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Amp
AOP
APS
AS

bp
BSA
C

CH
CuOOH
DHA
DL
DNA
dNTP
DTE
DTNB
DTT
E. coli
EDTA
FAD
FP
G6PDH
GR
Grx
GSH
GSSG
HEDS
IPTG
K

kDa
LA
LAM
LB
LipDH
M
MBP

Mw
NADH, NAD*

Absorptionskoeffizient
Absorptionsdifferenz

Ampicillin

antioxidant protein
Ammoniumperoxodisulfat (Ammoniumpersulfat)
Aminosiure(n)

Basenpaar(e)

bovines Serumalbumin
Carbenicillin

Chloramphenicol
Cumenhydroperoxid (Kumol / Isopropylbenzol / 2-Phenylpropan)
Dehydroascorbat

Durchlauf
Desoxyribonukleinsdure
desoxy-Nukleosidtriphosphat
1,4-Dithioerythrit (-threitol)
5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoat)
1,4-Dithiothreit (-threitol)
Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
Flavinadenindinukleotid
Ferriprotoporphyrin(IX)
Glucose-6-phosphatdehydrogenase
Glutathionreduktase

Glutaredoxin

Glutathionthiol

Glutathiondisulfid
B-Hydroxyethyldisulfid
isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Kanamycin

Kilodalton

Liponsdure

Liponamid

Luria-Bertani
Liponamiddehydrogenase

Marker

maltose-binding protein

Molekulargewicht

reduziertes, oxidiertes Nicotinamidadenindinukleotid
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NADPH, NADP* reduziertes, oxidiertes Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

orf offener Leserahmen (open reading frame)
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Pf Plasmodium falciparum

Pt Populus trichocarpa

Py Plasmodium yoelii

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)
PCOOH Phosphatidylcholinhydroperoxid
PCR Polymerase-Kettenreaktion

PEG Polyethylenglykol

PEP Phosphoenolpyruvat

Plrx Plasmoredoxin

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

Prx Peroxiredoxin(e)

PV Parasitophore Vakuole

RE Rohextrakt

RNA Ribonukleinsdure

ROS Reaktive Sauerstoffspezies

rpm Umdrehungen pro min

SDS Natriumdodecylsulfat

Sc Saccharomyces cerevisiae

tBOOH tert.-Butylhydroperoxid

TEMED N,N,N',N', Tetramethylethylendiamin
Tg Toxoplasma gondii

TPx Thioredoxinperoxidase

Trx Thioredoxin

TrxR Thioredoxinreduktase

U Enzymeinheit (Units, pmol/min)

UK Ubernachtkultur

USP Ultraschallpellet

VK Vorkultur

Bei Enzymen erldutern die Prifixe den Ursprung (z. B. Pf fiir Plasmodium falciparum, Dm
fiir Drosophila melanogaster, h fir den Menschen). Fiir hdufig erwéhnte Organismen wird
das Kiirzel auch alleinstehend verwendet (z. B. Tg fiir Toxoplasma gondii, Pt fiir Populus
trichocarpa, Hi fir Haemophilus influenzae.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Plasmodium falciparum (Pf)

1.1.1  Plasmodium falciparum und Malaria

Malaria ist eine Infektionskrankheit mit Geschichte: Bereits aus Aufzeichnungen der alten
Agypter geht ihre Verbreitung hervor; der griechische Arzt Hippokrates beschrieb um 400 v.
Chr. ein Krankheitsbild, welches dem der Malaria entspricht. Leider ist sie nach wie vor
aktuell: Uber zwei Million Menschen sterben jihrlich an Malaria, 500 Millionen erkranken
(Ridley, 2003), fast die Hilfte der Weltbevolkerung ist infektionsgefdhrdet (Butler, 2004).
Besonders hoch ist die Mortalitidt bei Kindern unter 5 Jahren. Verbreitungsgebiete sind v. a.
die drmsten Regionen der Welt (tropisches Afrika, Siidostasien, Siidamerika) (Abb.1.1); die
Krankheit ihrerseits hat wiederum negativen Einfluss auf die wirtschaftliche Entwicklung.

Abb. 1.1. Globale
Verbreitung der Malaria.
Quelle:
http://www.dpd.cdc.gov/dp
dx/HTML/Aboutdpdx.htm
Centers for Disease Control
& Prevention; National
Center for Infectious
Diseases; Division of
Parasitic Diseases

Die Schwierigkeiten bei der Bekdmpfung liegen nicht nur im Verstdndnis der zugrunde
liegenden biochemischen Prozesse, sondern auch in der kostengiinstigen Herstellung und
Verteilung entsprechender Medikamente. Ein massives Problem stellt die zunehmende
Resistenzentwicklung gegeniiber den bewihrtesten Wirkstoffen - Chloroquin und
Sulphadoxin/Pyrimethamin — dar (Ridley, 2002; Goldberg, 2002). Ein Impfstoff gegen
Malaria schien bereits vor 20 Jahren in Sicht, ldsst jedoch bis heute auf sich warten (Etkin,
2003). Zwar erreichen wiederholt infizierte Personen klinische Immunitit (Pramunitit), diese
ist aber zum einen auf lokale Erreger-Spezies begrenzt und bezieht sich zum anderen lediglich
auf die Manifestation der Erkrankung; die Infektion als solche ist weiterhin vorhanden und ihr
Fortbestehen sogar notwendig fiir die Asymptomatik (Richie und Saul, 2002). Neben der
Behandlung der Erkrankung und der Entwicklung einer Vaccine wird die Strategie der
Ausrottung des Vektors, der Anopheles-Miicke, verfolgt (Richie und Saul, 2002).
Prominentestes Beispiel war die Anwendung von DTT v. a. in den 60er Jahren, die zwar
Erfolg versprechend verlief, jedoch aufgrund der Toxizitdt der Verbindung gestoppt wurde.
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Das Anwendungsverbot ist umstritten: Seit 2001 wird in Stidafrika wieder DTT gespriiht;
2004 gestand die WHO die Verwendung in Innenrdumen zu.

In vielen Teilen der Welt hat trotz Bekdmpfungskampagnen wie der WHO-gefiihrten ,,Roll
Back Malaria“ in den letzten Jahren eine Steigerung der Erkrankungen stattgefunden
(Tongren et al., 2004). Schitzungen gehen gar von einer Verdopplung in den nichsten 20
Jahren aus (Sachs und Malaney, 2002), falls nicht effektive Gegenmallnahmen durchgefiihrt
werden.

Bei der Mehrheit der Malaria-Fille zeigt sich die Erkrankung mit unspezifischer fiebriger
Symptomatik; die Erscheinungsformen der schweren Malaria sind v. a. durch Anédmie und
eine charakteristische zerebrale Symptomatik charakterisiert, die durch Zerstdrung der roten
Blutzellen und die Obstruktion feiner BlutgefdB3e im Gehirn zustande kommen (Mackintosh e?
al., 2004). Jedoch ist die Manifestation der Erkrankung komplexer als lange Zeit
angenommen und nicht als auf einzelne Organe beschrinkt anzusehen. Die wohl wichtigste
Determinante fiir die Uberlebensprognose ist die metabolische Azidose, die wiederum
verschiedene Ursachen haben kann (Miller er al., 2002). Der schlechte Ausgangszustand der
Erkrankten, insbesondere der Kinder, und opportunistische bakterielle Infektionen
verschirfen die Situation (Miller et al., 2002).

Verursacher der Erkrankung sind Parasiten der Gattung Plasmodium. Als Mitglieder des
Stammes der Apicomplexa sind sie verwandt mit mehreren Tausend anderen parasitischen
Protozoen, darunter Trypanosoma, der Erreger der Schlafkrankheit, und Toxoplasma
(Toxoplasmose). Die genannten Parasiten haben sich unverwechselbare Lebensstrategien
angeeignet. Wihrend Toxoplasma fast jeden Vertebraten infizieren und in nahezu jedem
Zelltyp kultiviert werden kann (Generalist), gilt Plasmodium als der perfekte Spezialist: Jede
Spezies infiziert nur eine/einige wenige Wirtsorganismen, und auch die Anzahl iibertragender
Miickenarten — Spezies der Gattung Anopheles — ist begrenzt. Aulerdem auffallend ist die
ausgepragte Gewebespezifitit der verschiedenen Zyklusphasen von Plasmodium (Roos et al.,
2002). Von den vier humanpathogenen Spezies (Tabelle 1.1) ist Plasmodium falciparum die

geféhrlichste.
Spezies Malariaform Tabelle 1.1. Humanpathogene
Plasmodium falciparum Malaria tropica Plasmodium-Spezies.
Plasmodium vivax Malaria tertiana
Plasmodium ovale Malaria tertiana
Plasmodium malariae Malaria quartana

Der Lebenszyklus der Plasmodien ist in Abb. 1.2 gezeigt und in Anlehnung an Mehlhorn und
Piekarski (2002) und Wiesner ef al. (2003) beschrieben.
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Abb. 1.2. Lebenszyklus des Malariaerregers Plasmodium falciparum in der Anopheles-Miicke und im
Menschen. Abbildung nach D. Wirth (Wiesner et al. 2003), veridndert.

Der Lebenszyklus von Pf verlduft in den drei fiir Sporozoen typischen Phasen: Wihrend die asexuelle
Vermehrung (Schizogonie) im Zwischenwirt Mensch stattfindet, verlaufen die sexuellen Stadien Gamogonie und
Sporogonie in der Miicke als dem Endwirt. Mit dem Stich einer infizierten Anopheles-Miicke werden
Sporozoiten in das subkutane Gewebe injiziert, von wo sie iiber die Blutbahn rasch zur Leber gelangen.

Bei dem symptomfreien Befall der Hepatozyten entstehen aus jedem Sporozoit tausende Merozoiten, welche
wiederum in die Blutbahn freigesetzt werden. Zur eigentlichen Erkrankung fithrt nun erst die asexuelle
Vermehrung in den roten Blutzellen (Miller et al., 2002). Bei P. falciparum und vivax dauert ein
intraerythrozytiarer Zyklus 48 h, wobei eine Differenzierung vom Ringstadium tiber das Trophozoitenstadium zu
den Schizonten stattfindet. Im spéten Schizont (Segmenter-Stadium) erfolgt die Teilung in meist 16 Merozoiten.
Durch Platzen des Blutkorperchens gelangen diese ins Blut; die gleichzeitig freigesetzten Stoffwechselprodukte
fiihren zum Fieberschub. Der Rhythmus der Fieberattacken ist jedoch nur dann klar abgegrenzt, wenn es bei
einer einzigen Infektion bleibt. Wihrend des Blutstadiums erfolgt bei Pf auch die Differenzierung einiger
Parasiten zu weiblichen und minnlichen Gametozyten. Der Anteil dieser geschlechtlichen Formen ist abhéingig
von der Stresssituation des Parasiten und damit vor allem von Sauerstoffkonzentration, Temperatur und
menschlichem Immunsystem, bzw. Chemotherapeutika. Die bei einem erneuten Miickenstich mit der
Blutmahlzeit aufgenommenen Gametozyten entwickeln sich im Mitteldarm des Insekts zu Gameten weiter und
verschmelzen schlieBlich zum Ookinet. Diese bewegliche Zygote durchdringt das Darmepithel und siedelt sich
an der Darmauflenwand an. Es bilden sich Sporozoiten aus, die nach Platzen der nun als Oozyste bezeichneten
Struktur in die Speicheldriise einwandern. Beim nichsten Saugakt erfolgt erneut die Ubertragung.

Die traditionelle Vorgehensweise bei der Impfstoffentwicklung beinhaltet die Inaktivierung
und Abschwichung des Erregers. Eine Vaccine mit entsprechend behandelten Pf-Sporozoiten
wurde bereits 1973 zum ersten Mal angewendet (Clyde et al.). Der nachweislich protektive
Effekt einer solchen MaBnahme hilt jedoch maximal 10.5 Monate an (Hoffman et al., 2002).
Die Massenproduktion bestrahlter Sporozoiten und ihre Verteilung zu realistischen Preisen
sind ebenfalls problematisch (Tongren ef al., 2004). Auch Impfstoffe auf der Basis einzelner
Antigene zeigen bislang keinen ausreichend langen Erfolg, was u. a. durch stadien-spezifische
Antigenexpression und Antigenpolymorphismus zu erkléren ist (Richie und Saul, 2002). Die
Behandlung der Erkrankung wird daher auf nicht absehbare Zeit wichtigster Bestandteil der
Malariabekdmpfung sein.
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Die meisten derzeit gebrduchlichen ,,Antimalarials sind Abkommlinge traditioneller
Heilmittel. So haben die Chinoline, zu denen auch Chloroquin gehort, thren Ursprung in
Chinin, der Wirksubstanz der aus Stidamerika stammenden Chinona-Rinde. Artemisinin ist in
der chinesischen Beifussart ,,Qinghao* (Artemisia annua) enthalten (Ridley, 2002). Diese
Verbindungen scheinen durch die Beeinflussung zahlreicher Targetmolekiile zu wirken, von
denen man zwar mittlerweile einige, jedoch lidngst nicht alle kennt (Famin und Ginsburg,
2003; Eckstein-Ludwig et al., 2003). Auch heute noch werden, mehr oder weniger auf dem
Trial-and-error-Prinzip beruhend, natiirlich vorkommende Wirkstoffe gegen Malaria
gefunden, so z. B. das Gewiirz Curcumin (Reddy et al., 2005). Priferiert wird allerdings die
rationelle Medikamentenentwicklung basierend auf der Kenntnis plasmodienspezifischer
Strukturen und Proteine. Jedoch konnen auch Enzyme mit Wirtszellhomologen als
Zielmolekiile dienen, wenn die Enzymstrukturen ausreichend markante Unterschiede
aufweisen (Goldberg, 2002; Hoffman et al., 2002). Solche Vertreter sind fiir zahlreiche
Stoffwechselwege beschrieben (Becker und Kirk, 2004). Der Redoxstoffwechsel besitzt
einige potentielle drug targets: Der Wirkstoff Methylenblau richtet sich u. a. gegen die
Glutathionreduktase des Parasiten; bei den double-headed prodrugs wird ein GR-Inhibitor
reversibel mit einem 4-Aminochinolinderivat (wie Chloroquin) verkniipft (Davioud-Charvet,
2001). Die Glutathion-S-Transferase und das Glyoxalase-System sind ebenfalls
vielversprechende Zielmolekiile (Becker und Kirk, 2004). Mit Plasmoredoxin besitzt Pf ferner
ein einzigartiges Redoxprotein (Becker et al., 2003).

Selbst bei vergleichbarer Auswirkung eines Inhibitors auf isoliertes Parasiten- und
Wirtsenzym ist eine Nutzung noch nicht auszuschlieBen: Eine Verbindung kann auch durch
unterschiedliche Aufnahme in die Zellen, spezifische intrazellulire Behandlung oder
unterschiedlich schnellen Ersatz des gehemmten Enzyms noch parasiten-spezifisch wirken
(Goldberg, 2002).

Die Sequenzierung des Pf-Genoms wurde 2002 abgeschlossen (Gardner et al., 2002).
Bemerkenswerterweise zeigt das Pf-Genom, das sich durch hohen AT-Gehalt auszeichnet
(Wilson et al., 2004), im Vergleich zu dem anderer Eukaryoten die hochste Ahnlichkeit zu
Arabidopsis thaliana (Gardner et al., 2002). Die genomischen und proteomischen Daten, die
in den letzten Jahren entstanden, sind in der spezifischen Datenbank PlasmoDB zuginglich
(Tongren et al., 2004). Im Zuge der Sequenzierung wurden vorldufige Annotationen fiir tiber
5000 mutmaBliche offene Leserahmen (orf) verfiigbar (Gardner et al., 2002), die jedoch nur
als vorldufig betrachtet werden konnen (Wilson, 2004). Ca. 60% der orf haben keine
Orthologe (Wilson et al., 2004).

Arraydaten von Le Roch et al. mit 25 bp-Oligos indizieren, dass 4557 Gene (88%) zumindest
Ix wihrend des gesamten Wirtszyklus exprimiert werden. Intraerythrozytir wird nur ein
erstaunlich geringer Prozentsatz der Gene (>20% von 4488 untersuchten Genen) konstant
exprimiert, die meisten anderen zeigten je ein distinktes Maximum und Minimum der
Transkription (Bozdech und Ginsburg, 2003).
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1.1.2  Besonderheiten des Organismus

Die Besonderheiten von Plasmodium ergeben sich v. a. durch den hédufigen Wechsel seiner
Lebensbedingungen. Insbesondere die Vermehrung im roten Blutkorperchen als eine der am
starksten differenzierten Zellen des menschlichen Organismus erfordert spezielle
Vorkehrungen. So sezerniert der Parasit Proteine in das Cytoplasma und die Plasmamembran
des Erythrozyten, der nach seiner Reifung selber weder Kern noch die Ausstattung fiir
Proteinsynthese und -transport besitzt (Cooke et al., 2004). Durch Einbau von Kanilen in die
Erythrozytenmembran 12-16 h nach der Invasion wird ein stirkerer Stoffaustausch mit dem
Plasma ermoglicht (Ginsburg et al., 1985). Mit Hilfe integraler Membranproteine, die in den
sog. knobs verankert sind, erreicht der Parasit die Anheftung der infizierten roten Blutzellen
an das GefidBendothel. Im Cytoplasma der Wirtszelle installiert Plasmodium ein
Transportsystem, zu dem die Maurer’s clefts und das Tubulovesikulidre Netzwerk gehoren
(Cooke et al., 2004). Der Parasit selbst umgibt sich mit einer parasitophoren Vakuole, die bei
dem Endocytose-dhnlichen Prozess des Erythrozyten-Befalls entsteht.

