Cys43 gebildet werden konnte. Da es sich hier um den Bereich 3 handelt,
der im Verlauf der Katalyse eine grofere Konformationsdanderung erfahrt, wére es auch denkbar,
dass eine kovalente Modifikation an Cys43 erfolgt, um so die Beweglichkeit dieses Loops
einzuschranken und z.B. in einer offenen Konformation zu fixieren. Eine weiterfiihrende
Diskussion der Bedeutung dieser beiden Cysteine soll noch im nachfolgenden Abschnitt
erfolgen.
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Abb. 4.9: Die vier Cysteine der PFNaMNAT.

Anhand der Struktur kann versucht werden, auf eine Funktion der vier Cysteine der PENaMNAT zu schlief3en.
Cys7 befindet sich im Inneren des Proteins auf Strang 1. Anders verhilt es sich dagegen mit den drei
verbleibenden Cysteinen. Cys41 befindet sich im aktiven Zentrum und interagiert direkt mit der Ribose. Cys43
sowie Cys114 sind oberfldchlich exponiert (B). Hier sind sie fiir Modifikationen zugéanglich. Cys43 ist Teil des
Loops, welcher die Substratbindetasche verschlieft und Cys114 befindet sich auf a5.

Hier soll das letzte verbliebene Cystein, Cys114, ndher betrachtet werden. Seine Position direkt
oben auf der helikalen Struktur a5, in deren Mitte, ist zu auffdllig, um zuféllig zu sein. An der
Katalyse kann es nicht direkt beteiligt sein, ebenso wenig kann es ein intramolekulares Disulfid
ausbilden. Verbleibt die Moglichkeit einer PTM. Es ist bekannt, dass reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) mit hoch reaktiven Cysteinen reagieren konnen und als second messenger fungieren
[167]. Aber auch das Radikal Stickstoffmonoxid (NO) kann durch S-Nitrosylierung zur
Grundlage einer PTM werden [168]. Eine weitere Modifikation kann durch die reversible
Addition eines Glutathions (GSH) im Verlauf einer S-Glutathionylierung erfolgen [169]. Ob
eine, und wenn ja welche, der genannten PTMs an der PfNaMNAT erfolgt, kann noch nicht
bestimmt werden. Eine Hemmung der PfNaMNAT unter oxidativem Stress erscheint jedoch
kontraproduktiv, denn gerade in dieser Situation werden Reduktionsdquivalente in Form von
NADH respektive NADPH benétigt [51].

An dieser Stelle sei ein mogliches Experiment zu einer Untersuchung der Auswirkungen einer
PTM an einem Cystein vorgeschlagen. Hierzu sollte eine in vitro Modifikation des Cysteins
erfolgen. Geeignet hierfiir erscheint N-Ethylmaleimid (NEM). Hierbei handelt es sich um eine
relativ kleine Verbindung, welche stabile, kovalente Thioetherbindungen mit Sulfhydrylgruppen
aufbaut. Um die beschriebene Theorie zu verifizieren, diirfte PENaMNAT, die so modifiziert
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wurde keine Aktivitdt mehr aufweisen. Eine solche in vitro Modifikation mit NEM sollte an
Cys43 sowie Cys114 machbar sein um zu {berpriifen, ob hier eine Regulation durch eine

kovalente Modifikation moglich ware.

4.6 Die Bedeutung der Cysteine 41 und 43

In den vorausgehenden Abschnitten wurden die Cysteine Cys41 und Cys43 bereits mehrfach
aufgegriffen. Hier soll nun noch einmal eine fokussierte Betrachtung dieser beiden Aminoséduren,
auch im Kontext der kinetischen Charakterisierung ihrer Mutanten erfolgen, um ihre Signifikanz
ndher beurteilen zu kénnen.