Charakteristisch fiir die Apicomplexa ist auf der Ebene der subzelluldren Organisation ferner
ein ,,apikaler Organellenkomplex, von dem sich ihre Bezeichnung ableitet (Roos et al.,
2002). Zu diesem Komplex gehoren spezialisierte sekretorische Organellen (Rhoptries,
Mikronema und dense granules) und Cytoskelettelemente (Conoid). Die genaue Funktion
dieser Organellen ist noch nicht bekannt, aber es ist anzunehmen, dass sie mit der Anhaftung
an die Wirtszelle und der Invasion in Verbindung stehen. Der apikale Komplex befindet sich
im vorderen Teil der eindringenden Zelle (dem Zoit). Der Inhalt der Micronema wird auf den
Zellkontakt mit der Wirtszelle hin ausgeschiittet, die Freisetzung des Rhoptry-Inhaltes geht
mit der Etablierung der intrazelluldren parasitiren Vakuole parallel, in welcher sich die
Teilung der Parasiten vollzieht. Auch die dense granules werden im Zuge der Invasion
entladen (Dubremetz et al., 1998).

Die Apicomplexa besitzen eine Vielzahl weiterer ungewohnlicher Organellen: Der innere
Membrankomplex ist essentiell fiir die ungewohnlichen Teilungsmodi dieser Parasiten. Die
wahrscheinlich bemerkenswerteste aller intrazelluldren Organellen jedoch ist das Plastid.

1.1.2.1 Der Apicoplast

Wie die Bezeichnung dieses Kompartimentes besagt, handelt es sich um eine Chloroplasten-
dhnliche Organelle, die der Parasit durch sekundire Endosymbiose erlangte. Dabei umschloss
ein Vorfahr aller Apicomplexa-Parasiten eine eukaryotische Alge und behielt das Algen-
Plastid als solches bei (Gardner et. al, 2002). Der sekundédre endosymbiontische Transfer der
Plastid-DNA hat wahrscheinlich schon vor der Aufzweigung in Apicomplexa,
Dinoflaggellaten und Ciliaten (zusammengefasst als Alveolata bezeichnet) stattgefunden (Fast
et al., 2001). Die Identitdt des Endosymbionten ist noch nicht vollig geklart; sowohl fiir das
Cyanobakterium (Kohler et al., 1997; Gardner et al., 1994) als auch fiir eine Rotalge als
Vorlidufer (McFadden et al., 1997; Wilson, 1993) gibt es Hinweise.
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Abb. 1.3. Der evolutionire Ursprung des
Apicoplasten. Nach Roos et al., 2002; verdndert.
1: Entstehung der Mitochondrien. 2: Entstehung
der Plastiden. 3: Entstehung der Apicoplasten.

Die Entdeckung des Apicoplasten

2 geschah bei der Suche nach dem Wirkziel
verschiedener Antibiotika. Trotz
struktureller Unterschiede schienen die
Verbindungen iiber einen gemeinsamen
Mechanismus zu wirken — in jedem Fall
trat bei den Parasiten der Phenotyp des
delayed death auf (Fichera et al., 1995).

Bei diesem Phinomen ist die Lebens- und Teilungsfihigkeit in der urspriinglichen Wirtszelle

unverindert, aber nach Reinvasion eines neuen Wirtes stirbt der Parasit. Ziel der Antibiotika

waren weder cytoplasmatische noch mitochondriale Ribosomen (Beckers et al., 1995),

sondern die von einem mysteriosen, zirkuldren 35 kb-DNA-Element codierten Ribosomen

(Beckers et al., 1995; Roos et al., 2002). Dieses Element, welches 1975 zum ersten Mal

beschrieben wurde (Kilejan, 1975), entspricht hinsichtlich Gen-,,Inhalt* als auch Organisation

einem Algen-Plastidgenom, das durch zahlreiche Deletionen und Umordnungen verkleinert

wurde (Maréchal und Cesbron-Delauw, 2001). Die Replikation erfolgt allerdings, im

Gegensatz zu dem chloroplastischen Genom, nicht autonom, sondern eng an die des Nucleus

gekoppelt (Foth und McFadden, 2003). Der Hauptunterschied ist aber das vollstdndige Fehlen

der Photosynthesegene. Die Apicomplexa scheinen diese schon relativ frith in der

Entwicklung des Stammes verloren zu haben (Maréchal und Cesbron-Delauw, 2001).

Die Verwandtschaft zu Algen und Pflanzen zeigt sich auch auf biochemischer Ebene bei

Ahnlichkeiten von Stoffwechselwegen (Cavalier-Smith, 1993) und in der Sensitivitiit der

Apicomplexa gegeniiber vielen Herbiziden. Es ist anzunehmen, dass die pflanzliche Seite der

Zellbiologie der Apicomplexa bislang unterschitzt wurde (Maréchal und Cesbron-Delauw,

2001).

Der Apicoplast (wie in den meisten Algen gibt es nur ein Plastid pro Zelle) liegt, wie fiir

Toxoplasma gezeigt wurde, apikal des Nucleus (Roos et al., 2002) und es werden verschieden

enge Beziehungen zu Mitochondrium (Maréchal und Cesbron-Delauw, 2001; Roos et al.,

2002; Obornik et.al., 2002) und Golgi-Apparat (Hopkins et al., 1999; Maréchal und Cesbron-

Delauw, 2001) diskutiert. Das Plastid ist mit 0.15-1.5 pm relativ klein und hat eine ovoide

Form (Maréchal und Cesbron-Delauw, 2001)
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Abb. 1.4. Elektronenmikroskopische = Aufnahme eines
Toxoplasma gondii-Tachyzoiten.

Aus Maréchal und Cesbron-Delauw, 2001. A: Apicoplast, C:
Conoid, D: Dense granules, G: Golgi-Apparat, M:
Mitochondrium, Mi: Micronemes, R: Rhoptries.

Obwohl die Anzahl organelldrer Membranen als eine
recht konservierte Eigenschaft gilt (Cavalier-Smith,
2000) und auch die Ubereinstimmung der Targeting-

Mechanismen fiir eine identische Membrananzahl
spricht (Foth und McFadden, 2003), existieren
verschiedene Angaben fiir die Anzahl der Apicoplast-
Membranen (3-5, Roos et al., 2001; Maréchal, 2001;
4 (Toxoplasma) bzw. 3 (Plasmodium), Maréchal und
Cesbron-Delauw, 2001).

Das 35 kb-Genom, das im Falle von Pf in 1-15
Kopien (Kohler et al., 1997) und iiberwiegend zirkuldrer Form (Williamson et al., 2001)

vorliegt, hat den niedrigsten Informationsgehalt aller Organellengenome (Roos et al., 2002)
und codiert insgesamt fiir lediglich 30 Proteine (Wilson et al., 1998). Dazu gehoren v. a.
Gene, die der Proteinexpression in der Organelle dienen. Der direkte Nachweis Apicoplast-
codierter Proteine konnte noch nicht erbracht werden, woraus die Vermutung resultiert, dass
sie nur in infinitesimalen Mengen produziert werden. Die iiberwiegende Mehrheit der fiir
endosymbiotische Organellen bestimmten Proteine wird im Cytoplasma synthetisiert und
posttranslational importiert (Hauke und Schatz, 1997). Die Kerncodierung vieler
Organellenproteine resultiert aus einem zuriickliegenden Gentransfer von dem Genom des an
Selbstindigkeit verlierenden Endosymbionten (Gardner et al., 2002). Bislang ist die
Apicoplastlokalisation in Pf fiir nur wenige kerncodierte Proteine verifiziert (Waller et al.,
2000), aber Schitzungen belaufen sich auf 150 (Roos et al., 2002) bis 551 (Gardner et al.,
2002) Apicoplast-Kandidaten; letztere Zahl entspricht 10% der kerncodierten Proteine.

Der Transfer in den Apicoplasten wird durch eine zweiteilige N-terminale Leadersequenz
vermittelt. Wird der N-terminale Teil an GFP gekoppelt, fiihrt das zur Sekretion des Proteins
(bzw. Anhédufung in der PV; Waller et al., 2000), was darauthin deutet, dass das Apicoplast-
Targeting iiber den sekretorischen Weg erfolgt (Van Dooren et al., 2000). Wird er durch eine
andere allgemeine Sekretionssignalsequenz (z. B. von Parasitenoberflachenproteinen) ersetzt,
bleibt der Transport in den Apicoplasten erhalten. Bei Deletion des Sekretionssignals
akkumuliert das Protein im Cytosol (Waller et al., 2000). Nach Eintritt in das
Endomembransystem erfolgt wahrscheinlich die Abspaltung dieser ersten Sequenz
(Signalpeptid) und legt so die Plastid-gerichtete Doméne (Transitpeptid; TP) frei (Roos et al.,
2002; Van Dooren et al., 2002).

Diese subterminale Domine ist von sehr variabler Linge (40-200 AS) und &hnelt
Transitpeptiden fiir pflanzliche Chloroplastenproteine. (Foth et al., 2003). Auch sie ist
essentiell fiir erfolgreiche Verbringung in den Apicoplasten (Roos et al., 2002), kann aber
durch eine Chloroplasten-Signalsequenz ersetzt werden (Crawford, unveroffentlicht in Roos
et al., 2002). Sogar eine Leadersequenz aus einem Standard-Signalpeptid eines sekretorischen
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Proteins gekoppelt an ein pflanzliches Chloroplasten-Transitpeptid ist hinreichend fiir die
Verbringung in den Apicoplasten (Crawford und Roos, unveroffentlicht in Van Dooren et al.,
2000).

Weitere gut etablierte Charakteristika eines Plastid-Transitpeptids sind die positive
Nettoladung, und Bindungsstellen fiir Chaperone wie Hsp70. Ansonsten sind noch keine
Consensus-Sequenzen oder strukturellen Eigenschaften bekannt (Foth und McFadden, 2003).
Eine Vermutung ist, dass wichtige Eigenschaften durch Sekundér- und Tertidrstruktur
bestimmt werden (Van Dooren et al., 2000). Andererseits scheinen Chloroplasten-TP in
wissrigem Medium gar keine Sekundér- oder Tertidrstruktur zu besitzen (Von Heijne und
Nishikawa, 1991).

Zu den Biosynthesewegen, die mit dem Apicoplasten in Verbindung gebracht werden,
gehoren die Bildung von AS, Hdm, Isoprenoiden und Fettsduren. Dies ldsst vermuten, dass
genannte Verbindungen z. T. aus dem Apicoplast exportiert werden, wie es fiir
Pflanzenplastide der Fall ist (Gardner et al., 2002). Im Falle nicht-photosynthetischer
Pflanzenplastide ist der Export dieser Substanzen der Grund fiir den Erhalt der Organellen
(Foth und McFadden, 2003). Als Kohlenstoffquelle fiir diese Synthesen scheinen importierte
Triosephosphate und PEP zu dienen (Roos et al., 2002).

Besondere Bedeutung wurde der Entdeckung von Enzymen des DOXP(1-Deoxy-D-Xylulose-
5-Phosphat)-Weges in Pf beigemessen, da der HMG-CoA-Weg (Mevalonat-Weg) zur
Synthese von Isoprenoiden in Apicomplexa-Parasiten fehlt (Jomaa et al., 1999). Da sich der
DOXP-Weg (Non-Mevalonat-Weg) nicht in Sidugetieren findet, wiirden dazugehorige
Enzyme also ideale drug targets darstellen. Beim DOXP-Weg wird zunéchst aus Pyruvat und
GA3P DOXP hergestellt und daraus schlieflich Isopentenylphosphat. Drei der in diesen Weg
involvierten Enzyme wurden bislang identifiziert (Gardner et al., 2002), fiir eines davon
konnte Apicoplast-Targeting in Toxoplasma gezeigt werden (Jomaa et al., 1999). Jomaa und
Kollegen demonstrierten auBerdem die Wirksamkeit des Antibiotikums und Herbizids
Fosmidomycin, das sich gegen genanntes Enzym richtet, bei P. vinckei.

Fiir die Existenz eines Plastid-lokalisierten TypllI-Fettsdure-Syntheseweges sind u. a. mit dem
Nachweis verschiedener involvierter Enzyme im A. zahlreiche Beweise erbracht (Waller et
al., 2000; Jelenska et al., 2001; Surolia und Surolia, 2001), und es wird vermutet, dass es sich
bei der de novo-Generation von Fettsduren um einen essentiellen Stoffwechselweg des
Parasiten handelt. Zur Ausbildung der PV nach der Wirtszellinvasion benétigt der Parasit
grofe Mengen an Membranlipiden, und die Notwendigkeit des Plastids fiir deren
Bereitstellung wiirde den delayed death nach Zerstorung des Apicoplasten erklidren (Foth und
McFadden, 2003). Reduziertes Ferredoxin, das in nicht-photosynthetisch aktiven Plastiden
NADPH-abhingig durch die FNR entsteht, konnte als Reduktionsmittel fiir die Desaturierung
von Fettsduren dienen.

Fichera und Roos vermuten eine Rolle des Apicoplasts bei der Etablierung der Parasitophoren
Vakuole wihrend der Wirtszellinvasion (1997). Die Bedeutung des Plastids fiir die Infektion
der Wirtszelle wurde bereits mit der Beobachtung des delayed death durch Antibiotika
suggeriert. Das Wachstum von Apicomplexa-Parasiten kann durch Verbindungen gehemmt
werden, die die Autonomie des Apicoplasten zerstoren, sei es auf Ebene der DNA-
Replikation oder der Transkription, RNA-Prozessierung, Translation oder Proteinreifung
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(McFadden und Roos, 1999). Der delayed death wurde auch bei Plastid-defizienten Parasiten
beobachtet (He et al., 2001). Der Apicoplast hat also, obwohl oft als degeneriertes Plastid
angesehen, vitale Funktionen.

1.1.2.2 Héamoglobin-Abbau

Bei Hidmin handelt es sich chemisch gesehen um Ferriprotoporphyrin IX, d. h. um Him,
dessen zentrales Eisenatom im Oxidationszustand (+3) vorliegt. Him ist der katalytisch
essentielle Bestandteil zahlreicher Enzymproteine, wie beispielsweise Cytochrom P450 oder
Katalase. Vor allem aber dient es durch seine Fahigkeit, Sauerstoff anzulagern als dessen
Triger im Blut in Form des Oxyhdmoglobin. Das Himoglobin der Erythrozyten stellt auch
den groten Hamspeicher des Korpers dar (Hebbel und Eaton, 1989).

Erhohte Konzentrationen an freiem Ham als Produkt der Himoglobin-Denaturierung finden
sich bei Krankheitsbildern wie z. B. B-Thalassimie, Sichelzellanimie (Shaklai et al., 1985)
und Glucose-6-phosphatdehydrogenase-Mangel (Janney et al., 1986), aber auch unter
erhohtem oxidativem Stress (Hebbel und Eaton, 1989).

Ferriprotoporphyrin IX (FPIX) interkaliert in die Membran-Doppelschicht und bindet an
Membranproteine (Kirschner-Zilber et al., 1982), was iiber die Dissoziation von
Membranskelettproteinen (Liu et al., 1985) und die Steigerung der Membranpermeabilitit zu
der unter gesteigerten Haminkonzentrationen beobachteten Zellyse fiihren kann (Fitch et al.,
1983). Eine FP-Konzentration von 6 uM ist ausreichend fiir diese Wirkung (Chou und Fitch,
1980). Eine weitere Ursache fiir die Toxizitit des FP ist neben den Detergens-dhnlichen
Eigenschaften (Chou und Fitch, 1981) seine Elektrophilie/Redoxaktivitdt (Tappel, 1953). So
ist beispielsweise die Induktion der Peroxidation von Membranlipiden durch FP beschrieben
(Sugioka et al., 1987).

Die Erhohung der FP-Konzentration in Malaria-infizierten Erythrozyten ist auf den
Hamoglobin-Verdau des Parasiten zuriickzufiihren. Das Hamoglobin wird dazu samt weiteren
Bestandteilen des Wirtscytoplasmas durch Pinozytose aufgenommen und in diesen
sogenannten Transportvesikeln (TV) (laut Hempelmann et al. geschehen Hb-Verdau und
Héampolymerisation schon in den TV (2003)) zur sauren Fressvakuole (FV) (pH 5.2) gebracht,
wo der eigentliche Abbau stattfindet (Francis et al., 1997). Dieser beginnt mit der
Umwandlung des Oxy- in Methdmoglobin. Das dabei entstehende Superoxid dismutiert im
umgebenden sauren Milieu spontan zu H,0, (Francis et al., 1997), welches ebenfalls zur
Steigerung des oxidativen Stress’ beitrdgt. Der niedrige pH der FV ist notwendig, um die
Aktivierung der Proenzyme der Aspartat-Proteasen Plasmepsin I und II zu ermoglichen. Diese
konnten dann nach heutigem Kenntnisstand den Verdau des Himoglobin-Proteins beginnen.
Allerdings wurde die zur Aktivierung ebenfalls benétigte spezifische Protease noch nicht in
der Fressvakuole nachgewiesen (Ginsburg, 2003). Die weitere Zerkleinerung der durch die
Plasmepsine entstandenen Fragmente in Peptide wird der Cystein-Protease Falcipain
zugeschrieben (Francis et al., 1997). Die Hydrolyse der Peptide in Aminosduren erfolgt
moglicherweise nicht in der FV, sondern im Cytoplasma. Die Gewinnung der Aminoséduren
stellt das Ziel des Himoglobin-Verdaus dar — der Parasit verwendet sie zur Synthese seiner
Proteine (Francis et al., 1997); letztere wird durch Hdm auch stimuliert (Surolia und
Padmanaban, 1991). Die Intensitit dieses Abbaus iiberschreitet jedoch das Ausmal, das fiir
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die ausreichende Bereitstellung der Aminosduren notig wire. Eine Erkldrungsmoglichkeit fiir
die extensive Himoglobindegradation wird in der Notwendigkeit gesehen, den osmotischen
Druck des Wirtscytoplasmas abzusenken: Nur durch die Verringerung der Konzentration
impermeabler geloster Stoffe konne eine vorzeitige Lyse der stark permeabilisierten
Wirtszelle verhindert werden, so postulieren Lew et al. (2003).

Ein Teil des als Nebenprodukt entstehenden Ferriprotoporphyrins unterliegt in der digestiven
Vakuole einem Polymerisierungsprozess, bei dem das Fe(Ill) einer Him-Untereinheit mit der
Propionat-Seitenkette einer zweiten verkniipft wird. Einzelne Ketten werden zusitzlich iiber
die Carboxylatgruppen quervernetzt, wodurch die Struktur des entstehenden unldslichen
Pigmentes Himozoin Komplexitit und Festigkeit erhilt (Pagola et al., 2000). Der Prozess der
Hémozoin-Bildung stellt ein interessantes drug target dar und ist immer noch Gegenstand der
Forschung. Wihrend anfanglich die Beteiligung einer Himpolymerase vermutet wurde (Slater
und Cerami, 1992), gab es zwischenzeitlich auch Hinweise auf einen spontanen Ablauf des
Prozesses (Adams et al., 1996) und auf eine autokatalytische Umwandlung von Ham durch
vorgebildetes Himozoin (Dorn et al., 1995). Mittlerweile gilt jedoch die Notwendigkeit der
Anwesenheit parasitischen Materials als gesichert (Pandey und Tekwani, 1996). Ebenso
akzeptiert ist die Beteiligung von Phospholipiden (Egan ef al., 1994) und HRP (histidin-rich
proteins) (Sullivan et al., 1996), wenngleich noch strittig ist, ob genannte Komponenten in
dem Male in der FV vorhanden sind, um eine hinreichende Katalyse des Prozesses zu
bewirken. Uneinigkeit herrscht ferner iiber den Anteil an freiem FP, der der Polymerisierung
entgeht. Einige Autoren ermittelten den als Himozoin entgifteten Teil des FP mit lediglich
20-30% (Ginsburg et al., 1998; Loria et al., 1999), wihrend andere ihn mit 95% beziffern
(Egan et al., 2002). Fiir das Nicht-Hdmozoin-FP werden verschiedene Moglichkeiten der
Entgiftung diskutiert: Bei der peroxidativen Degradation entsteht durch Reaktion mit H,O,
zunichst das Ferrylintermediat. Elektronentransfer innerhalb dessen bewirkt die Offnung des
Porphyrinrings, und es entstehen letztendlich dipyrrolische Fragmente. Die GSH-abhingige
Degradation findet im Cytosol statt, wohin das FP durch seine Membrangingigkeit gelangen
kann. Die Reaktion ist Sauerstoff- und stark pH-abhingig (bei 7.0 maximal, bei 8.0 kaum
feststellbar). Ascorbinsdure steigert den Vorgang (Zou et al., 2002). Die Identitdt der
Endprodukte ist nicht geklirt, sie unterscheiden sich jedoch von denen des H,O,-vermittelten
Abbaus, wenngleich auch hier der Tetrapyrrolring zerstort wird. Bei der GSH-FP-Reaktion
entsteht Wasserstoffperoxid, was neben dem GSH-Verbrauch als Grund fiir die Him-
induzierte Steigerung des Hexosemonophosphatweges (HMPS) im Erythrozyten angesehen
wird (Atamna und Ginsburg, 1995). Da bei beiden Degradationsprozessen letztlich auch freies
Fe(Ill) entsteht, welches als Promotor von Radikalbildungsprozessen wirkt, kann man die
Entgiftungsfunktion der Abldufe wohl ohnehin nur als eingeschrinkt betrachten, zumal auch
in der Dekompartimentierung des Eisens ein Grund fiir Himolyse gesehen wird (Gutteridge,
1986). Eine Puffermoglichkeit fiir steigende FP-Konzentrationen ergibt sich durch die
Bindung von FP an verschiedene Proteine (Harwaldt er al., 2002). Wihrend die
Proteinbindung zundchst als unspezifisch bezeichnet wurde (Atamna und Ginsburg, 1995),
indizieren jiingere Studien Selektivitidt (Famin und Ginsburg, 2003). Aus der Interaktion mit
FP kann allerdings auch die Hemmung entsprechender Enzymfunktionen resultieren, wie fiir
einige Erythrozyten-Enzyme gezeigt wurde (Aldolase, 6-Phosphogluconatdehydrogenase,
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Adenylatkinase, Pyrimidinnucleosidmonophosphat-Kinase etc.; K; ~ 1 uM; Zerez et al.,
1987). Die GSH-abhingige Abbaumoglichkeit ist jedoch trotz Proteinbindung gegeben
(Famin et al., 1999).

Interessanterweise hemmen die auf der Aminochinolinstruktur basierenden Antimalaria-
Medikamente sowohl die Polymerisierung des FP als auch die genannten
Degradationsprozesse. Gesteigert wird dagegen die Membranassoziation des FP (Ginsburg e?
al., 1998). Insgesamt verstirken solche Medikamente also die FP-Toxizitdt, wihrend die
Katalase- und Peroxidase-Eigenschaften des FP beeintrachtigt werden (Loria et al., 1999).

Die weitere Aufklirung des FP-Metabolismus ist damit sowohl fiir die Entwicklung neuer
Antimalaria-Wirkstoffe von Belang als auch fiir die Umgehung der wachsenden Resistenz
gegeniiber bislang verwendeten Substanzen (Becker et al., 2004).

1.2 Antioxidative Systeme

Aerobe Lebensbedingungen, das bedeutet ein sauerstoffabhéngiger Energiestoffwechsel, sind
unweigerlich mit der Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) verkniipft. Dazu zédhlen
Radikale wie das Superoxid-Anion oder das duBerst aggressive Hydroxylradikal, aber auch
nicht-radikalische Spezies wie H,O, und Singulett-Sauerstoff. Diese Molekiile konnen die
verschiedensten Biomolekiile angreifen und somit iiber Enzyminaktivierung (Stadtman und
Levine, 2000; Szweda et al., 2002), Lipidperoxidation (Sanchez-Perez et al., 2005) und
Verdnderung von Nucleinsduren (Marnett, 2000) die Zelle schddigen. Es existiert jedoch auch
ein vielfdltiges System von zelluldren Verteidigungsmechanismen. Daher spricht man erst
dann von oxidativem Stress, wenn die Entstehung der ROS deren Entgiftungsmoglichkeiten
tibersteigt (Sies und Cadenas 1985). Klassische Bestandteile des ROS-Entgiftungssystems
sind Superoxid-Dismutase (2 O,” + 2 H" — H,0, + O,), Katalase (2 H,0; — 2 H,O + Oy)
und die Systeme basierend auf Glutathion und Thioredoxin (Nordberg und Arnér, 2001).

Die Toxizitit der reaktiven Verbindungen macht sich der Sduger-Organismus bei der Abwehr
von Eindringlingen zunutze: Das Immunsystem produziert in dieser Situation gezielt ROS,
z. B. durch die Katalyse des Enzyms NADPH-Oxidase. Pathogene Mikroorganismen stehen
daher bereits durch den Befall des Wirtes unter oxidativem Stress. Aber auch die hohe
Teilungsgeschwindigkeit und deshalb enorme Stoffwechselleistung bringt fiir Erreger wie Pf,
aber auch fiir Tumorzellen starke oxidative Belastung mit sich (Becker et al., 2004; Pelicano
et al., 2004). Spezifisch fiir Plasmodium ist die Oxidantienproduktion im Zuge des
Héamoglobin-Verdaus.

Die ROS-Produktion beeintrdchtigt nicht nur den Parasiten: Verschiedene Manifestationen
der Malaria sind mit dem oxidativen Stress des Patienten verkniipft (Becker et al., 2004).
Andererseits sind gerade Individuen, deren Genotyp einen erhohten ROS-Level in den
Erythrozyten bedingt (Browne et al., 1998, Tavazzi et al., 2001), wie Sichelzellandmie oder
Thalassdmie, relativ vor Malaria geschiitzt (Becker et al., 2004). Viele der bislang
verwendeten Antimalaria-Substanzen wie Chloroquin, Artemisinin (Jefford, 2001) und
Methylenblau (Farber et al., 1998) wirken ebenfalls iiber die Erhohung des oxidativen Stress’.
Die Bestandteile des parasitiren ROS-Entgiftungssystems sind daher ideale Zielmolekiile fiir



Einleitung 12

die Medikamentenentwicklung. Da Pf wahrscheinlich weder Katalase noch eine klassische
GPx besitzt (Sztajer et al., 2001), gewinnen Trx- und GSH-System an Bedeutung.

1.2.1  Das Glutathion-System

1.2.1.1 Glutathion (GSH) und Glutathionreduktase (GR)

Das Tripeptid Glutathion (y-Glutamylcysteinylglycin) ist fiir die meisten Organismen das
wichtigste niedermolekulare Thiol — seine intrazellulire Konzentration bewegt sich im
millimolaren Bereich. Es wirkt sowohl direkt als Antioxidans, z. B. iiber den Abbau von FPIX
und die Regeneration von Ascorbat, als auch indirekt als Substrat fiir entgiftende Enzyme wie
Glutathionperoxidase oder Glutaredoxin. Dabei wird es zum Glutathiondisulfid oxidiert; seine
Regeneration erfolgt durch das Flavoenzym Glutathionreduktase nach der Reaktion

NADPH + H" + GSSG — NADP" + 2 GSH (Williams, 1992).

Ublicherweise betriigt das cytosolische Konzentrationsverhéltnis GSH:GSSG 100:1 (Firber et
al., 1998).

Eine weitere Funktion von GSH ist die Bildung gemischter Proteindisulfide. Diese
Glutathionylierung erfolgt vor allem an redox-aktiven Proteinen, deren katalytische Zentren
zwar dadurch blockiert, aber auch vor irreversibler Oxidation geschiitzt werden (Ghezzi und
Bonetto, 2003). Die Konjugation mit GSH wird ferner zur Entgiftung von Xenobiotika
genutzt. Hier ist die Glutathion-S-Transferase (GST) das katalysierende Enyzm (Harwaldt e?
al., 2002). Schlieflich arbeiten auch Glyoxalasen GSH-abhidngig und entfernen so a-
Ketoaldehyde.

Das Flavoenzym Glutathionreduktase gehort wie die TrxR zur Enzymfamilie der
Pyridinnukleotid-Disulfid-Oxidoreduktasen und ist als Homodimer aktiv; ihr fehlt jedoch das
C-terminale Redoxzentrum (s. u.). Jede Untereinheit besteht aus drei Dominen, der FAD-
Domine, in welcher FAD als prosthetische Gruppe vorliegt, der NADP*-Domiine, welche
NADPH bindet, und der Zwischendomine, welche mit der FAD-Doméne der anderen
Untereinheit die Glutathionbindungsstelle bildet. Verbindungen, die die Dimerisierung
hemmen, verhindern iiber die fehlende Glutathionbindung auch die Aktivitdt des Enzyms
(Sarma et al., 2003). Zwar besitzen wohl die meisten eu- und prokaryotischen Organismen
eine GR, es gibt jedoch auch Ausnahmen wie z. B. Trypanosoma, die statt GSH Trypanothion
verwenden, Drosophila melanogaster und auch den Malaria-Vektor Anopheles gambiae
(Kanzok et al., 2001). Da letztere jedoch GSH als Antioxidans einsetzen, sind sie auf
alternative Regenerationsmechanismen angewiesen. Einer davon ist die nicht-enzymatische
Reaktion zwischen Thioredoxin und GSSG (Bauer et al., 2002). Diese Interaktion stellt eine
wichtige Verkniipfung zwischen GSH- und Trx-System dar. Das GSH-System ist auch bei Pf
vorhanden: Derzeit sind eine GR, ein Glutaredoxin, eine GST, mehrere Glyoxalasen und
mehrere Glutaredoxin-dhnliche Proteine (Glp) bekannt (Féarber et al., 1998; Harwaldt et al.,
2002; lozef et al., 2003; Deponte et al., 2005). Das Plasmodien-spezifische Protein
Plasmoredoxin kann sowohl von Trx als auch von GSH und Grx reduziert werden (Becker et
al., 2003), wodurch sich eine weitere Verbindung der beiden Systeme ergibt.
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Dariiber hinaus kann die Ribonukleotidreduktase von Trx wie auch Grx mit Elektronen
versorgt werden, was die Systeme in die DNA-Synthese involviert.

Ribonukleotid-
reduktase

Abb. 1.5. Trx- und GSH-System von Plasmodium falciparum.
* Die Substratspezifitit der TPx2 ist noch nicht geklart.

1.2.1.2 Glutaredoxin (Grx)

Glutaredoxine, oft auch als Thioltransferasen bezeichnet, sind kleine, ubiquitire
Oxidoreduktasen, die der Thioredoxinfamilie angehdren. Sie haben fiir gewohnlich ein
Molekulargewicht von 10-15 kDa und klassischerweise ein Cys-Pro-Thr-Cys-Motiv im
aktiven Zentrum (Rahlfs et al., 2001; Rouhier et al., 2004). Thre Reduktion erfolgt im
allgemeinen durch das GSH-GR-System; fiir den Phagen T4 ist beispielsweise jedoch auch
eine Regeneration durch TrxR beschrieben (Nikkola et al., 1993). Das Redoxpotential der Grx
ist hoher als das der Trx (E.coli-Grx -190 bis -230 mV vs. -270 bis -330 mV von Trx)
(Rouhier et al., 2004). Die typischen Glutaredoxine konnen sowohl einen Dithiol-Disulfid-
Austausch durchfiihren, fiir den beide Cysteine der active site notig sind (Bushweller et al.,
1992), als auch gemischte Protein-Glutathion-Disulfide reduzieren, wozu nur das N-terminale
Cystein gebraucht wird. Letztgenannte Reaktion wird auch als Deglutathionylierung
bezeichnet (Starke et al., 2003) und wird laut Lundberg et al. bevorzugt durchgefiihrt (2001).
Die moglichen in vivo-Funktionen von Glutaredoxinen sind daher besonders in Bezug auf
Enzymregulation vielfiltig (Rouhier ef al., 2004).
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Besonderes Interesse ziehen auch Fusionsproteine auf sich, in denen eine oder mehrere Grx-
Doménen mit anderen funktionellen Bereichen verkniipft sind. Beispiele sind die Grx-Prx-
Fusionen aus Neisseria meningitidis, Haemophilus influenza und anderen Bakterien (Rouhier
und Jacquot, 2003; Pauwels et al., 2000), die Methioninsulfoxidreduktase aus Gracilaria
gracilis, an die sich N-terminal zwei Grx-Dominen anschlieBen (Rouhier er al.,
unverdffentlicht, in Rouhier et al., 2004), vor allem aber die u. a. in verschiedenen Sdugern
vorkommende Fusion aus Grx und TrxR: Dieses Enzym katalysiert sowohl die Trx- als auch
die GSSG-Reduktion und nutzt das entstandene GSH zur Reduktion der Grx-Doméne (Sun et
al., 2001).

Die Grx-Aktivitit in vitro wird v. a. iiber die Reduktion des artefiziellen Substrates 2-
Hydroxyethyldisulfid (HEDS) definiert (Holmgren und Aslund, 1995). Allgemein bekannt
sind die Fihigkeit zur (unspezifischen) Reduktion von Dehydroascorbat (Wells et al., 1990)
und die Funktion als Elektronendonor fiir die Ribonukleotid-Reduktase (Holmgren, 1976).
Die Interaktion mit Peroxiredoxinen wurde erst kiirzlich beschrieben (Rouhier et al., 2001
und 2002; diese Arbeit). Glutaredoxine sind liber die Regulation von Transkriptionsfaktoren,
Kinasen und Phosphatasen an der Signaltransduktion beteiligt und beeinflussen zahlreiche
Stoffwechselwege durch Reduktion oder Regulation entsprechender Enzyme. Sogar die
Ausiibung beider Funktionen an einem Enzym (Reduktion der active site und Regulation
durch Glutathionylierung eines weiteren Cys-Restes) sind beschrieben (PAPS-Reduktase;
Roubhier et al., 2004). Ferner sind Grx in Prozesse wie Apoptose, Cytoskelett-Organisation
und die Zusammensetzung von Fe-S-Clustern in Mitochondrien involviert (Rouhier et al.,
2004).

Es ist daher nicht verwunderlich, dass Nullmutanten fiir mehrere Grx (z. B. die drei
Monothiol-Grx aus Saccharomyces cerevisiae (Grx3-5)) nicht lebensfihig sind (Collinson et
al., 2002). Jedoch konnen andere Mehrfachdeletionen wiederum von anderen Grx
kompensiert werden. Das Trx-System kann ebenfalls einen Grx-Mangel z. T. auffangen und
umgekehrt, wie fiir E. coli gezeigt (Fernandes und Holmgren, 2004).

Auch fiir eine direkte Verbindung zwischen den beiden Proteinen existieren einige Indizien.
Beispielsweise wird das ScGrx5 durch E. coli-Trx vergleichbar effizient reduziert wie durch
GSH (Roubhier et al., 2004). Umgekehrt reduziert Trx aus Pappel das entsprechende Grx
(Gelhaye et al., 2003). Auch die Regulation von Trx durch Grx ist denkbar, denn humanes
Trx kann am Cys73 glutathionyliert und dadurch inaktiviert werden. Grx konnte diese
Modifizierung riickgédngig machen (Casagrande et al., 2002).

Grx selbst konnen wahrscheinlich auch durch Glutathionylierung inaktiviert werden, wie
Studien mit humanem Grx1 und E. coli-Grx3 indizieren. Der Mechanismus ist dabei die
Bildung eines gemischten Disulfids mit einem Cysteinrest ausserhalb der active site (C83 im
humanen, C65 im E. coli-Protein) (Lundberg et al., 2001).

Fiir Plasmodium falciparum sind ein Grx und drei Grx-like proteins (PfGlp1-3) beschrieben
(Rahlfs et al., 2001; Deponte et al., 2005). PfGrx stellt mit der active site-Sequenz CPYC ein
klassisches (2-Cys-)Grx dar. Es hat mit HEDS eine spezifische Aktivitit von 47 U/mg, der
K fiir das artefizielle Substrat wurde mit 700 uM gemessen, der fiir GSH liegt > 4 mM. Die
Affinitit der Ribonucleotidreduktase (aus 7. brucei) fiir das Protein ist vergleichbar mit der
fiir das E. coli-Homolog (Ky = 0.2-0.5 uM vs. 0.4 uM). Optimale Aktivitét zeigt es bei pH
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8.6, und Temperaturen bis 60°C haben ihm nichts an. Die Aktivitdt wurde in verschiedenen
Parasitenstimmen nachgewiesen (Rahlfs et al., 2001). PfGrx kann auBerdem als
Elektronendonor fiir das Plasmodien-spezifische Protein Plrx dienen (Becker et al., 2003).