Beide Aminosduren befinden sich innerhalb der Region, die dem flexibelsten Abschnitt des
Bereichs 3 vorausgeht. Die hohe Flexibilitdt der nachfolgenden Aminosduren manifestiert sich
auch darin, dass Cys43 die letzte Aminosdure ist, welche noch in der APC-haltigen Struktur
ansatzweise zu erkennen ist (siehe Abb. 3.28 (B) Seite 100) sowie in den hohen B-Faktoren der
nachfolgenden Aminosduren der NaAD-haltigen Struktur (siehe Abb. 3.28 (C)). Bei anderen
NaMNATs wiirde sich das PPHK-Motiv an Cys43 anschlieen. Mit ihrem Abstand von nur einer
intervenierenden Aminosaure (Arg42) wére ihre jeweilige Position ideal, um eine Disulfidbriicke
auszubilden. Indizien fiir eine derartige Konformation konnten jedoch in keiner der beiden
Strukturen gefunden werden. Es kann jedoch nicht gidnzlich ausgeschlossen werden, dass in vivo
ein Disulfid entsteht, denn eine Kristallstruktur ist nur die Momentaufnahme einer einzelnen
Konformation. Bei Betrachtung der Kristallstruktur ist schlieflich auch zu beriicksichtigen, dass
die Kristallisation der PfNaMNAT stets mit dem Zusatz von TCEP erfolgte. Ein evtl.
vorhandenes Disulfid wiirde somit aufgelést werden. Eine Kristallisation ohne TCEP kénnte sich
jedoch als schwierig erweisen, da durchaus das Potential fiir intermolekulare Disulfidbriicken
zwischen einzelnen Enzymmolekiilen besteht. In jedem Fall wére ein Disulfid jedoch mit
drastischen Auswirkungen auf die Katalyse korreliert. Die Beweglichkeit des Bereichs 3 wiirde
eingeschrankt und dariiber hinaus konnte Cys41 nicht mehr mit der Ribose von NaMN
interagieren. Die Néhe der beiden Cysteine kann jedoch auch nur zuféllig sein. Die Funktion des
Cys41 wird bei anderen NaMNATSs meist durch ein Serin oder Asparagin {ibernommen (siehe das
Alignment in Abb. 3.24 S. 94). Alle drei Aminosduren binden jeweils die Hydroxylgruppe der
Ribose direkt durch eine H-Briicke. Das Cystein konnte bei der PNaMNAT hier evtl. einen
idealen Kompromiss fiir die zu tiberbriickende Distanz darstellen, denn Asparagin kénnte mit
seinem zusdtzlichen Cy-Atom etwas zu lang sein. Eine auf Serin basierende H-Briicke wiére
jedoch vermutlich nicht lang genug. Die mittlere Ldnge von H-Briicken unter Beteiligung von
Cystein ist dagegen grofer und wird hier ideal genutzt [138][139]. Interessant wére an dieser

Stelle eine Mutante C41S oder auch C41N, um zu iiberpriifen ob eine dieser Aminosduren,
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welche bei anderen NaMNATs an dieser Postion auftreten, die Aufgabe des Cysteins vollstandig
iibernehmen koénnte. Wie bereits im Abschnitten 4.5 S. 139ff angesprochen, kénnte Cys43 eine
regulatorische Funktion innewohnen, indem es kovalent modifiziert wird und somit die
Beweglichkeit des angeschlossenen Bereichs 3 einschrankt.