Die Glpl-3 enhalten im aktiven Zentrum das sog. PICOT (Proteinkinase C-interacting cousin
of thioredoxin)-Motiv, CFGS, sind also PICOT-HD (homology domain)-haltige Proteine
(Isakov et al., 2000; Deponte et al., 2005). Wahrend typische Grx-Aktivitdten fiir Glpl und 2
nicht gefunden wurden, kann Glpl jedoch, wie das ScGrxS5, Ni2* reduzieren. Es wird daher
eine Funktion im Fe-S-Cluster-Stoffwechsel in Betracht gezogen (Deponte et al., 2005).

1.2.2  Das Thioredoxin-System

1.2.2.1 Thioredoxinreduktase (TrxR)

Wie aus Abb. 1.5. ersichtlich, stellen die TrxR und ihr Substrat Thioredoxin (Trx) die
Grundbausteine des danach benannten Systems dar.

Sauger-TrxR gehoren zur Familie der Pyridinnukleotid-Disulfid-Oxidoreduktasen, die alle
FAD als prosthetische Gruppe nutzen und als Homodimere aktiv sind. Weitere Mitglieder
dieser Familie sind Glutathionreduktase, Trypanothionreduktase, (Dihydro-)Liponamid-
dehydrogenase und Quecksilberionen-Reduktase (Gromer et al., 1999). Genannte Enzyme
zeigen groBe Ahnlichkeiten hinsichtlich Struktur und Mechanismus. Die bestehenden
Unterschiede fithren bei den TrxR zu einer Aufteilung in groBe (Sduger-, Pf-; My etwa
55 kDa pro UE) und kleine (Bakterien-, Pflanzen-, Pilz-; My etwa 35 kDa pro UE) Vertreter.
Der grundsitzliche Mechanismus ist wie folgt: Von NADPH wird ein Reduktionsédquivalent
zunichst auf das Flavin und von dort auf das active site-Disulfid iibertragen (Abb. 1.6). Es
entsteht im Falle der groBen TrxR (und auch der GR und LipDH) ein Charge-Transfer (CT)-
Komplex zwischen Thiolat (C93 in PfTrxR) und Flavin, der sich durch ein
Absorptionsmaximum bei 540 nm auszeichnet. In den kleinen TrxR dagegen wird der CT-
Komplex nicht stabilisiert, und reduzierte Enzyme sind daher ein Gemisch aus FAD-Dithiol-
Formen und solchen mit reduziertem Flavin und Disulfid (Williams et al., 2000).

Die genannte active site beinhaltet das Motiv CXXXXC; in der PfTrxR befinden sich die
Cysteine in den Positionen 88 und 93. Wie in hTrxR und hGR gehoren sie zur FAD-
Bindungsdoméne. Im Enzym aus E. coli sind sie dagegen in die NADPH-Bindungsdoméne
eingebettet und nur durch zwei AS-Reste getrennt (Miiller et al., 1996). Die eigentliche
Besonderheit von Sduger- und auch PfTrxR liegt jedoch im C-Terminus: Dort befindet sich,
direkt benachbart dem letzten AS-Rest (Gly) ein zusitzliches, redoxaktives Dithiol/Disulfid.
Im Plasmodium-Enzym ist dies das C535XXXXC540, in der hTrxR das SeCys496-Cys497-
Element. Das Selenocystein in diesem peripheren Redoxzentrum ist ein Markenzeichen der
Sauger-TrxR (Becker et al., 2000). Die Funktionalitit der Gruppierung, ebenso wie die
Bedeutung des Selens in den Sidugerformen wurde anhand entsprechender Mutanten
demonstriert (Williams et al., 2000; Gromer et al., 1999; Brandt und Wessjohann, 2005).
Zwar sind die Ky-Werte der humanen SeCys—Cys-Mutante dem Wildtyp &hnlich; der
thermodynamische Vorteil von Selenocystein gegeniiber Cystein resultiert jedoch in einer
1000x schnelleren Umsetzungsgeschwindigkeit.
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Die Beteiligung des C-terminalen Motivs am Reaktionsmechanismus wurde ebenfalls durch
Mutagenese-Experimente deutlich. Das active site-Dithiol der einen UE gibt seine Elektronen
an das periphere Disulfid der benachbarten UE weiter. Auf diese Weise gelangen die
Reduktionsidquivalente aus dem apolaren Inneren des Enzyms iiber das als Shuttle
fungierende periphere Dithiol an die Oberfliche und werden somit fiir das Substrat
zugénglich (Williams et al., 2000).

In niedrigeren Spezies, denen der C-terminale Arm fehlt (kleine TrxR), wird der Transfer
durch Rotation der Doménen erreicht. Im Falle von GR und LipDH dagegen sind die
Substrate klein genug, um selber in die Nihe des active site-Dithiols zu gelangen (Williams e?
al., 2000).

In Séugern kennt man drei verschiedene TrxR-Gene und -Proteine: die cytosolische TrxR1,
die der TrxR1 eng verwandte TrxR2 und die entwicklungsgeschichtlich etwas entferntere
TrxR3, die aber dennoch iiber 50% Identitit zu den Enzymen 1 und 2 aufweist. TrxR3 besitzt
ein mitochondriales Signalpeptid und wird auch in der entsprechenden Fraktion gefunden
(Gromer et al., 2000).

Abb. 1.6. Reaktionsmechanismus der hTrxR. Aus: Gromer et al., 2004.
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TrxR-Aktivitit im Allgemeinen findet sich in allen subzelluliren Kompartimenten. Als
Richtwert kann eine Konzentration von 1 uM in der Zelle angenommen werden. Dagegen ist
die Plasmakonzentration mit etwa 160 pM relativ gering (Gromer et al., 2004). Die
cytosolische TrxR findet sich jedoch angereichert unter und sogar assoziiert mit der
Plasmamembran. Es existieren Hinweise auf eine Transmembranaktivitit des Enzyms. Damit
wire sichergestellt, dass sezerniertes Thioredoxin den reduzierten Zustand erlangt, den es
bendtigt, um z. B. als autokriner Wachstumsfaktor zu fungieren (Gromer et al., 2000). Uber
die Oxidation durch ROS wie H,O, fungiert die cytosolische TrxR wahrscheinlich auch als
eine Art Redoxsensor (Gromer et al., 2000).

Sauger-TrxR zeichnen sich durch ein ungewdhnlich breites Substratspektrum aus. So werden
durch hTrx neben Trx und dem artefiziellen Substrat Dithiobisnitrobenzoat (DTNB) auch
Dehydroascorbat (May et al., 1997), das Monodehydroascorbat-Radikal (May et al., 1998),
Ubichinon (Xia et al., 2003), S-Nitrosoglutathion (Transportform von NO) (Nikitovic und
Holmgren, 1996; Becker et al., 1998), Liponamid bzw. Liponsédure (Arnér et al., 1996) und
Lipidhydroperoxide (Bjornstedt et al., 1995) reduziert. Diese Aufzdhlung ist bei weitem nicht
vollstindig (siche auch Gromer ef al., 2004). Zu den Substraten gehdren auch andere
Proteindisulfide: Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass die bei neurodegenerativen Erkrankungen
wie M. Alzheimer und M. Parkinson auftretenden Mikrotubuli-assoziierten Proteine Tau und
microtubule-associated protein 2 von der TrxR umgesetzt werden (Landino et al., 2004b).
Die mitochondriale TrxR kann NADP-, aber auch NADH-abhingig das Cytochrom c der
Atmungskette reduzieren (Nalvarte et al., 2004).

Besonderes Interesse ziehen derzeit Fusionsproteine auf sich: In Schistosoma mansoni und in
Maus wurde ein Selenoenzym identifiziert, das sowohl TrxR- als auch GR- und Grx-Aktivitit
zeigt (Sun et al., 2001a) und eine Fusion aus TrxR- und Grx-Domine darstellt. Kiirzlich
wurde eine Thioredoxin-Glutathion-Reduktase auch in Plathelminthen identifiziert (Salinas et
al., 2004). Ein Fusionsprotein aus TrxR und Trx ist in Reis-Chloroplasten nachgewiesen
(Serrato et al., 2004).

Gereinigte TrxR aus humaner Plazenta hat einen Ky fiir NADPH von 18 uM, der Ky, fiir E.
coli-Trx betragt 25 uM, ko = 3330 min’! (Gromer et al., 1998). Kinetische Analysen lassen
vermuten, dass der geschwindigkeitsbestimmende Schritt im Reaktionsmechanismus der
Elektronentransfer zwischen active site-Dithiol und dem peripheren Redoxzentrum ist.
Interessanterweise ist PfTrx1 fiir die hTrxR ein besseres Substrat (Ky = 2 uM; koo =
3300 min‘l) als fiir PfTrxR (Ky = 10.4 uM; ke = 3100 min'l), was daraufhin deutet, dass der
Parasit sich das Wirtszellenzym zunutze macht (Kanzok et al., 2000).

1.2.2.2 Thioredoxin

Thioredoxine sind von &dhnlicher Grofle wie Glutaredoxine (um 12 kDa) und besitzen die
active site-Sequenz (W)CGPC(K). Der pK,-Wert des ersten Cysteinrests in diesem Motiv ist
um 1-2 Einheiten niedriger als der einer freien SH-Gruppe (8.5); bei neutralem pH liegt
deshalb das Thiolat-Anion vor, was die Reaktivitit des Restes erhoht (Jeong et al., 2004).
Eine weitere wichtige Determinante der Aktivitit von Trx als Disulfidreduktase ist das
Redoxpotential (um -270 bis -290 mV; Jeong et al., 2004; Jacquot et al., 2002). Das erste der
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beiden redox-aktiven Cysteine (C30 in PfTrx1) ist relativ exponiert, und sein Thiolat-Anion
kann das Disulfid eines Substratproteins nukleophil angreifen. Dieses gemischte Disulfid wird
dann durch das weiter C-terminal gelegene Cystein (C33 in PfTrx1) gelost (Gromer et al.,
2004; Jeong et al., 2004). Das intramolekulare Disulfid wird klassischerweise von der TrxR
NADPH-abhingig reduziert:

NADPH + H" + TrxS; — NADP" + Trx(SH)..

In Sduger-Proteinen finden sich neben den beiden genannten weitere Cysteinreste (C62, 69
und 73 im hTrx1), die in bakteriellen Vertretern fehlen (Powis und Montfort, 2001).
Thioredoxine sind globuldre Proteine mit einer ausgeprigte Sekundir- und Tertidrstruktur;
ihre Faltungsweise findet sich auch bei verwandten Proteinen und wird als thioredoxin fold
bezeichnet (Holmgren, 1995). 5 B-Faltblatt-Strukturen bilden dabei einen hydrophoben Kern,
der von 4 oberflachlichen o-Helices umgeben ist. Das aktive Zentrum verbindet das zweite
Faltblatt mit der zweiten Helix (Powis und Montfort, 2001), wobei das zweite Cystein in die
a2-Struktureinheit integriert ist (Jacquot et al., 2002). Eine wichtige Rolle fiir die Effizienz
als Disulfidreduktase spielt das Tryptophan der active site, ebenso wie ein strukturell
verborgener, konservierter Asparaginrest (Jacquot ez al., 2002; Goyer et al., 1999).

Abb. 1.7. Schematische Darstellung des thioredoxin fold.
Aus: Sheehan et al., 2001.

Mit dieser Struktur geht oft eine hohe Hitzestabilitit
einher (Gleason und Holmgren, 1988).

Das humane Trxl bildet, besonders unter
oxidierenden = Bedingungen oder in  hohen
Konzentrationen, Dimere, in denen Cys73-Cys73’
als Disulfid vorliegen (Weichsel et al., 1996). Die
Redoxregulation von Trx ist jedoch je nach

Organismus unterschiedlich, so zeigt das Drosophila
melanogaster-Trx keine redoxabhingige Dimeri-
sierung (Wahl er al., 2005). Fir das C73 ist auerdem Glutathionylierung beschrieben, die
einer voriibergehenden Inaktivierung gleichkommt (Casagrande ef al., 2002).

Die Vielfalt der Funktionen von Thioredoxinen wird bereits daran deutlich, dass zahlreiche
Proteine, wie der adult T-cell leukemia derived factor (ADF), der early pregnancy factor
(EPF) und der Interleukin-2 receptor-inducing factor zunichst im Zusammenhang mit ihrer
Funktion entdeckt wurden, sich aber erst spiter als mit dem klassischen Trx identisch
herausstellten (Gromer et al., 2004). Das Trx1 aus Drosophila melanogaster ist als deadhead
gene product in die Larvenentwicklung involviert (Bauer et al., 2002).

Die klassische Funktion des Trx liegt im Prozess der DNA-Synthese: Hier katalysiert die
Ribonukleotidreduktase (RiboR) die Umwandlung von Nukleotiden in Desoxynukleotide. Die
dazu notigen Reduktionsdquivalente kann sie u. a. von Trx oder Grx erhalten (Holmgren,
1989). Eine weitere Aufgabe hat Trx bei der Bekdmpfung von oxidativem Stress: Es dient als
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Elektronendonor fiir zahlreiche Prx-Proteine, die Hydroperoxide reduzieren, und kann auch
selbst mit Peroxiden reagieren (u. a. diese Arbeit).

Wihrend fiir die Aktivitidt von RiboR, Prx und auch der Methioninsulfoxid-Reduktase das Trx
in den Kkatalytischen Zyklus eingebunden ist, steht bei Interaktionen mit anderen
Targetproteinen deren Aktivierung / Inaktivierung durch Reduktion oder Oxidation im
Vordergrund. Bei oxidativem Stress verringert sich der Anteil des reduzierten Trx in der Zelle
(unter physiologischen Bedingungen etwa 89%) (Gitler et al., 2002), und Trx kann diese
Information iiber Interaktion mit anderen Proteinen weitergeben. Eine solche Redox-
Regulation kann (In-)Aktivierung von Enzymen oder auch Transkriptionsfaktoren bedeuten.
So wird beispielsweise die DNA-Bindungsfahigkeit einer Form von NF-«B, der seinerseits
weit iiber 100 Gene kontrolliert (Gromer et al., 2004), durch Trx-vermittelte Reduktion des
Cys62 gesteigert. Trx kann jedoch auch die Trennung des Faktors von seinem Inhibitor I-xB
und somit die Translokation in den Nucleus verhindern (Hirota et al., 1999). Die Wirkung von
Trx hiingt dabei von seiner Lokalisation (Nucleus oder Cytosol) ab. Uber die Oxidantien-
induzierte Expression steigert Trx im Knochenstoffwechsel die Osteoklasten-Differenzierung,
wihrend Antioxidantien wie GPx und Prx diese verringern (Lean et al., 2004). Bei der
Produktion von Schilddriisenhormonen wirkt Trx als Aktivator des Enzyms Deiodinase mit
(Das et al., 1988). Auch das oxidativ inaktivierte Glycolyseenzym Glycerinaldehyd-3-
phosphatdehydrogenase kann durch Trx reaktiviert werden (Powis und Montfort, 2001).
Reduktionszustand und Konzentration von Trx beeinflussen iiber die Interaktion mit p53 das
Zustandekommen von Apoptose (Gromer et al., 2004).

Trx ist jedoch nicht nur intrazellulédr zu finden. Es kann sezerniert werden und als autokriner
Mediator wirken (Gromer et al., 2004). Weitere mogliche Plasma-Funktionen von Trx sind
die Reduktion von Vitamin K und der GPx (Preusch, 1992; Bjornstedt et al., 1994).

Es gibt auch Beispiele fiir Trx-Funktionen, die nicht iiber die Redoxaktivitit des Proteins
zustande kommen. Hier ist die Bedeutung von Trx als Untereinheit der T7-DNA-Polymerase
und des Hefe-Proteins LMAT1 zu nennen (Ferrari und So6lling, 1999). Auch die Regulation der
ASK-1 (apoptosis signal-regulating kinase 1) geschieht ohne Verdnderung des
Redoxzustandes (Jeong et al., 2004).

Uber die zahlreichen Funktionen klassischer Trx hinaus werden thioredoxin fold und auch das
Trx-Motiv in abgewandelter Form in einigen anderen Proteinen verwendet. Prominentestes
Beispiel ist die Proteindisulfidisomerase, deren active site-Motiv CGHC lautet. Sie zeigt sogar
die fiir die Einstufung als Trx naheliegendste Eigenschaft: die Reduktion durch TrxR
(Lundstrom und Holmgren, 1990). Andere Trx-Charakteristika, wie die Reduktion der
Ribonukleotidreduktase, sind jedoch nicht gegeben. Trotz groBer Ahnlichkeiten auch z. B. zu
Grx sind doch die meisten Trx-Interaktionen mit Targetproteinen spezifisch (Jeong et al.,
2004).