Dass Cys41 eine katalytische Funktion iibernimmt und Cys43 eine regulatorische aufweist wird
auch mittels der durchgefiihrten kinetischen Untersuchungen an Wildtyp und Cystein-Mutanten
untermauert (siehe Abschnitt 3.2.4.2 S. 107ff und insbesondere Tab. 6 S. 109). Da der Ku-Wert
die Substratkonzentration angibt, bei der die Halfte der aktiven Zentren besetzt ist, kann er als
Mal fiir die Affinitdt eines Enzyms zu seinem Substrat angesehen werden [42]. Daher soll
zundchst bei der Interpretation der Messwerte auf ihn zuriickgegriffen werden. Der
zugrundeliegende Referenzwert ist hierbei naturgemall der Ky-Wert des Wildtyps. Das Entfernen
von Cys41 ist mit einem drastischen Anstieg der jeweiligen Ky-Werte korreliert. Da dieses
Cystein nicht direkt mit ATP interagiert, fallen die Anderungen fiir ATP moderat aus und
bewegen sich teils nur im Rahmen eines moglichen Messfehlers. Absolut evident sind sie
dagegen fiir NaMN und NMN. Da durch die Struktur eine direkte Interaktion mit diesen
Substraten herleitbar ist, erscheint dies auch nur folgerichtig. Die katalytische Funktion von
Cys41 lasst sich also in der kinetischen Charakterisierung verifizieren. Im Vergleich dazu sind
die Auswirkungen einer Mutation C43A nur moderater Natur. Ganz im Gegenteil scheinen die
Effekte auf die Katalyse sogar positiv zu sein, denn die Ky-Werte sinken fiir NaMN und NMN.
Dies wird weiter bestitigt, wenn man sich die Ky-Werte von PfNaMNAT“**“3* ansieht. Diese
liegen zwischen denen der Mutanten PfNaMNAT““* und PfNaMNAT“**, d.h. die negativen
Auswirkungen von C41A werden sogar wieder partiell kompensiert, wenn man Cys43
austauscht. Mogliche Erkldrungen fiir dieses Faktum sind naturgemdl§ spekulativ, sollen jedoch
nicht unterschlagen werden. So wiére eine Moglichkeit, dass Cys43 in gewissen Konformationen
im Bestreben ein Disulfid zu bilden, auf Cys41 einwirkt und es somit aus seiner fiir die Katalyse
optimalen Position herauszieht. Vielleicht wirkt es in anderen als der in der Kristallstruktur zu
sehenden Konformationen auch direkt auf das Substrat ein und bewirkt eine Verschiebung aus
seiner optimalen Position. Hier konnte evtl. eine Mutante C43S helfen, die Situation zu kldren.
Waire hier der Ky-Wert mit der Mutante C43A vergleichbar, so wiirde dies ein Disulfid als
Ursache ausschlieen. Eine weitere Option waére natiirlich auch die Strukturbestimmung mittels
NMR. Letztlich bleibt zu konstatieren, dass C43 hier hochstens eine regulative Funktion

tibernehmen kann.

Bei den bisherigen Uberlegungen wurden die Vi...-Werte nicht beriicksichtigt. Der Wildtyp und
PfNaMNAT“** weisen #hnliche Katalysegeschwindigkeiten auf. Hoher sind die Werte von
PfNaMNAT“** und erreichen ein Maximum bei PfNaMNAT“*'#“3* Bestitigt wurde dies auch

durch den Aktivitdtstest, wobei die einzelnen Enzyme ein identisches Verhalten an den Tag
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legten (siehe Abb. 3.35 S. 111). Trotz der negativen Auswirkungen auf den Ky-Wert steigt die
Aktivitdt also an. Diese Unterschiede miissen jedoch nicht der physiologischen Realitét
entsprechen und konnten den artifiziellen Bedingungen des Assays geschuldet sein. Im Verlauf
von weiteren Messungen mit dem Wildtyp wurde noch einmal deutlich, dass dessen Aktivitét
sehr schnell abnimmt und das Enzym sensitiv auf die jeweiligen Pufferbedingungen reagiert.
Unter den gegebenen Bedingungen hat das Entfernen von Cys43 jedoch positive Effekte. Der
Ku-Wert fiir die Substrate wird minimiert und Vi ca. verzehnfacht. Es bleibt zu konstatieren,
dass die Viy.-Werte des Wildtyps in vivo hoher ausfallen konnten, evtl. innerhalb des Rahmens
von PENaMNAT“** oder PfNaMNAT 44434,

Interessant sind auch die Ergebnisse des Oxidationstests (siehe Abb. 3.36 S. 112). In jedem Fall
war eine Reaktivierung des Enzyms durch TCEP moglich. Die Oxidation mit Wasserstoffperoxid
sowie Diamid zeigen dabei dhnliche, jedoch nicht gédnzlich identische Ergebnisse. Da Diamid
wesentlich spezifischer fiir Cystein ist sollen die dabei erzielten Ergebnisse Grundlage der
weiteren Betrachtung sein. Bei dem Wildtyp sowie PfNaMNAT“*** sind gleiche Abnahmen der
Aktivitidt aufgetreten. Die stirkste Resonanz ist bei PfNaMNAT““* zu verzeichnen, wogegen
PfNaMNAT“*A“** ginzlich oxidationsresistent ist. C43 wird somit am stirksten durch
Oxidation beeinflusst, denn es ist das in der Mutante C41A verbliebene Cystein. Hier konnten
z.B. intermolekulare Disulfidbriicken auftreten und der Bereich 3 somit nicht mehr korrekt
schliefen. Die negativen Effekte von C43 scheinen durch C41 bei dem WT partiell kompensiert
zu werden. Entstiinde hier ein intramolekulares Disulfid, wéren die Auswirkungen sicherlich
weniger dramatisch, als diejenigen eines intermolekularen Disulfids. Dass PfNaMNAT“'A.C44
unbeeinflusst bleibt, zeigt ganz klar, dass beide Cysteine oxidationssensitiv reagieren. Die
abweichenden Oxidationseffekte bei Wasserstoffperoxid kénnten auch durch andere Effektoren