Generell gilt Trx als ubiquitdres Protein. Die Verbreitung und Vielfalt an Varianten
unterstreicht die Bedeutung von Trx. Fiir das einfache Pflanzenmodell Arabidopsis thaliana
wird mit tiber 20 Trx-Genen gerechnet (Jacquot et al., 2002). Im Sdugerorganismus wurde
Trx in zahlreichen Geweben mit durchschnittlichen Konzentrationen von 1-20 uM festgestellt
(Holmgren und Luthman, 1978; Gromer et al., 2004).
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Die subzellulidre Trx-Lokalisation ist ebenfalls breit gefichert: Trx bzw. Trx-like proteins
werden in Cytosol, Mitochondrien, ER, Golgi-Apparat und Chloroplast gefunden (Cunnea e?
al., 2003; Jiménez et al., 2004; Marchand et al., 2004; Gromer et al., 2004). Durch Peroxid-
Behandlung oder UV-Bestrahlung kann u. a. die Translokation cytosolischen Trx’ in den
Nucleus ausgelost werden. Die physiologischen Ursachen und der Mechanismus dieses
Vorgangs sind noch unklar (Powis und Montfort, 2001). Es ist auch ein direkt fiir den
Zellkern bestimmtes Trx-Protein beschrieben (Nucleoredoxin, 48 kDa; Kurooka et al., 1997).
Fir Séauger-Trx1 wurde dariiber hinaus die Assoziation mit der Zellmembran beobachtet
(Powis und Montfort, 2001; Matsuo et al., 2004). Die Primarstrukturen der Trx-Proteine sind
nicht sehr verwandt: Die Séduger-Isoformen zeigen durchschnittlich Identitdten von 25-35%
(Jeong et al., 2004).

Fiir Pf war bislang nur ein Trx charakterisiert (Kanzok et al., 2001), es war jedoch bekannt,
dass sich dhnliche, unvollstindige Sequenzen im Pf-Genom befinden. Aufgrund der
Ergebnisse dieser Arbeit wird das erste charakterisierte PfTrx hier als Trx1 bezeichnet.

Die Rolle des Trx-Systems bei Erkrankungen

Das Trx-System ist in zahlreiche Krankheitsbilder involviert. Pathogene Organismen sowie
Tumorzellen benotigen erhohte Aktivitdt des Trx-Systems fiir ihre intensive DNA-Synthese
und zum Schutz vor dem Immunsystem des Wirts (Gromer et al., 2004). In vitro wurde die
Interaktion von Trx mit Immunglobulinen und somit deren Inaktivierung beobachtet
(Magnusson et al., 1997). Tumorzellen sezernieren zudem Trx als autokrinen
Wachstumsfaktor (Rubartelli et al., 1992). Erhohte Trx-Plasma-Konzentrationen bei
verschiedenen viralen Erkrankungen korrelieren z. T. mit der Prognose. Das Trx-System
spielt eine Rolle bei neurodenerativen (M. Alzheimer, M. Parkinson) (Landino et al., 2004a)
und chronisch entziindlichen Erkrankungen (rheumatoide Arthritis, Sjogren’s Syndrom)
(Saito et al., 1996), und auch GefidBerkrankungen als Folgeerscheinungen von Diabetes
mellitus konnen mit Trx in Verbindung gebracht werden: Hyperglykdmie bewirkt iiber die
Induktion eines Inhibitors (Txnip = Trx-interacting protein) eine Hemmung der ROS-
Scavenger-Funktion des Trx (Schulze et al., 2004).

Aufgrund dieser Zusammenhinge stellen die Komponenten des Trx-Systems interessante
Zielmolekiile zur Medikamentenentwicklung dar. Organische Goldverbindungen wie
Auranofin, die zur Behandlung rheumatoider Arthritis eingesetzt werden, aber auch
antineoplastisch wirken, hemmen die humane, reduzierte TrxR im nanomolaren Bereich.
Angriffspunkt der Goldverbindungen ist wahrscheinlich der Selenocysteinrest. (Gromer et al.,
1998). Cytostatika der Gruppe der Nitrosoharnstoffe (z. B. Carmustin) wirken ebenfalls
hemmend auf die hTrxR; wiederum ist nur die reduzierte Form sensitiv. Da die Substanzen
dieser Klasse allgemein mit Thiolen bzw. Selenolen reagieren, sind auch andere Enzyme wie
die GR von der Hemmung betroffen. Somit entfallen zwei Reduktionsmoglichkeiten fiir die
RiboR (Gromer et al., 2004; Gromer et al., 1997).

In die Reihe der TrxR-Inhibitoren mit Antitumorwirkung gehoren auch Terpyridin-Platin(II)-
Komplexe, Organotellurverbindungen, Phosphole und Naphtazarin und —derivate (Irmler ef
al., 2002) u. a. (siehe auch Gromer et al., 2004). Bei einigen dieser Verbindungen ist die



Einleitung 21

Hemmung aus einer kompetitiven und einer irreversiblen, kovalenten Komponente
zusammengesetzt (Becker et al. 2001; Gromer et al., 2004).

Die Unterschiede zwischen den humanen TrxR und den bakteriellen Enzymen, aber auch der
PfTrxR machen das Enzym zu einem interessanten Zielmolekiil fiir neue Antibiotika und
Antimalaria-Medikamente, insbesondere da die Essentialitit der TrxR fiir den Parasit kiirzlich
anhand von knock out-Studien gezeigt wurde (Krnajski ez al., 2002).

1.2.2.3 Peroxiredoxine (Prx)

Peroxidasen, in denen Hidm als prosthetische Gruppe fungiert, sind schon seit langem als
effektive Katalysatoren der Reduktion von Hydroperoxiden bekannt (Brill, 1966). Auch die
Glutathionperoxidase wurde bereits 1957 identifiziert (Mills, 1957), ihre iiberraschende
Selenabhingigkeit jedoch erst deutlich spéter (Rotruck, 1972). 1988 wurde dann in Hefe das
erste thiol-specific antioxidant (TSA) entdeckt, das weder Selen noch eine prosthetische
Gruppe enthilt und sich letztlich als Thioredoxin-abhiingige Peroxidase herausstellte (Kim
1988; Chae et al., 1994).

TSA-dhnliche Proteine konnen mittlerweile als ubiquitdr bezeichnet werden, da sie in den
verschiedensten Organismen (Eu- und Archaebakterien, Hefe, Protozoen, Hefe, Sauger,
Pflanzen) nachgewiesen wurden. Da ihre Funktionen vielfiltig, sehr unterschiedlich und noch
weitgehend unbekannt sind, werden sie unter dem Begriff Peroxiredoxine (Prx)
zusammengefasst (Chae and Rhee, 1994). Die katalytische Gemeinsamkeit der Prx ist die
Entgiftung von Peroxiden auf Kosten von Thiolen. Peroxiredoxine sind also nicht
gleichzusetzen mit Peroxidasen, vielmehr stellen sie eine Untergruppe letzterer dar. Als
Synonyme fiir Prx werden die Begriffe Thioredoxin-Peroxidasen (TPx) und
Alkylhydroperoxid-Reduktase-C22-Proteine (AhpC-Proteine des AhpR-Systems) gebraucht
(Wood et al., 2003). Die Benennung Thioredoxin-Peroxidase ist jedoch nicht fiir alle Prx
zutreffend; aulerdem steht die Abkiirzung TPx mitunter auch fiir Thiolabhéingige Peroxidasen
(Cha et al., 1995).

Die ubiquitdre Verbreitung der Prx setzt sich auch auf subzelluldrer Ebene fort: Wenngleich
vorwiegende Lokalisation das Cytosol ist, so finden sich doch auch Peroxidasen mit
mitochondrialer (Pedrajas et al., 2000), plastidirer (Baier und Dietz, 1997) und peroxisomaler
Bestimmung (Immenschuh et al., 2003), des weiteren kommen sie membran- und
kernassoziiert vor (Cha et al., 2000; Wood et al., 2003), in einem Fall (Prx IV) wird sogar von
einem Export berichtet (Okado-Matsumoto et al., 2000).

Nicht nur das Spektrum ihres Vorkommens ist breit, sie werden auch in groBer Menge
produziert: In Sdugerzellen machen sie 0.1 — 0.8% des 16slichen Proteins aus, in Erythrozyten
sind Prx sogar die zweit- oder dritthdufigsten Proteine (Moore et al., 1991).

Nichtsdestotrotz wird ihre enzymatische Aktivitit als vergleichsweise gering (etwa 10°M's™
ggii. himhaltigen Peroxidasen mit 10’ M (u. a. Brill, 1966) und Glutathionperoxidase mit
10° M's™ (Flohé er al., 1972) angesehen, und ihr Beitrag zur antioxidativen Verteidigung
wird generell nicht als ithre Hauptfunktion betrachtet (Hofmann ef al., 2002). Die Funktion der
Sauger-Prx wird vielmehr in der Redoxregulation von Stoffwechselprozessen vermutet,
dagegen ist fiir pathogene Mikroorganismen wie Trypanosomen oder Plasmodien, die keine
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hdm- oder selenhaltigen Peroxidasen besitzen, die antioxidative Bedeutung der Prx zum
Schutz gegen den oxidative burst des Immunsystems sehr wahrscheinlich (Flohé er al., 2003).

1.2.2.3.1 Einteilung

Urspriinglich erfolgte die Einteilung der Prx aufgrund der Anzahl an katalytisch bedeutsamen
Cystein-Resten in 2-Cys- und 1-Cys-Proteine (Chae et al., 1994). Diese Einteilung soll im
Rahmen dieser Arbeit beibehalten und erweitert werden. Parallel dazu erscheint auch die
Einteilung basierend auf Sequenzhomologie korrekt, wie im Folgenden noch erldutert wird.
Allen Prx gemeinsam ist die Fahigkeit zur Entgiftung von Hydroperoxiden zulasten von DTT
als Reduktans. Bei allen gleich ist hochstwahrscheinlich auch der erste Reaktionsschritt: der
Angriff des Peroxids auf das sog. peroxidatic Cystein (Cp), das ebenfalls allen Prx innewohnt
und meist in ein charakteristisches VCP-Motiv eingebettet ist, und dessen Oxidation zur
Sulfensdure (Cys-SOH) (Wood et al., 2003).

1-Cys-Prx haben auBler dem Cp kein weiteres, konserviertes und katalytisch aktives Cystein.
Dennoch konnen in der Sequenz eines 1-Cys-Prx mehrere Cysteine enthalten sein; so hat z. B.
hORF6, einer der am besten charakterisierten Vertreter dieser Gruppe einen zweiten
Cysteinrest an Position 91 (Choi et al., 1998; Montemartini et al., 1999); das 1-Cys-Prx aus
Plasmodium falciparum besitzt sogar 7 zusitzliche Cys-Reste (Kawazu et al., 2000). Zu den
1-Cys-Prx gehoren auch die BCP (Bacterioferritin co-migratory protein) (Jeong et al., 2000)
und ihre Homologe (auch als PrxQ bezeichnet; Kong et al., 2000).

In der Klasse der 2-Cys-Prx machen Unterschiede beziiglich der Regeneration des
peroxidativen und der Lokalisation des zweiten, sog. resolving Cysteins (Cr) eine weitere
Teilung sinnvoll. Wood et al. unterscheiden hier zwischen typischen und atypischen Proteinen
(2003).

Charakteristisch fiir die typischen Prx ist neben dem Cp (um Rest 50 herum) die Position des
zweiten, konservierten Cysteins (um Rest 170), das ebenfalls als VCP-Motiv vorliegt. Zu den
typischen 2-Cys-Prx gehoren u. a. die bakteriellen AhpC-Proteine (z. B. aus Salmonella
typhimurium; Ellis und Poole, 1997), das TSA aus Saccharomyces cerevisiae (Chae et al.,
1993), die tryparedoxin-abhingigen TXNPx der Kinetoplastiden (z. B. aus Crithidia
fasciculata; Nogoceke et al., 1997), die Prx einiger Pflanzen (z. B. BAS1 aus Arabidopsis
thaliana (Baier und Dietz, 1997) und die Proteine der Sauger-Klassen I-IV (s. u.).

Der Begriff der atypischen 2-Cys-Prx wird (lediglich) von Wood et al. verwendet (2003). Das
zweite in den Elektronentransfer direkt involvierte Cystein befindet sich hier um Position 152
herum (hPrxV-Nummerierung). Der Sequenz folgend ist dieses jedoch das dritte Cystein, da
ein weiteres in Position 73 (hPrxV) lokalisiert ist. Atypische 2-Cys-Proteine im Sinne der hier
angewendeten funktionellen Definition wurden bisher nur in Sdugern identifiziert.

Die unterschiedliche Lokalisation des resolving Cysteins bei den typischen und atypischen 2-
Cys-Prx ist mitverantwortlich fiir Differenzen beziiglich des Reaktionsmechanismus’, des
Oligomerisierungsverhaltens und des Elektronendonors (s. u.).

Fiir die Sduger-Prx ist aufgrund von Sequenzhomologien ferner die Einteilung in sechs
Klassen gebriuchlich (I-VI) (Hofmann et al., 2002). Zu den typischen 2-Cys-Prx gehoren
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dabei die Klassen I — IV; die atypischen 2-Cys-Proteine bilden Klasse V, die 1-Cys-Prx
Klasse VI.

Hofmann und Kollegen erweitern, wiederum unter Anwendung der sequenziellen
Ahnlichkeiten, die Siuger-Klassen um die Nicht-Sduger-Proteine, was zur Folge hat, dass die
Klasse V 2-Cys- sowie 1-Cys-Vertreter enthélt. Anders formuliert finden sich in Pflanzen,
Bakterien und niederen Eukaryoten ebenfalls Proteine vom Prx V-Typ, diese besitzen jedoch
nicht das (sequenziell dritte) C152 und stellen funktionell wahrscheinlich 1-Cys-Prx dar
(Rouhier et al., 2002; diese Arbeit).

Das Molekulargewicht der Prx liegt zwischen 17 und 30 kDa (Chae et al., 1994; Krnajski et
al., 2001; Pedrajas et al., 2000; Rouhier et al., 2001; Kong et al., 2000), wobei die PrxQ und
die Proteine vom V-Typ mit etwa 160 AS tendenziell kleiner sind als die der anderen Klassen,
deren AS-Sequenzen etwa 190 AS umfassen.

1.2.2.3.2 Mechanismus und Kinetik

Peroxiredoxine besitzen keine prosthetische Gruppe; einzige redox-aktive Reste sind
Cysteinreste, die lediglich in Ausnahmefillen (Andreesen et al., 1999) durch Selenocystein
ersetzt sind. Threr Sequenz nach bilden sie eine eigene Proteinfamilie, sind also nicht mit
anderen Peroxidasefamilien verwandt. Auch innerhalb der Peroxiredoxinfamilie sind nur
wenige Reste konserviert, so z. B. das bereits erwdhnte VCP-Motiv in der N-terminalen
Domine. In allen bisher dazu durchgefiihrten Untersuchungen fiihrte die Deletion dieses
Cysteins zum volligen Aktivititsverlust bzgl. Hydroperoxiden (Chae et al., 1993; Ellis und
Poole, 1997; Jeong et al., 1999; Montemartini et al., 1999). Daher (unterstiitzt auch durch die
Struktureigenschaften um die Cysteinreste) ist davon auszugehen, dass der Angriff eines
Hydroperoxids auf dieses Cystein erfolgt, was zur Bildung eines Sulfensédure-Intermediates
(Cys-SOR) fiihrt (Choi et al., 1998). Der pK-Wert der SOH-Gruppe in ihrer Proteinumgebung
ist nicht bekannt, aber aufgrund anderer Sulfensdureformen mit bekannten pK’s kann die
Dissoziation zum Sulfenat als gesichert gelten und damit auch dessen Reaktionsmoglichkeit
mit jeder anderen SH-Gruppe (Hofmann et al., 2002). Unter Wasserabspaltung wird daher
nun mit einem verfiigbaren Thiol eine Disulfidbriicke gebildet. Im Falle der typischen 2-Cys-
Prx reagiert die proximal entstandene Sulfensdure zunichst mit dem distalen Cystein einer
zweiten Untereinheit des Enzyms. Eine funktionelle Einheit besteht bei dieser Prx-Gruppe
somit aus zwei Enzymmolekiilen. Die antiparallele Disulfidbildung (d. h. N-terminales Cys
der einen mit C-terminalem Cys der anderen UE) wurde nachgewiesen (Montemartini et al.,
1999). Ubereinstimmend mit diesem Mechanismus wurde des 6fteren beobachtet, dass Prx
auf nicht-reduzierenden SDS-Gelen nach der Behandlung mit Hydroperoxiden als Dimere
erscheinen (Chae et al., 1994b; Ellis und Poole, 1997b)

Im weiteren Verlauf der Reaktion wird dann durch Thiole zunichst das proximale Cystein der
ersten UE, dann das distale Cystein der zweiten UE regeneriert (Hofmann et al., 2002).
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Abb. 1.8. Schematische Darstellung des Reaktionsmechanismus der TXNPx aus Crithidia fasciculata.
Aus Montemartini et al., 1999.

1-Cys-Proteine besitzen keinen als resolving cysteine fungierenden Cysteinrest. Die
Regeneration des peroxidativen Cysteins wird hier direkt durch ein externes Thiol erreicht.
Die atypischen 2-Cys-Prx folgen einer dritten Variante des Reaktionsmechanismus’: Auch
hier wird das proximale Cystein zuerst oxidiert, reagiert aber dann mit dem distalen Cystein
derselben Untereinheit zur Disulfidbriicke (Seo et al., 2000; Declerq et al., 2001) (s. u.).

In allen drei Fillen folgt die Kinetik einem Ping-Pong-Mechanismus, der charakteristisch ist
fiir Peroxidasen allgemein und bedeutet, dass die Substrate nacheinander mit dem Enzym
reagieren und zu keinem Zeitpunkt der Reaktion ein Enzym-Substrat]-Substrat2-Komplex
vorliegt.

Beschrieben werden kann die Kinetik der Prx durch die Dalziel-Gleichung

%: {b“ +ﬂ+£+_¢l':

Al [B]  [A]lB] (D).

Die ®-Werte geben die Reziprokwerte der einzelnen Dissoziationskonstanten an. Durch den
Wegfall des Terms @, »/[A][B] wird Gleichung (1) vereinfacht zu
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Eine weitere Vereinfachung ergibt sich daraus, dass ®(, der den Reziprokwert von kcy
darstellt, O ist (d.h. ke, die prinzipiell einen der Substrat-unabhéngigen Schritte beschreibt
(Budde et al., 2003), geht gegen unendlich / hat keinen definierten Wert). Aus Gleichung (2)
wird nun ersichtlich, dass die Komplexbildungen mit Hydroperoxid (dargestellt durch den
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Term ®,//[A]; ®; = Reziprokwert von k’;) bzw. mit reduzierendem Thiol (®,/[B]; @, =
Reziprokwert von k’;) die geschwindigkeitsbestimmenden (langsamsten) Schritte der
Reaktion sind. Dies erklirt, warum die Messung oder Extrapolierung einer
Maximalgeschwindigkeit bei diesen Enzymen nicht moglich ist. In einer iiblichen Michaelis-
Menten-Kinetik dagegen ist kq, geschwindigkeitsbestimmend und hat somit einen reellen
Wert.

Allgemein wird sich ein Wechsel zur Sittigungskinetik immer dann ergeben, wenn (z. B.
durch eine Mutation) der Zerfall eines Enzym-Substrat-Komplexes verlangsamt und damit
geschwindigkeitsbestimmend wird. In diesem Fall nimmt der substratunabhéngige Term @,
einen konkreten Wert an. Fir CfTXNPx wurde gezeigt, dass der Austausch des distalen
Cysteins (173) gegen Serin einen solchen Wechsel zur M.-M.-Kinetik bewirkt, da die
Mutation zwar nicht die Affinitdt von Tryparedoxin zur Peroxidase verdndert, wohl aber die
Reaktion des Komplexes, da die Interaktion von TXN mit dem proximalen Cys ineffizient ist
(Montemartini et al., 1999). Unter physiologischen Bedingungen kann eher die Entgiftung des
Peroxids als geschwindigkeitsbestimmend gesehen werden, da die Geschwindigkeitskonstante
der reduktiven Teilreaktion oft hoher ist als die der oxidativen, und da in den meisten
Situationen in vivo auch die Konzentration der reduzierenden Substrate hoher sein wird als die
der Hydroperoxide (Hofmann ef al., 2002).

Es muss jedoch erwihnt werden, dass fiir einige Prx durchaus eine Kinetik nach M.-M.
gemessen wurde (Rouhier et al., 2002; Seo et al., 2000; Akerman and Miiller, 2003). Dariiber
hinaus wurden fiir einige Prx Abweichungen von der nach Dalziel erwarteten Kinetik
festgestellt, die moglicherweise durch negative Kooperativitit zu erklidren sind (Budde et al.,
2003). Voraussetzung fiir Kooperativitit ist u. a. eine oligomere Struktur des Proteins.

1.2.2.3.3 Struktur und Oligomerisierung

Bisher wurden die Kristallstrukturen von 11 Prx gelost; dazu gehdren mehrere typische 2-
Cys-Enzyme (Prx I, Hirotsu et al., 1999; Prx II, Schroder et al., 2000; TryP, Alphey et al.,
2000 und AhpC, Wood et al., 2002), einige Proteine vom Prx V-Typ (hPrx V, Declercq et al.,
2001; Populus trichocarpa GrxPrx, Echalier et al., 2002; Haemophilus influenzae Hybrid-
GrxPx, Kim e al., 2003) und das humane Prx VI (hORF6, Choi et al., 1998). Die Struktur
dieser Prx ist dhnlich: Sie enthilt den charakteristischen thioredoxin fold mit wenigen
dazwischen liegenden zusitzlichen Sekundérstrukturelementen. Der auffallendste Unterschied
betrifft die Oligomerisierung (Wood et al., 2003).

Die ,katalytische Triade“, drei essentielle AS-Reste in der GPx (Maiorino et al., 1995),
besteht auch fiir die Prx-Familie (C52, T49, R128 fiir TXNPx aus Leishmania donovani
(Flohé et al., 2002b). Durch diese Triade wird mittels H-Briicken oder basischen Resten die
Deprotonierung des Thiols und damit dessen Reaktivitit mit einer Hydroperoxygruppe
sichergestellt (Choi et al., 1998; Montemartini et al., 1999).

Ein weiterer, in allen Prx-Klassen konservierter Rest, ist das Prolin um Position 44 (PrxII-
Nummerierung). Dessen Pyrrollidinring begrenzt die Zuginglichkeit fiir Solvens und auch fiir
Peroxid und schiitzt so das Sulfensdure-Intermediat des peroxidativen Cysteins vor weiterer
Oxidation (Wood et al., 2003).
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In beiden Arten der 2-Cys-Prx ist im reduzierten Zustand der Abstand zwischen den Disulfid-
bildenden Cysteinresten zu grofl um eine Verbriickung zu ermoglichen. Es wird angenommen,
dass die Oxidation des Cp eine drastische Konformationsinderung zugunsten der
Disulfidbildung induziert (Declerq et al., 2001). Nachgewiesenermallen kommt das Cop,
welches im reduzierten Zustand dem Solvens exponiert ist, durch die Oxidation in einer
Mulde zu liegen, wihrend das Cr zugénglich wird. Das Cr kann nun auch durch sperrige
reduzierende  Substrate  angegriffen werden (Hofmann er al., 2002). Dieser
Reaktionsmechanismus bietet auch eine Erklarungsmoglichkeit dafiir, dass 1-Cys-Prx in aller
Regel nicht mit hohermolekularen Thiolen reagieren.

Die versteckte Position des oxidierten Cp hat den Vorteil, dass eine Uberoxidation (die einen
Abbruch des katalytischen Zyklus’ bedeuten wiirde) erschwert wird. Die Disulfidbildung
zwischen N-terminalem Cystein der einen und C-terminalem Cystein der anderen UE bringt
auBerdem ein weniger reaktives Intermediat hervor. Dadurch wird die Moglichkeit zur
Reduktion auf starke Elektronendonoren wie Tryparedoxin oder Thioredoxin beschrinkt
(Montemartini et al., 1999).

Wenn auch bei den typischen 2-Cys-Prx das Dimer theoretisch eine funktionelle Einheit
bildet, so scheinen doch bevorzugt hohere Aggregate, in erster Linie Dekamere, aufzutreten.
Fir verschiedene Prx konnte inzwischen eine Ringstruktur aus 5 invertierten Dimeren
nachgewiesen werden (z.B. Alphey er al., 2000). Dabei ist es moglich, dass alle 10
Reaktionszentren gleichzeitig aktiv sind (Hofmann er al., 2002). Vergleiche verschiedener
Kristallstrukturen ergaben, dass das Dekamer in erster Linie aus reduzierten
Enzymuntereinheiten  gebildet wird, wobei die Assoziationen auf hydophobe
Wechselwirkungen und H-Briicken zuriickgehen (Hirotsu et al., 1999; Alphey et al., 2000).
Die Oxidation und Ausbildung von Disulfidbriicken fiihrt zur Schwichung der Interaktionen
und schlieBlich dem Auseinanderbrechen des Dekamers in Dimere.

Primérer Faktor fiir die Stabilisierung dekamerer Formen ist also der reduzierte Zustand;
interessanterweise resultiert jedoch auch die Uberoxidation des peroxidativen Cysteins im
Erythrozyten-PrxII zur Sulfinsdure in der Aufrechterhaltung des Dekameraggregates, da die
Bildung von Disulfidbriicken nicht mehr stattfinden kann (Schroder et al., 2000). Die
physiologische Bedeutung dieser Beobachtung liegt darin, dass das iiberoxidierte Dekamer
mit der Erythrozytenmembran assoziiert und iiber eine dortige Akkumulation als Redoxsensor
der roten Blutzelle oxidativen Stress anzeigen konnte. Die Oligomerisierung wiirde damit
neben der Regulation der klassischen Enzymaktivitit eine distinkte Funktion besitzen (Choi ef
al., 2001).

Die Oxidation zur Sulfinsdureform kann dariiber hinaus sogar zur weiteren Aggregation zu
Dekamerstapeln fithren (Kato et al., 1985; Wood et al., 2002).

Neben der Redoxabhingigkeit der Oligomerisierung sind als weitere Parameter, die die
Aggregierung typischer 2-Cys-Prx fordern, hohe oder niedrige lonenstéirke, niedriger pH-
Wert und hohe Mg- oder Ca-Konzentrationen zu nennen (Kitano et al., 1999; Kristensen et
al., 1999; Chauhan und Mande, 2001; Kato et al., 1985; Allen und Cadman, 1979).

Auch 1-Cys-Prx konnen dimere Strukturen bilden, wie anhand der Kristallstruktur fiir das
humane Protein (hORF6) nachgewiesen wurde (Choi et al., 1998). Zur Kristallisation musste
das C91 deletiert werden, und das C47 liegt als Sulfensdure vor - somit entfdllt die
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Erkldrungsmoglichkeit eines Disulfids. Da unter denaturierenden Bedingungen reduzierend
wie nicht-reduzierend das Monomer vorliegt (Kang et al., 1998a), kommen zur Erkldrung des
Dimers nur nicht-kovalente Wechselwirkungen in Frage.

Prx vom Typ V bilden keine Disulfid-verbriickten Dimere als Katalyse-Intermediate, dennoch
wurden fiir einige Vertreter Dimere beobachtet (Seo et al., 2000; Baker und Poole, 2003;
Bréhélin et al., 2003; diese Arbeit).

1.2.2.3.4 Reduzierende Substrate

Die katalytische Gemeinsamkeit der Peroxiredoxine ist die Reduktion von Hydroperoxiden
auf Kosten von Thiolen (Hofmann er al., 2002). Verbreitetstes Reduktionsmittel fiir Prx in
vitro ist wohl DTT. Die Peroxidaseaktivitit mit diesem niedermolekularen Thiol im
Glutaminsynthetase-Protektions-Assay dient meist als Grundlage fiir die weitere
Charakterisierung (MtAhpC, Chauhan und Mande, 2001; Pf1-Cys-Prx, Kawazu et al., 2000;
Arabidopsis thaliana Typll-Prx, Bréhélin et al., 2003; Flohé et al., 2003). Es gibt jedoch Prx,
fiir die auBer DTT noch kein weiteres Reduktionsmittel gefunden wurde (AtPRXIIE, Bréhélin
et al., 2003). Und selbst fiir Proteine, die ihre Peroxidase-Funktion mit verschiedenen
Elektronendonoren ausfiihren, kann zumeist nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob einer oder
mehrere davon auch physiologisch als solche relevant sind.

Charakteristisch fiir potentielle Reduktionsmittel ist die Thiolgruppe. In keinem der
vorliegenden Fille (u. a. humanes Prx V, Knoops et al., 1999; Brassica campestris-Typll-Prx,
Choi et al., 1999) konnte die allgemeine antioxidative Aktivitit auch mit Ascorbat beobachtet
werden.

Aufgrund der schlechten Zuginglichkeit des peroxidativen Cysteins sind fiir 1-Cys-Prx
meistens lediglich niedermolekulare Thiole wie DTT oder GSH geeignet (Fisher et al., 1999;
Kawazu et al., 2000). Es gibt jedoch Ausnahmen, wo Aktivitit auch mit proteingebundenen
Thiolen festgestellt wurde, wie z. B. das 1-Cys Prx aus Saccharomyces cerevisiae, welches
Thioredoxin-abhingig funktioniert (Pedrajas et al., 2000). Fiir das bovine 1-Cys-Prx ist die
Regeneration durch Dihydroliponsdure und H,S moglich, wohingegen mit B-Mercaptoethanol
keine Peroxidaseaktivitit feststellbar war (Peshenko und Shichi, 2001). Bryk et al.
beschreiben ein Liponsdure-abhidngiges Peroxidase-System in Mycobacterium tuberculosis
(2002), und auch das organic hydroperoxide resistance-Protein (Ohr) aus Xylella fastidiosa
akzeptiert diesen Elektronendonor, weshalb die Bezeichnung Dihydroliponsidure-Peroxidase
vorgeschlagen wird (Cussiol et al., 2003).

Wie aus dem hdufig benutzten Synonym Thioredoxinperoxidase ableitbar, sind zahlreiche
Peroxiredoxine durch die Thiolgruppen von Thioredoxinen regenerierbar; so z. B. PfTPx1
(Rahlfs und Becker, 2001), Helicobacter pylori AhpC, TPx aus E. coli, S.cerevisae-TSA und
die humanen PrxI-III (Baker et al., 2001; Cha er al., 1995; Kim et al., 1988; Flohé et al.,
2003) als typische 2-Cys-Prx und humanes Prx V (Seo et al., 2000) als Vertreter der
atypischen 2-Cys-Prx, aber auch Populus trichocarpa-Grx-Prx (Rouhier et al., 2001), E. coli-
Bcp und PrxQ aus Sedum lineare (Jeong et al., 2000; Kong et al., 2000).

Die Kinetoplastiden, zu denen u. a. die Pathogene Trypanosoma, Leishmania und Crithidia
gehoren, besitzen eine spezielle Regenerationskette fiir Peroxiredoxine. Uber die
Trypanothionreduktase und Trypanothion (N', N®-Bis-(glutathionyl-)spermidin), welches hier
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anstelle von GSH das dominierende niedermolekulare Thiol ist, werden Elektronen von
NADPH auf Tryparedoxin iibertragen, einem Trx-dhnlichen Protein mit der active site
WCPPCR (Flohé et al., ?2002). Letzteres reduziert dann die entsprechende
Tryparedoxinperoxidase.

Die meisten bakteriellen AhpC-Proteine werden durch AhpF regeneriert, und auch in diesen
findet sich, wie in Trx und TXN, das CXXC-Motiv (Flohé et al., 2003).

Die grundsitzlichen Eigenschaften, die ein Donor-Substrat ausmachen, sind noch nicht
geklirt. Es ist wahrscheinlich, dass weitere, vom CXXC-Motiv entfernte AS-Reste fiir die
Interaktion mit dem Prx eine Rolle spielen (Hofmann et al., 2002).

In jlingerer Zeit wurden einige Prx identifiziert, die mit Glutaredoxin als Elektronendonor
arbeiten. Diese Peroxiredoxine gehdren zur Gruppe der TypV-Prx und umfassen bislang
pflanzliche Proteine (Populus trichocarpa GrxPrx, Rouhier et al., 2001; Arabidopsis thaliana
PRXII-B, Bréhélin et al., 2003) und bakterielle chimire Enzyme, die Fusionsproteine aus
Grx- und Prx-Domine darstellen (Haemophilus influenzae, Pauwels et al., 2003; Neisseria
meningitidis, Rouhier und Jacquot, 2003; Chromatium gracile, Vergauwen et al., 2001).

Der wohl unerwartetste Elektronendonor ist Cyclophilin A. Dieses Cyclosporin-bindende
Protein wurde bislang nur mit den humanen Prx II und VI erfolgreich getestet (Lee et al.,
2001); die Autoren sehen in ihm jedoch ein generelles Donor-Substrat fiir Prx.

1.2.2.3.5 Oxidierende Substrate

Am héaufigsten erfolgreich getestet werden wohl Wasserstoffperoxid und tert.-Butyl-
Hydroperoxid. Daneben sind die Hydroperoxide von Cumen, Phosphatidylcholin und
Linolensdure gebrdauchlich. Als molekulare Grundlage der Substratspezifitit wird fiir
verschiedene Prx aus Leishmania eine 9 Aminosiduren umfassende C-terminale Extension
postuliert (Barr und Gedamu 2001 und 2003).

Fir das Leishmania chagasi-Pxnl wird neben der Umsetzung von H;0O, und
Alkylhydroperoxiden auch die Reduktion des Hydroxylradikals berichtet (Barr und Gedamu,
2001).

Das humane 1-Cys-Prx zeigt neben der Peroxidreduktion auch Phospholipase A-Aktivitit,
(Kang et al., 1998a).

Fiir zahlreiche Peroxiredoxine konnte dariiber hinaus die Entgiftung reaktiver Stickstoff-
Spezies, v. a. von Peroxynitrit, gezeigt werden. (Bryk et al., 2000; Barr und Gedamu, 2003;
Wong et al., 2002; Peshenko und Shichi, 2001; Flohé et al., 2003). Dabei sind die
Reaktionskonstanten fiir Peroxynitrit in derselben GroBenordnung wie fir H,O,
(1.51 x 10° M s fiir Salmonella typhimurium-AhpC, Bryk et al., 2000). Kiirzlich konnte
Peroxynitrit-Reduktase-Aktivitdt auch fiir PfTPx1 nachgewiesen werden (Manuskript in
Bearbeitung).

Fiir das LcPxnl wurde auBlerdem die direkte Entgiftung von NO beobachtet (Barr und
Gedamu, 2003).
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1.2.2.3.6 Regulation und physiologische Funktion

Die Entdeckung der Prx geschah hdufig in Zusammenhang mit den verschiedensten
Zellfunktionen, darunter Proliferation, Differenzierung, natiirliche Killerzellaktivitit,
Osteoregulation und Antwort auf oxidativen Stress (Kang et al., 1998b). Dies allein ist schon
Hinweis darauf, dass die Peroxidase-Aktivitit der Prx entweder nicht ihre einzige
Enzymaktivitidt ist, oder aber, dass sich die Peroxidase-Funktion der Prx auf alle diese
Vorginge auswirkt. H,O, kann mittlerweile nicht mehr nur als toxisches
Atmungsnebenprodukt angesehen werden; es ist vielmehr auch Bestandteil der Rezeptor-
vermittelten Signaliibertragung (Kang er al., 1998b). Da es schnell produziert wird, sehr
reaktiv ist und durch antioxidative Enzyme gut kontrolliert werden kann, stellt es ein
effektives Signalmolekiil dar (Wood et al., 2003). In Sidugerzellen verursacht eine Vielzahl
extrazelluldrer Stimuli, wie z. B. PDGF, EGF und TNF-q, einen voriibergehenden Anstieg der
H,0,-Konzentration. Die transiente Natur dieses Anstiegs fiihrte zu der Annahme, dass neben
der Produktion auch die schnelle Entfernung fiir den Signalvorgang wichtig ist. Tatsdchlich
wurde fiir Sauger-Prx I und II gezeigt, dass sie das als Folge der Stimulation durch PDGF,
EGF oder TNF-a gebildete H,O, abbauen und damit den weiteren Ablauf der Signalkaskade,
im Falle von TNF-a z. B. die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB, unterbinden
konnen (Kang et al., 1998b). Neben NF-kB werden mit c-Abl, Caspasen und AP-1 durch Prx
weitere Komponenten von Signalkaskaden beeinflusst, die in Zusammenhang mit
Zellwachstum und Apoptose stehen (Butterfield et al., 1999). Antiapoptotische Aktivitdten
sind fiir Prx I (= Pag; Ichimiya et al., 1997; Wen und Van Etten, 1997), Prx II (= NK-
enhancing factor; Zhang et al., 1997), Hefe-TSA (Kowaltowski et al., 1998) und Prx V (Zhou
et al., 2000) beschrieben. PrxV und Hefe-TSA (ebenso wie Katalase) verhindern dabei die
ROS-vermittelte unspezifische Permeabilisierung der mitochondrialen Membran (membrane
permeability transition; MPT), die eines der zentralen Ereignisse in p53-induzierter Apoptose
darstellt (Li et al., 1999; Zhou et al., 2000; Kowaltowski et al., 1998).