als die Cysteine begriindet sein, wie z.B. Oxidation von Tyrosin oder Aspartat [142].

Die Funktion von Cys43 konnte bislang nicht sicher bestimmt werden. Eine sehr spekulative
Theorie soll hier noch angesprochen werden. C41 ist fiir die Katalyse wichtig. Dies kann anhand
der Struktur sowie der Ky-Werte der Kinetik als verifiziert gelten. C43 konnte hier einen
protektiven Effekt aufweisen. Unter oxidativen Bedingungen konnte z.B. ein Schutz vor einer
irreversiblen Uberoxidation zur Sulfonsdure bestehen, wenn ein Disulfid gebildet wird.
Auferdem konnte eine Oxidation von Cys41l auf Cys43 iibertragen werden. Cys43 liegt im
Gegensatz zu Cys41 an der Oberfldche des Proteins. Hier wére evtl. eine weitere Ubertragung
von Elektronen auf ein Antioxidans wie GSH oder Trx mdéglich. Pramisse hierfiir wére natiirlich
eine Konformationsdnderung von Cys43, das vom aktiven Zentrum zur Oberfldche hin rotieren
miisste. Ein moglicher Assay hierzu wére relativ leicht zu realisieren, es miissten der WT und
PfNaMNAT“** unter oxidativem Stress kinetisch untersucht werden. Kénnte ein groRes Molekiil

wie Trx, welches nicht in das eigentliche aktive Zentrum vordringen kann, um dort direkt zu
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wirken, eine protektive Wirkung entfalten, so wére dies ein Beleg obiger Theorie. Die Wirkung
diirfte jedoch nur bei dem Wildtyp und nicht bei der Mutante auftreten.

Als Quintessenz lasst sich festhalten, dass Cys41 eine belegbare katalytische Funktion aufweist.
Weniger gut gesichert erscheint dagegen die Funktion von Cys43. Es konnte eine regulatorische
Aufgabe besitzen, indem z.B. die externe Bindung eines GSH die Flexibilitit des Loops
herabsetzt. Dariiber hinaus wére aber auch eine protektive Funktion denkbar, die Cys41 vor
Uberoxidation schiitzt, indem ein Disulfid gebildet wird oder Elektronen von C41 an externe
Antioxidantien iibertragen werden.

4.7 Kinetischer Vergleich mit anderen NaMNATs

NaMNAT wurde bereits bei einer Vielzahl anderer Organismen kinetisch charakterisiert. Die
Enzymdatenbank Brenda listet verschiedenste Ky-Werte fiir alle drei Substrate des Enzyms (EC
2.7.7.18) auf. Dabei werden teils verschiedene Synonyme fiir identische Substrate verwendet
(Nicotinatribonukleotid sowie Nicotinsduremononukleotid sind synonym, ebenso wie
Nicotinamidmononukleotid und Nicotinamidribonukleotid). =~ Eine Auswahl in der
Originalliteratur iiberpriifter Ky-Werte ist in Tab. 9 angegeben.

Besonders interessant ist dabei sicherlich der Vergleich mit den von O'Hara et al. fiir die
PfNaMNAT ermittelten Werten. Fiir NaMN wurde von diesen Autoren ein etwas hoherer Ku-
Wert ermittelt. Die Gréenordnung ist jedoch identisch. Letztlich kann diese Abweichung auf
experimentelle Unterschiede der verschiedenen Assaysysteme zuriickgefiihrt werden. Auffillig
ist dagegen jedoch der Ky-Wert fiir ATP, hier stehen 20 pM ca. 500 pM gegeniiber. Da der hier
durchgefiihrte Malachitgriin-Assay jedoch unabhédngig von zwei Personen durchgefiihrt wurde
und dabei dhnliche Werte erhalten wurden, scheint ein Messfehler wenig plausibel. Das von
O'Hara et al. verwendete PiPer™ Pyrophosphate Assay Kit besteht aus vergleichsweise vielen
Komponenten, bei denen Nebeneffekte nicht ausgeschlossen werden kénnen. Ausgehend von
den eigenen Beobachtungen beim Erstellen der Ky-Kurven sei zudem noch einmal darauf
hingewiesen, dass ATP bereits selbst starke Hintergrundfarbungen hervorgerufen hat. Diese
wurden in dem hier durchgefiihrten Assay jedoch beriicksichtigt und kompensiert. Um wirklich
Klarheit zu erhalten, verbliebe nur das simultante Messen beider Assays vorzugsweise mit den
jeweiligen Originalexperimentatoren. Ein Kwu-Wert von ca. 0,5 mM erscheint jedoch
physiologisch gerechtfertigt, denn die zelluldre ATP-Konzentration liegt im unteren millimolaren
Bereich [170][171][172]. Es wird davon ausgegangen, dass der Ky-Wert bei vielen Enzymen die
Substratkonzentration in vivo anndhernd widerspiegelt [42]. Selbst mit 0,5 mM ldge der Ku-Wert
der PfNaMNAT immer noch unterhalb der zelluldaren ATP-Konzentration. Ausgehend von der
Tatsache, dass Enzyme allgemein ein Funktionsoptimum und kein Funktionsmaximum
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erreichen, erscheint der hier gemessene Ky-Wert durchaus plausibel. Die zelluldre Konzentration
von NaMN respektive NMN diirfte dagegen wesentlich niedriger sein und den niedrigen Kwu-
Wert somit rechtfertigen. Zudem findet sich auch bei anderen ATP abhéngigen Enzymen je nach
Organismus eine grolle Bandbreite verschiedener Ku-Werte. Die bei BRENDA gelisteten
Ku-Werte der Adenylatkinase (EC 2.7.4.3) liegen zwischen 1 mM und wenigen pM, die der
Guanylatkinase (2.7.4.8) zwischen 1 mM und 0,1 mM. Beide Enzyme weisen eine P-Schleife

sowie Rossmann Falte auf [175].

Tab. 9: Ku-Werte orthologer NaMNATS:.

Organismus Substrat Kv-Wert (pM)  Bedingung Quelle
E. coli ATP 500 37°C,pH 7,5 [173][158]
B. anthracis ATP 44 pH 7,5 [119]
B. subtilis ATP 135 37°C,pH 7,4 [133]
Saccharomyces  ATP 60 37°C,pH 7,5 [158]
cerevisiae 104 (yNMNAT-1) 37°C,pH5-9  [174]
1400 (yNMNAT-2)37 °C,pH5-9 [174]
E. coli NaMN 30 37°C,pH 7,5 [173]
80 37°C,pH 7,5 [158]
B. subtilis NaMN 43 37°C,pH 7,4 [133]
S. cerevisiae NaMN 130 37 °C,pH 7,5 [158]
B. anthracis NaMN 25 pH 7,5 [119]
E. coli NMN 200 37°C,pH 7,5 [158]
B. subtilis NMN 2300 37°C,pH 7,4 [133]
S. cerevisiae NMN 170 (yNMNAT-1) 37°C,pH5-9 [174]
130 (yYNMNAT-2) 37°C,pH5-9 [174]
400 37°C,pH 7,5 [158]
P. falciparum ATP 19,96 + 6,7 pH 7,5 [64]
P. falciparum NaMN 35,86 + 5,1 pH 7,5 [64]
P. falciparum ATP 525+99 pH 7,8 eigene Messung
P. falciparum NaMN 22 £ 11 pH 7,8 eigene Messung
P. falciparum NMN 40 + 14 pH 7,8 eigene Messung
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5 Ausblick