Der Effekt von PrxI iiber die Interaktion mit dem Onkoprotein c-Abl war interessanterweise
auch mit N-terminal verkiirztem Prx beobachtbar, dem das peroxidative Cystein fehlte, die
Interaktion mit c-Abl steht also nicht in Zusammenhang mit der antioxidativen Aktivitdt von
PrxI (Wen und Van Etten, 1997). Prx sind moglicherweise auch an der Regulation der TSH-
induzierten H,O,-Produktion beteiligt (Kim et al., 2000). Uber die Peroxynitrit-Reduktase-
Aktivitdat konnten Prx zur Widerstandsfahigkeit gegeniiber nitrosativem Stress beitragen und
wiederum die Signaltransduktion beeinflussen, da auch Peroxynitrit und seine Vorldufer als
Signalmolekiile fungieren.

Bei der Unterscheidung von Peroxid-vermittelter Signaltransduktion und oxidativem Stress
konnte die Sensitivitit der Prx fiir Uberoxidation eine Rolle spielen (Claiborne et al., 1999).
Dabei scheint die Empfindlichkeit fiir diese Inaktivierung in den Organismen selektiert
worden zu sein, in denen H,O, als Signalmolekiil dient; die bakteriellen Prx erweisen sich
niamlich hier als robuster. Wihrend die Oxidationsempfindlichkeit der meisten eukaryotischen
Prx auf bestimmte Strukturmotive (GGLG-Motiv; C-terminale Extension) zuriickzufiihren ist,
sind einige Proteine parasitischer Protozoen wie Kinetoplastiden, Giardien und auch
Plasmodien ihrer Sequenz nach nicht eindeutig zuzuordnen, und es ist kein Zusammenhang
zur Oxidationsempfindlichkeit bekannt (Wood et al., 2003).
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Mit der Annahme dieses Regulationsweges geht folgende Vorstellung fiir die Funktionsweise
der Peroxiredoxine einher: In der ruhenden Zelle halten sie durch ihre starke Prdsenz und
hohe Affinitit fiir Peroxide (Ky fiir Hy O, < 10 uM vgl. mit 25 mM der Katalase; Lee et al.,
2001) die Konzentration letzterer sehr gering; es findet keine Signalvermittlung statt. Ein
voriibergehender ,,Peroxid-burst* verursacht dagegen Peroxidkonzentrationen, die die Prx
schnell inaktivieren (Wood et al., 2003); es kommt zur Signalweiterleitung iiber die Peroxide.
Das Verhiltnis von aktivem zu inaktivem Prx konnte dann entscheidend dafiir sein, ob eine
Zelle Cytokin-induzierter Apoptose unterliegt (Rabilloud et al., 2002).

In dieser Phase sorgen Enzyme wie GPx und Katalase mit ihrer niedrigeren Affinitdt aber
hoheren Umsetzungsrate dafiir, den Peroxidiiberschuss wieder zu entfernen. Nach Wood ef al.
(2003) stellt die Sensitivitit der Prx gegen Uberoxidation eine irreversible Ermoglichung der
Signaliibermittlung durch H,O, dar. Untersuchungen an Prx1 in Mausmakrophagen deuten
jedoch darauf hin, dass fiir die Sulfinsdureform des Cysteins, &dhnlich wie fiir
Methioninsulfoxid, ein reduzierendes Enzym existiert und dass nur ein kleiner Teil des
Peroxiredoxins durch hohere H,O,-Konzentrationen irreversibel verdndert wird (Woo et al.,
2003).

Neben Uberoxidation kommen fiir die Regulation der Prx C-terminale Proteolyse und
Phosphorylierung in Betracht. Fiir die C-terminale Verkiirzung ist der Lysinrest 191 von
Bedeutung, der in fast allen untersuchten Sduger-Prx konserviert ist (Koo et al., 2002). Die
Phosphorylierung am T90 wurde fiir Sduger-Prx I, II, IIl und IV als aktivitdtssenkend
nachgewiesen (Chang et al., 2002). Die Aktivierung von Prx wird durch Cyclophilin A
beobachtet (Lee e al., 2001).

Wie durch die Vielfalt der moglichen Prx-Funktionen angedeutet, unterstreichen
Untersuchungen der fiinf bekannten Prx in Saccharomyces cerevisiae die Komplementierung
der verschiedenen Prx-Formen eines Organismus, sowohl beziiglich biochemischer
Interaktionen als auch der subzelluldren Lokalisation (Park et al., 2000).

1.2.2.3.7 Situation in Plasmodium falciparum

Fiir Plasmodium falciparum waren bislang vier verschiedene Peroxiredoxine beschrieben
(Rahlfs et al., 2002). Zwei davon gehoren zu den typischen 2-Cys-Prx; fiir TPx2 konnte
jedoch bisher nur leichte antioxidative Aktivitdt festgestellt werden (GS-protection assay) und
ein moglicher physiologischer Elektronendonor wurde noch nicht identifiziert. TPx1 ist mit
PfTrx1 aktiv und setzt verschiedene Peroxide um (Rahlfs und Becker, 2001). Das dritte
plasmodiale Prx gehort zur Gruppe der 1-Cys-Prx, wenngleich in seiner Sequenz noch weitere
nicht-konservierte Cysteinreste vorhanden sind. Kawazu et al. fanden Peroxidase-Aktivitit
mit H,O, und DTT bzw. GSH als Elektronendonoren (2000). Ein zu 92% identisches Protein
wurde aus einem anderen Pf-Stamm kloniert und als Trx-abhingig charakterisiert (Krnajski et
al., 2001).

Das vierte Pf-Prx dhnelt in seiner Sequenz eher einer Glutathionperoxidase und wurde daher
zunichst so bezeichnet (Gamain et al., 1996). Aufgrund der wesentlich hoheren Aktivitit mit
Trx fiihrten Sztajer et al. die Benennung TPxg; ein (2001).

Da Pf wahrscheinlich weder Katalase noch Glutathionperoxidase besitzt, ist die Peroxidase-
Aktivitdt der Peroxiredoxine fiir diesen Organismus womdglich von groBBerer Bedeutung als
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aufgrund der geringen Effizienz fiir andere Organismen vermutet (Hofmann ez al., 2002).
Dariiber hinaus liegt die Effizienz der PfTPx1 mit 6.7 x 10° M s hoher als durchschnittlich
fiir Prx angenommen (105 M s'l).

Knock-out-Studien zeigen, dass TPx1 fiir das Uberleben der Parasiten zwar nicht notwendig
ist, was moglicherweise durch die Komplementation der anderen Prx erklidrt werden kann,
aber doch eine wichtige Rolle fiir die Widerstandsfihigkeit gegeniiber oxidativem und
nitrosativem Stress spielt und in vivo an der H>O,-Entgiftung beteiligt ist (Komaki-Yasuda et
al., 2003). Neben der hier beobachteten Hypersensitivitit der knock-outs, die sich verzogert
am dritten Tag nach Zugabe des Stressors zeigte, ist umgekehrt auch eine Upregulation der
TPx1-Expression als Antwort auf Peroxidstress beschrieben (Akerman und Miiller, 2003).

1.3 Zielsetzung

Mit dieser Arbeit sollte, unter Anwendung molekularbiologischer und biochemischer
Methoden, die Bekdmpfung der Malaria unterstiitzt werden. Aufgrund der Bedeutung fiir den
Erreger sollten antioxidative Strategien von Plasmodium falciparum niher erforscht werden.
Auf der Grundlage des bislang bekannten Thioredoxin-Systems (Kanzok et al., 2001; Rahlfs
et al., 2002) galt es, weitere Thioredoxin- und Thioredoxinreduktase-Formen zu
identifizieren, zu klonieren, und, soweit moglich, zu charakterisieren. Ferner sollte die
Peroxidentgiftung des Organismus eingehender untersucht werden. Dazu sollte die
Reaktionsfihigkeit bekannter Redoxproteine mit Hydroperoxiden getestet, Mechanismus und
Eigenschaften der PfTPx1 (Rahlfs und Becker, 2001) nidher untersucht und insbesondere ein
TypV-Peroxiredoxin (AOP) aus Pf identifiziert und charakterisiert werden.

Die Interaktionen der verschiedenen antioxidativen Systeme (Trx-, Grx-), Proteine (PIrx,
TPx1, AOP) und Verbindungen (Liponsdure, Ascorbat), deren Komplexitit sich bereits
abzeichnete (Kanzok ef al., 2001; Becker, 2003; Gromer et al., 2004), sollte niher beleuchtet
werden.

Im Hinblick auf Zielmolekiile fiir die rationale Medikamentenentwicklung sollte ein Beitrag
zur Strukturaufkldarung genannter Proteine geleistet werden. Dazu sollten Trx1 und TrxR ohne
Hexahistidintag und z. T. in verkiirzter Form kloniert, die Reinigung etabliert und, sofern
moglich, kristallisiert werden. Ferner sollte die Kristallisierung des neu identifizierten Prx
(AOP) vorgenommen werden.

MutmaBliche Inhibitoren der TrxR sollten vergleichend an PfTrxR und humaner TrxR
getestet und die antiplasmodiale Wirkung an Parasitenkulturen bestétigt werden.

Um schlieBlich zum Verstindnis der FPIX (FerriprotoporphyrinlX)-Toxizitdt und der
Wirkung gingiger Malariawirkstoffe, wie Chloroquin, beitragen zu konnen, sollte der Effekt
von FPIX auf einige Redoxproteine des Parasiten (GR, TrxR, Grx) untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Samtliche Chemikalien wiesen den Reinheitsgrad p. a. oder hoher auf. Alle nicht einzeln

aufgefiihrten Stoffe kamen von Roth (Medien etc.) oder Sigma.

Agar

Carbenicillin
Chloramphenicol
Cystatin
Dehydroascorbinséure
1,4-Dithiothreit

dNTP

DTNB
Ethidiumbromid
FPIX

Glutathion, reduziert
Glutathiondisulfid
Hefeextrakt
Hypoxanthin

IPTG

Kanamycin

Liponamid

Liponsdure

NADH, NADPH, NADP*
Pepstatin

Pepton

PMSF

Rotiphorese™ 30%ige Acrylamid-Losung
QualexGoldTM-Agarose

tBOOH

Tetramethylenethylendiamin (TEMED)
Trypton

Wasserstoffperoxid

Invitrogen, Carlsbad, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis

Sigma, St. Louis

Roth, Karlsruhe

MBI Fermentas

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis /

Frontier Scientific Inc., Logan, USA
Sigma, St. Louis

Sigma, St. Louis

Oxoid, Basingstoke, England
GIBCO - Life Technologies,
Groningen, Holland

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis

Sigma, St. Louis

BioMol, Hamburg

Sigma, St. Louis

GIBCO - Life Technologies,
Groningen, Holland

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Thermo (Hybaid), Woburn (USA)
Fluka, Wiesbaden
Boehringer Bioproducts, Ingelheim
Roth, Karlsruhe

Merck
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2.1.2 Gerite

BioPhotometer

Blot-Anlage LKB Multiphor II
Bosch Feinwaage PE626
FPLC-Anlage mit Aekta Unicorn Software
Gelkammern (Agarose)
Inkubator (Cytoperm)
Magnetriihrer IKA

Megafuge 1.0 R
MicroliterTMSyringe
Mikroskope

Miniprotean II Dual Slab Cell
Minischiittler (Vortex)
pH-Meter ($350 pH/Temp/mV-Meter)
PCR-Cycler

PCR Mastercycler Gradient
Priazisionswaage
Quarzkiivetten (1 ml)
Schiittler (Orbital Shaker)
Spannungsgeber
Spektrophotometer U-2001
Spektrophotometer DU®650
Sterilbank

Thermomixer comfort
Tischzentrifuge Mini-Spin
Ultraschallgerit
Ultrazentrifuge Optima™ TLX
Vakuumzentrifuge SpeedVac
Variopipetten (Research, Reference)
Variopipetten

Wirmeschrank

Wasserbad

Wippe Duomax 1030
Zentrifuge Sorvall RC5B
Zentrifugenbecher (500 ml)

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Centricon (3k, 10k, 30k)
Centriprep (3k, 10k, 30k)
Deckglidschen, rund
Einmalkiivetten

Einwegpipetten (1, 2, 5, 10, 25 ml)

Eppendorf, Hamburg

Pharmacia Biotech, Uppsala (S)

Gebr. Bosch, Junginger

Aekta tiber Amersham, Freiburg
Peqlab, Erlangen

Heraeus Instruments, Hanau

Roth, Karlsruhe

Heraeus Instruments, Hanau
Hamilton, Bonaduz (CH)

Carl Zeiss (Axiostar)/Nikon (C-DSS230)
BioRad, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Beckman Instruments, Fullerton, USA
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Scaltec Instruments, Gottingen
Hellma, Miihlheim

Thermo Life Sciences, Egelsbach
BioRad, Miinchen

Hitachi, Japan

Beckmann, Miinchen

Heraeus Instruments, Hanau
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Bandelin Electronics, Berlin

Beckman Instruments, Fullerton, USA
Savant iiber Thermo Life Sciences
Eppendorf, Hamburg

Gilson, Middleton (USA)

Mytron iiber Thermo, Egelsbach
JuLabo iiber MAGV

Heidolph Instruments, Kelheim
Sorvall, Asheville (USA) iiber Kendro
Nalgene, Rochester (USA)

Amicon Inc., Beverly (USA)
Amicon Inc., Beverly (USA)
Menzel, LHD, Heidelberg
Sarstedt, Niimbrecht
Greiner, Kremsmiinster (A)
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Linbro Zellkulturplatten

Microcon (3k, 10k, 30k)
Mikroglaskapillaren
Nitrozellulosemembran HyBond N
Petrischalen (7.5, 15 cm Durchmesser)
Pipettenspitzen fiir Gilson
Plastikréhrchen (15 ml, 50 ml)
Reagenzgefilie, Pipettenspitzen
Zellkulturflaschen

24well-Platten

UVetten™

Flow Laboratories, McLean (USA)
Amicon Inc., Beverly (USA)
Brand, Wertheim

Pharmacia Biotech, Uppsala (S)
Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht
Eppendorf, Hamburg

Nunc, Wiesbaden

Greiner , Kremsmiinster (A)
Eppendorf, Hamburg

2.14  Material zur Sidulenchromatographie

2°,5’-ADP Sepharose 4B
Nickel-NTA-Agarose
CNBr-aktivierte Sepharose 4B
Amylose

2.1.5 Grofenstandards

2.1.5.1 DNA-Marker
GeneRuler™ 100 bp bzw. 1 kb
2.1.5.2 Protein-Marker

Protein Molecular Weight Marker
LMW-SDS Marker Kit
6xHis Protein Ladder

Pharmacia Biotech, Uppsala (S)
Qiagen, Hilden

Amersham Biosciences, Freiburg
New England Biolabs, Beverly, USA

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Amersham Biosciences, Freiburg
Qiagen, Hilden

2.1.6  Molekularbiologische Reagenziensitze

QIAGEN Gelextraktions-Kit (QIAquick)
QIAGEN Plasmid-Isolierungs-Kit (QIAprep)
QIAGEN PCR-Aufreinigungs-Kit (QIAquick)

Ready-to-go ™-T4-DNA-Ligationskit
Quick Ligation™ Kit
6x loading dye (Agarosegele)

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Amersham, Freiburg

New England Biolabs, Beverly, USA
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

2.1.7  Proteinbiochemische Reagenziensiitze

ECL-Kit
Silberfarbungs-Kit

Perkin-Elmer, Wellesley, USA
Merck, Darmstadt



Material und Methoden

35

2.1.8  Material zur Kristallisation
CrystalScreen™ Hampton Research, Aliso Viejo (USA)
AdditIlle Screen 2 Hampton Research, Aliso Viejo (USA)
Silikonol Boehringer Bioproducts, Ingelheim
2.1.9 Plasmide
pBUFlb' Carbenicillin (Amp); Tac-Promotor; lacZ-Gen; malE-Gen; lac-Repressor-Gen
pET16b2 Carbenicillin (Amp); T7lac-Promotor; lac-Repressor-Gen; N-terminaler His-tag
pQE30° Carbenicillin (Amp); TS-Promotor / lac-Operator; N-terminaler His-tag
pREP4’ Kanamycin; lac-Repressor-Gen
4 Carbenicillin (Amp); T7-Promotor; lac-Repressor-Gen; lacZ-Gen; N-terminaler
pRSETA .
His-tag
pBluescript 11 SK(+)° Carbenicillin (Amp); lac-, T7-, (T3-)Promotor; lacZ-Gen
RIG-Plasmid® Chloramphenicol; tRNAs fiir R, I und G (AGA, AGG,ATA,GGA)

Tabelle 2.1. Ubersicht iiber die Eigenschaften der verwendeten Vektoren.

! freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. F. Bernhard; * Vektor mit zu exprimierender Insert-Sequenz
dankenswerterweise erhalten von Prof. Dr. R.-H. Schirmer; > Qiagen GmbH, Hilden; 4 Invitrogen, Carlsbad,
USA; ° Stratagene LaJolla, USA; *freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Wim Hol (Baca und Hol

2000).