Die Losung der Kristallstruktur der PENaMNAT hat zu einem beachtlichen Erkenntniszuwachs
iber das Enzym beigetragen. Es stellt sich jedoch als eine nahezu emergente Eigenschaft der
Wissenschaft dar, dass jede beantwortete Frage zumindest eine neue Frage aufwirft. Letztlich
steuern diese neuen Fragen jedoch den weiteren Weg. Derart stellt sich auch die Situation fiir die
PfNaMNAT dar. So konnten mehrere Cysteine identifiziert werden, welche an funktional
auffdlligen Positionen lokalisiert sind. Fir Cys41l konnte eine katalytische Funktion
nachgewiesen werden. Die Aufgaben von Cys43 sowie Cys114 konnten dagegen noch nicht
eindeutig bestimmt werden. Es gibt Indizien dafiir, dass beiden Cysteinen eine regulative
Funktion zukommt. Fiir Cys43 wdire auch eine protektive Funktion denkbar. Die kovalente
Modifikation von Cys114 koénnte verhindern, dass das Protein in seine katalytisch aktive
geschlossene Konformation iiberwechselt. Diese hochst spannenden Fragen gilt es in weiteren
Experimenten aufzukldren. Hierzu kénnen zusétzliche Mutanten der PfNaMNAT erstellt werden,
welche die einzelnen Cysteine modifizieren. Es sind auch gezielte Modifikationen einzelner
Cysteine mit thiolspezifischen Reagenzien denkbar. Die jeweiligen Auswirkungen gilt es dann
anhand von kinetischen Untersuchungen genauer zu evaluieren. Als mindestens ebenso
interessant diirfte sich auch die strukturelle Untersuchung derartig modifizierter Enzymvarianten
erweisen. Hier wire z.B. die Kristallisation des Proteins mit einem verdnderten Cys114 denkbar,
um dessen Einfluss auf die Konformation des Proteins gezielt darzustellen. Sollten sich die
bisherigen Kristallisationsbedingungen hierauf nicht {ibertragen lassen, so wire auch die
Messung moglicher Konformationsdanderungen mittels geeigneter Fluoreszenzsonden, wie z.B.
Biman in Kombination mit Tryptophan, denkbar. Diese kénnte auch eine Echtzeitbeobachtung
moglicher Konformationsdanderungen wéhrend der Katalyse ermdoglichen. Die Funktion von
Cys43 konnte ebenfalls in weiteren Kinetiken, evtl. mit Zusatz eines antioxidativen Proteins wie
Trx genauer untersucht werden. Die wichtigste verbleibende Frage diirfte jedoch sein, ob die
PfNaMNAT ein potentes drug target zur Bekdimpfung von Malaria darstellt.

Letztlich verbleibt natiirlich noch die Losung der Struktur von Plrx. Hier bleibt abzuwarten, ob
sich eines der vorgeschlagenen Homologiemodelle als Suchmodell fiir molekularen Ersatz als
geeignet erweist. Sollte dies nicht méglich sein, so miisste die Phase mittels isomorphem Ersatz

oder MAD (multiwavelength anomalous disperision) iiber SeMet bestimmt werden.
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6 Zusammenfassung

Die Nicotinsduremononukleotid-Adenylyltransferase (NaMINAT) ist ein Enzym mit einer fiir die
NAD-Synthese essentiellen Funktion. In Erythrocyten, welche mit Malaria infiziert sind, wurden
erhohte NAD-Konzentrationen festgestellt. Daher sollte die NaMNAT von Plasmodium
falciparum (PfNaMNAT) im Rahmen dieser Arbeit ndher charakterisiert werden. Das Fundament
dieser Arbeit stellen die beiden neuen Kristallstrukturen der PfNaMNAT dar, die jeweils mit
2,2 A aufgelost sind. Die Losung der Struktur erfolgte {iber molekularen Ersatz mittels eines
Homologiemodells der PfNamnat. Bei den Strukturen handelt es sich um Cokristallisationen,
einmal mit dem ATP-Analogon APC, einmal mit dem Produkt Nicotinsdureadenindinukleotid
(NaAD). Beide Strukturen ermdglichen es, samtliche relevanten Interaktionen zwischen den
beiden Substraten ATP und Nicotinsduremononukleotid (NaMN) mit dem Enzym aufzukléren.
Hierauf aufbauend kann gefolgert werden, dass es sich bei dem Reaktionsmechanismus um eine
zufdllige sequenzielle Bi-Bi-Reaktion handelt. Auch wenn die Sequenz der PfNaMNAT
vergleichsweise stark von orthologen Enzymen abweicht, so zeigt die Struktur doch einen hohen
Konservierungsgrad. Dies gilt insbesondere fiir das aktive Zentrum, mit einem konservierten
Arginin und Tryptophan. Ausgehend von den homologen Strukturen einiger Bakterien kann
darauf geschlossen werden, dass die PfNaMNAT durch die Substratbindung von einer offenen in
eine geschlossene Konformation iiberwechselt (induced fit). Im Weiteren wurden mehrere
funktionell relevante Cysteine identifiziert. Cys41 sowie Cys43 wurden anhand von Mutanten
kinetisch charakterisiert. Bei Cys43 und Cys114 kann auf eine regulative Funktion geschlossen
werden, fiir Cys41 ist eine katalytische Funktion belegt. In einer kinetischen Charakterisierung
wurde zudem gezeigt, dass die PFNaMNAT NaMN gegeniiber von Nicotinamidmononukleotid
(NMN) moderat préferiert. Die bislang vermutete Anionenbindetasche fiir die Carboxylgruppe
scheint dagegen nicht haltbar. Von O'Hara et al. wurde der Preiss-Handler-Weg als Quelle fiir die
NAD-Synthese in P. falciparum postuliert. Anhand der hier gewonnenen Erkenntnisse scheint

die Nutzung von NMN eine Alternative zu diesem Stoffwechselwege zu erméglichen.

Ein weiteres potentielles Wirkstoffziel stellt die Glutationreduktase von Plasmodium dar (PfGR).
Im Rahmen eines in silico screening war das Molekiil MPDI 21618 als Inhibitor der PfGR
identifiziert worden. Daher wurde hier der Versuch unternommen den Wirkmechanismus iiber
eine Cokristallisation von PfGR und MPDI 21618 aufzukléren.

Dariiber hinaus wurde erstmals ein fiir die Strukturaufkldrung hinreichend streuungsfahiger
Kristall von Plasmoredoxin (Plrx) erhalten. Auf dem Weg zur Bestimmung der
Phaseninformation konnten hierbei erste Homologiemodelle erstellt werden, so dass es in

Zukunft moglich sein wird, auch die Struktur dieses Proteins aufzuklaren.
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Summary

7 Summary

Nicotinic acid mononucleotide adenylyltransferase (NaMNAT) is an enzyme possessing an
essential functionality within NAD synthesis. Within human erythrocytes, infected with malaria,
elevalted concentrations of NAD have been shown. Therefore NaMNAT of the malaria parasite
Plasmodium falciparum (PfNaMNAT) has been characterized within this thesis. The foundation
of this work is build up by the two novel 2.2 A crystal structures of PENaMNAT. Both of these
structures contain ligands, one the ATP-analogue APC, the other one the product nicotinic acid
adenine dinucleotide (NaAD). Both structures are complementary additions to one another and
allow for the complete revelation of the interactions between both substrates ATP and nicotinic
acid mononucleotide (NaMN) with the enzyme. Based upon this, it can be concluded, that the
reaction mechanism is most likely a random sequential Bi-Bi-reaction. Substrates are arranged
by PfNaMNAT in a perfect orientation, so that they can form a new bonding. Although the
sequence of PfNaMNAT is only distantly related to other ortholog enzymes, the structure stills
shows a remarkable degree of conservation. This is especially fulfilled for the actice site,
containing a highly conserved arginine and tryptophane residue. Besides this, several conserved
structural motives are to be found. Based upon the homologous structure of some bacteria it can
be deduced, that PfNaMNAT changes from an open conformation into a closed one upon binding
of the substrates, a so called induced fit. Besides several cysteine residues possessing functional
relevance could be identified. Cys41 and Cys43 have been kinetically charactericed via their
mutants. Cys43 as well as Cys114 a regulatory function can be postulated. For Cys41 a
catalytically relevant function has been proven. Within kinetic characterization of the wildtype
enzyme it could be shown, that PFNaMNAT prefers NaMN over nicotinamide mononucleotide
(NMN) slightly. An up to now assumed anion binding pocket for the carboxylic acid of NaMN
does not seem to be sustainable. The Preiss-Handler pathway has been proven as source for NAD
synthesis in P. falciparum by O'Hara et al.. Considering the newly acquired results of this work,
the direct utilization of NMN seems to represent an alternative to this pathway.

Glutatione reductase of P. falciparum (PfGR) represents another attractive drug target. A virtual
screening revealed the molecule MPDI 21618 as a potential inhibitor of PfGR. Within this study
a cocrystallization of PfGR and MPDI 21618 was attempted to elucidate their interaction mode.

In addition protein crystals of P. falciparum plasmoredoxin (Plrx), a 22 kDa redox-active protein
have been obtained. A whole data set suitable for structure determination has been obtained. On
the way to determine phase information first homology models have been generated, so that it
should be possible to elucidate the structure of this protein in the near term future.
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8 Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

% (W/v) Gewichtsprozent pro Volumen

A Adenin oder Ampere

Abb. Abbildung

Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

Bis-Tris Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)methan
bp Basenpaar

BSA Bovines Serumalbumin

C Cytosin

CDC Centers for Disease Control and Prevention
da Dalton

ddH.O doppelt destiliertes Wasser

DESY Deutsches Elektronen-Synchrotron

DTG Deutsche Gesellschaft fiir Tropenmedizin
DM PfNaMNATCHA-C434

DMSO Dimethylsulfoxid

DSSP Dictionary of Protein Secondary Structure
DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EID emergin infectious diseases

FPLC Fast Protein Liquid Chromatography
FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer

G Guanin

GR Glutathinreduktase

GSH reduziertes Glutathion

GSSG oxidiertes Glutathion

h Stunde

H-Briicke Wasserstoffbriicke
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HDR
HEPES

IMAC
IPTG
IRS
ITN

Kan
kb

LB
Lsg.

m
M
MCS
MES
min
MMV
MPD
MPI

NAD"
NADH
NADK
NADP"
NADPH
NADS
NaMN
NaMNAT
NamPRT
NaPRT
NamRK
NEM

nl

nm
NMN
NMNAT
NRK

ODeoo
ORF

high dynamic range
2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsédure

immobilized metal ion affinity chromatography
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

indoor residual spraying

insecticide-treated nets

Kanamycin
Kilobasenpaare

Liter
lysogeny broth
Losung

Meter

Molar

multiple cloning site
2-(N-Morpholino)-ethansulfonsaur
Minute

Medicines for Malaria Venture
2-Methyl-2,4-pentandiol
Max-Planck-Institut

Nicotinamidadenindinucleotid (oxidierte Form)
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (reduzierte Form)
NAD-Kinase

Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (oxidierte Form)
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (reduzierte Form)
NAD-Synthetase

Nicotinsduremononukleotid
Nicotinsdauremononukleotid-Adenylyltranserase
Nicotinamidphosphoribosyltransferase
Nicotinsdurephosphoribosyltransferase
Nicotinamidribosidkinase

N-Ethylmaleimid

Nanoliter

Nanometer

B-Nicotinamidmononukleotid
Nicotinamidmononukleotid-Adenylyltranserase
Nicotinsdureribosidkinase

optische Dichte bei 600 nm
open reading frame

150



Anhang

P anogranisches (inorganic) Orthophosphat
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PDB Protein Data Bank

PEG Polyethylenglycol

PPase Pyrophosphatase

PP; anogranisches (inorganic) Pyrophosphat
PEG Polyethylenglycol

Plrx Plasmoredoxin

PRPP Phosphoribosylpyrophosphat

PTM posttranslationale Modifikation

Qa Chinolinsdure

QaPRT Chinolinsdurephosphoribosyltransferase
RBM Roll Back Malaria

RBS ribosomale Bindungsstelle

rMMS random microseed matrix screening
RMSD root mean square deviation

rpm Rotationen pro Minute

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

SeMet Selenomethionin

SLS Swiss Light Source

Stdabw. Standardabweichung

T Thymin

Tab. Tabelle

TAD Tiazofurinadenindinukleotid

TB terrific broth

TCA Trichloressigsdure

TCEP Tris(2-chlorethyl)phosphat

Temed N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
TMN Tiazofurinmononukleotid

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
UNDP United Nations Development Programme
UNICEF United Nations International Children’s Emergency Fund
A% Volt

WHO World Health Organization

WT Wildtyp
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