2.1.10 Enzyme

PfGR (heterolog exprimiert und gereinigt nach Firber ez al. (1998)) wurde freundlicherweise

von Prof. R.-H. Schirmer, Biochemiezentrum Heidelberg zur Verfiigung gestellt.

Im eigenen Labor routinemifig heterolog exprimiert und gereinigt:

PfGrx1

PfPlrx

PfTrx

PfTrxR

Kommerziell erworben:

Calf Intestinal Alcaline Phosphatase
DNAse 1

Dpnl
LipDH

heterologe Expression und Reinigung gemif3
Rabhlfs er al., 2001

heterologe Expression und Reinigung gemif3
Becker et al., 2003

heterologe Expression und Reinigung gemif3
Kanzok et al., 2000

heterologe Expression und Reinigung gemif3
Kanzok et al., 2000

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Roche, Grenzach-Wyhlen
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, St. Louis
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Lysozym
Pfu-DNA-Polymerase
Shrimps Alcaline Phosphatase
T4-Polynukleotidkinase
Restriktionsendonucleasen
T4-Ligase

TEV-Protease, rekombinant
Tag-DNA-Polymerase

Roth, Karlsruhe

Promega Corporation, Madison, USA
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

MBI Fermentas, St. Leon-Rot /
Promega Corporation, Madison, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Eppendorf, Hamburg /

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Fiir simtliche kommerziell erworbene Enzyme wurde, sofern nicht anders beschrieben, der

vom Hersteller mitgelieferte, empfohlene Puffer verwendet; gleiches gilt fiir verwendete

Additiva.

2.1.11 Bakterienstaimme

E. coli - Stamm Genotyp Referenz, Hersteller
recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsd-R17, supE44, (Bullock et al., 1987)
XL1-Blue relAl, lac, [F', pro AB, lacl"ZAM15, Tn10, (Tc"] Stratagene, LaJolla, USA
Villarejo und Zabin,
nal’, Str’, rif’, Km®, lac™, ara”, gal”, mtl", F~, recA ™, (Villarejo und Zabin
M15 [pREP4] wvrt 1974)
Qiagen, Hilden
] o (Wood, 1966)
BL21 F ompT hsdSy(rgmg) gal dem (DE3) Stratagene, LaJolla, USA
endAl, hsdR17 (rKlz_mK12+) supE44 thi-1 recAl,
gyrA96, relAl lac[F' proA+B+ lacl"ZAM15 Novagene, Merck KGaA,
NovaBlue r Darmstadt
=:Tnl0(Tc)]
S S .. .- - + + - o +
SG13009 nal’, S, rif’, thi' lac’, ara*, gal®, mtl, F, recA”, (Gottesman et al., 1981),
[pPREP4] uvr®, lon™ Qiagen, Hilden
dem, ompT, hsdS, (rg mp) gal A (Miroux und Walker, 1996)
C4l (BLZ.l' und mindestens eine weitere, nicht charakterisierte Avidis, Saint Beauzire,
Abkommling) Mutation Frankreich
Mi d Walker,
dem ompT hsdS (rg mg) gal A (Miroux und Walker
C43 (C41- . . . .. 1996)
und mindestens zwei weitere, nicht charakterisierte L . .
Abkommling) Mutationen Avidis, Saint Beauzire,
Frankreich

Tabelle 2.2. Genotypen der verwendeten Bakterienstiimme mit Referenzen.
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2.1.12 Losungen

2.1.12.1 Stammlosungen

APS:
Ascorbinséure:
Carbenicillin:

Chloramphenicol:

CuOOH:
Cystatin:
DHA:
DTNB:
DTT:
Glucose:
GSH:
GSSG:
H->0,:
4°C
HEDS:
IPTG:
Kanamycin:

Liponsdure/-amid:

NADH, NADPH:
PCOOH:

Pepstatin:
PMSF:
tBOOH:

X-Gal:

2.1.12.2 Medien

10% (w/v) in Wasser gelost, Lagerung bei -20°C
50 mM in TrxR-Puffer, taglich frisch, kurzzeitig bei 4°C gelagert
50 pg/ml in 50% Ethanol, bei -20°C gelagert
25 pg/ml in 100% Ethanol, bei -20°C gelagert
1 M und 4 mM in DMSO, téglich frisch
40 uM in US-Puffer, bei -20°C gelagert
25 mM in TrxR-Puffer, tiglich frisch, kurzzeitig bei 4°C gelagert
100 mM in DMSO, bei -20°C gelagert
200 mM in H;O, bei -20°C gelagert
40% in aq.dest., sterilfiltriert, bei 4°C gelagert
100 mM in H;O, bei -20°C gelagert
20 mM in GR -Puffer, bei -20°C gelagert
1 M und 4 mM im jeweiligen Puffer, tiglich frisch, kurzzeitig bei
gelagert
7.35 mM, in GR-Puffer, frisch angesetzt
1 M in agq.dest., sterilfiltriert, bei -20°C gelagert
25 pg/ml in agq.dest., sterilfiltriert, bei -20°C gelagert
5 mM in DMSO, téglich frisch
4 mM im jeweiligen Puffer, kurzzeitig bei 4°C gelagert
Stammlosung 1 M in Ethanol; freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von Prof. Dr. R. Brigelius-Flohé, Potsdam; bei -80°C
gelagert; hiervon abgeleitet 5 mM in Ethanol, tdglich frisch,
kurzzeitig bei 4°C gelagert
1.5 mM in US-Puffer, bei -20°C gelagert
100 mM in DMSO, bei Raumtemperatur gelagert
1 M und 4 mM im jeweiligen Puffer, tiglich frisch, kurzzeitig bei
4°C gelagert
20 mg/ml in N,N-Dimethylformamid, bei -20°C gelagert

Luria-Bertani-Medium (1 1)

10 g
10g
5¢

2.1.12.3 Puffer

Natriumchlorid
Trypton
Hefeextrakt

2.1.12.3.1 Puffer zur Plasmidisolierung

P1-Puffer

6,06 mg/ml Tris-Base
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3.72 mg/ml EDTA x 2 H20
0.1 mg/ml RNAse A

P2-Puffer
4 M NaOH
1% (wiv) SDS
P3-Puffer
™ Kaliumacetat; mit Eisessig auf pH 5.5 eingestellt

2.1.12.3.2 Priparations- und Siulenpuffer

Amylose-Siulenpuffer
20 mM Tris-HCI
200 mM NaCl
1 mM EDTA

mit HCI / NaOH ad pH 7.4
TE-Puffer
50 mM Tris

1 mM EDTA
mit HCl,q bei Raumtemperatur auf pH 7.6 titriert
Ohne weitere pH-Justierung hiervon abgeleitet wurden:

100 bzw.
200 mM KCI-TE
1M NaCl-TE

x mM NADP'-TE (x=0.25/1/2)

Regenerierungspuffer fiir 2°5°-ADP-Sepharose
100 mM NaAcetat
500 mM NaCl
bei Raumtemperatur auf pH 4.5 titriert

100 mM Tris
500 mM NaCl
bei Raumtemperatur ad pH 8.5 eingestellt

Ultraschallpuffer
50 mM Natriumphosphat
300 mM Natriumchlorid,
mit HCl,q bei Raumtemperatur auf pH 8.0 eingestellt

2.1.12.3.3 Assay-Puffer

TrxR-Assaypuffer
100 mM Natriumphosphat
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2 mM EDTA
mit KOH,q bei Raumtemperatur auf pH 7.4 eingestellt

GR-Assaypuffer
47 mM Kaliumphosphat
2 mM EDTA
200 mM KCl
mit KOH,q bei Raumtemperatur auf pH 6.9 eingestellt

HEDS-Puffer (Grx-Assay-Puffer)
100 mM Tris
1 mM EDTA
bei Raumtemperatur auf pH 8.0 eingestellt

TPx-Assaypuffer
50 mM HEPES
bei Raumtemperatur auf pH 7.2 eingestellt

Trx2-Puffer
100 mM Kaliumphosphat
200 mM KCl
1 mM EDTA
mit KOH,q bei Raumtemperatur auf pH 8.0 eingestellt

Insulin-Assay-Puffer
50 mM Tris-HCI
2 mM EDTA
bei Raumtemperatur auf pH 7.4 eingestellt
0.17 mM  Insulin

2.1.12.4 Elektrophorese- und Blottingpuffer
TE-Puffer
10 mM TRIS-HCI
1 mM EDTA
mit HCl,q bei Raumtemperatur auf pH 8.0 eingestellt

TBE-Puffer
100 mM Tris-HCI
83 mM Borsiure

10 mM EDTA
bei Raumtemperatur auf pH 8.2 eingestellt
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SDS-Probenpuffer 1x (nach BioRad)

12.5 ml
25 ml
20 ml
2 ml
35 ml

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 (= Sammelgelpuffer)
Glycerin

10% (wr) SDS ad ~2.1%
0.5% (wivy Bromphenolblau ad 0.01%
H,O

Lagerung bei RT; vor Gebrauch + 5% () B-ME

SDS-Probenpuffer 4x (Lammli)

3 ml 0.5 M Tris-Cl pH 6.8 ad 300 mM
300 mg DTT ad 6% (w)
400 mg SDS ad 400 mM
2ml Glycerin ad 40% ()
etwas Bromphenolblau (1 Spatelspitze)
~5ml

SDS-Kammerpuffer / Blottingpuffer

192 mM
25 mM
0.1% (Wiv)

Glycin
TRIS
SDS (nur fiir SDS-Kammerpuffer)

mit HCl,q bei Raumtemperatur auf pH 8.3 eingestellt

Coomassie-Firbelosung

0.25% (w)

9.2% v/v)
5.0% ()

Coomassie-Entfirber

40% viv)
10% viv)

Anodenpuffer I
300 mM

Anodenpuffer II
25 mM

Kathodenpuffer
40 mM

Stripping-Puffer
2%
62.5 mM

Coomassie-Brilliantblau R250
Essigsiure
Methanol

Essigsiure
Methanol

TRIS

TRIS

6-Aminohexansiure

SDS
Tris (pH 6.7)
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7 mM Mercaptoethanol

TBS
10 mM TRIS
155 mM NaCl
mit HCl,q bei Raumtemperatur auf pH 7.4 eingestellt
TBS-Tween

10 mM TRIS
155 mM NaCl
0.05% w  Tween 20
mit HCl,q bei Raumtemperatur auf pH 7.4 eingestellt

2.1.12.5 Kiristallisationspuffer

Zur Kiristallisation wurden zunidchst die Crystal Screen-Sitze I und II (Hampton
Research, Aliso Viejo, USA) getestet. Diese 98 Puffer wurden zudem mit den 24
Losungen des Additiva-Kit 2 kombiniert. Zusdtzlich ergaben sich weitere
Moglichkeiten durch die Verwendung der Losung in unterschiedlichen
Konzentrationen. Die Crystal Screen- und Additiva Screen-Losungen, mit denen
besonders gute Kristalle des PTAOP erzielt werden konnten, wurden nach Angabe von
Hampton Research selbst hergestellt.

CS 1#40: 0.1 M Tri-Natriumcitratdihydrat (pH der 10x-
Stammldsung = 5.6)
20% (vvy Isopropanol
20% vy PEG 4000

CS 11 # 26: 0.1M  MES (pH der 10x-Stammldsung = 5.6)
0.2M  Ammoniumsulfat
30% (wry PEG-Monomethylether 550

Screen 2 # 23: 0.1M Phenol

Screen 2 # 18: 0.1M Taurin

Screen 2 # 16: 0.3 M Glycyl-glycyl-Glycin
Screen 2 # 15: 1.0M Glycin

Screen 2 # 20: 5% (wiv) Polyvinylpyrrolidon (K15)
Screen 2 # 19: 0.1M Betainmonohydrat

Screen 2 # 17: 0.1 M Hexamincobalt-Trichlorid

Zur Kristallisation der verschiedenen PfTrxR-Formen wurde ferner der MembranFac-Kit
(Hampton Research) verwendet. Losung #2, 0.1 M Zinkacetatdihydrat, wurde auch selber
angesetzt.
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2.2 Methoden
2.2.1  Mikro- und Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Plasmidpriparation aus Escherichia coli

Zur Plasmidvermehrung in E. coli wurde ein entsprechender Klon gepickt und in 3 ml LB
einschlieBlich der notigen Antibiotika liber Nacht bei 37°C schiittelnd inkubiert. Die
Aufreinigung der Plasmide erfolgte entweder mit Hilfe des Qiaquick-Kit nach Anleitung des
Herstellers (Qiagen, Hilden) oder per Hand in Anlehnung an Holmes und Quigley (1981).
Dazu werden 1.5-3 ml der UK bei 8000 rpm in der Tischzentrifuge (5150 g) 5 min
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wird in 200 pl P1-Puffer
resuspendiert. Durch Zugabe von 200 ul P2-Puffer, Mischen und Sminiitiger Inkubation bei
Raumtemperatur wird die Lyse der Zellen erreicht. AnschlieBend erfolgt die Neutralisation
des pH-Wertes und die Ausfillung der Proteine durch 200 ul eiskalten P3-Puffer. Nach
erneuter Zentrifugation (5 min bei 14000 rpm = 13600 g) wird der Uberstand abgenommen
und die DNA mit Hilfe von 500 pl Isopropanol in einem neuen Reaktionsgefdl} prizipitiert.
Das durch einen weiteren Zentrifugationsschritt (5 min bei 13600 g) gewonnene DNA-Pellet
wird nach Entfernung des Uberstandes durch Zugabe von 600 ul eiskaltem Ethanol (70%)
gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und die DNA vollstindig
getrocknet (wenige Minuten bei Raumtemperatur in der SpeedVac). AnschlieBend wird das
Pellet in 30 pl aq. dest. aufgenommen.

2.2.1.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR ermdéglicht die Vervielfiltigung selbst kleinster Mengen DNA und stellt daher die
Basis vieler molekularbiologischer Verfahren dar. Man macht sich dabei in vitro die Fihigkeit
des Enzyms DNA-Polymerase zunutze, in Anwesenheit geeigneter Primer und diverser
Cofaktoren (dNTP’s, Mg*") DNA-Einzelstringe zu Doppelstringen zu erginzen. Die
zugéngigen Einzelstringe werden dabei statt iiber in vivo vorarbeitende Enzyme (Helicase,
Gyrase) durch Hitzedenaturierung erhalten, was die Hitzestabilitdt der Polymerase notwendig
macht. Wihrend das Enzym klassischerweise aus Thermophilus aquaticus gewonnen wurde,
sind mittlerweile zahlreiche weitere Polymerasen in Gebrauch, die sich hinsichtlich
Thermostabilitit, Ausbeute und Fehlerhdufigkeit unterscheiden. Die preiswerte Tag-
Polymerase liefert bei relativ guter Hitzestabilitit eine hohe Ausbeute. Desweiteren wird ihre
Eigenschaft, am entstandenen Produkt unspezifische A-Uberhinge zu erzeugen, fiir
Klonierungen genutzt. Das etwas langsamere Enzym aus Pyrococcus furiosus (Pfu) besitzt
durch ihre 3’-5’-Exonuclease-Aktivitit eine Korrektureigenschaft (proofreading), welche
besonders bei der Amplifikation lingerer DNA-Fragmente zum Tragen kommt.
Dementsprechend wurden genannte Enzyme auch in der vorliegenden Arbeit verwendet (Pfu
beispielsweise in der zielgerichteten Mutagenese).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde stets die sog. hot start PCR durchgefiihrt. Diese ist dadurch
charakterisiert, dass vor dem Start der Reaktion durch Zufiigen einer kritischen Zutat (meist
und hier der Polymerase) die Temperatur des Reaktionsgemisches iiber der
Anlagerungstemperatur der Primer gehalten wird, um unspezifische Bindungen zu vermeiden.
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Konkret bedeutete dies, dass der Zugabe der Polymerase und dem typischen Cycling-
Programm ein initialer Denaturierungsschritt vorausging.
Ein Standard-PCR-Ansatz und —Programm sahen aus wie folgt:

Komponente Stammiosung ™ "Menge " "Endkonzentration ™ N P NS | RN N 00

10x-Puffer Sul 1x Pipettierschema einer PCR.

dNTP 2.5 mM 4 ul 0.2 mM

Primer A 100 pmol/ul 1 ul 2 pM

Primer B 100 pmol/ul 1ul 2 pM

Template

(cDNA-Bank) 1.5ul

aq. dest. 36.5 ul

Polymerase 1ul 1-5U

ad 50 ul

Tabelle 2.4. Typisches Temperaturprofil einer Schritt Temperatur  Zeit
PCR,' . . . Initiale Denatururierung 94-95°C 3 min
* Die Annealingtemperatur liegt meist etwa 5°C
unter der Schmelztemperatur des Primers. Da die | Denaturierung 94-95°C 30 sec
Temperaturen beider Primer hdufig unterschiedlich
sind, ist es empfehlensweﬁ, v;rschiedene Annealing 25- 55 4500 30 sec
Temperaturen auszutesten, was hier meist simultan 35x
mit Hilfe der Gradientenfunktion des Cyclers ) . s
erfolgte. Elongation 72°C 1 min
**Die Elongationszeit wurde mit Hilfe der . . o 2-5
Faustregel 1 kb/min ermittelt. Fiir Produkte bis zu Finale Elongation 72°C min*
1kb  wurde jedoch grundsitzlich 1 min - S
Verldngerungszeit gewihlt. Kiihlen und Halten 4°C

Zur Optimierung der PCR wurden je nach Problemstellung MgCl,-, dNTP- und Template-
Konzentrationen variiert oder die Anwesenheit von Ammoniumsulfat getestet. Fiir Sequenzen
bis 1 kb wurde in der Regel Tag-Polymerase verwendet, fiir groBere Fragmente das Pfu-
Enzym. Als Template dienten die im Labor gebrdauchlichen cDNA-Banken aus Gametocyten
(gl und gll) bzw. Blutstadien (bs) von Plasmodium falciparum, die von Herrn Professor
Kaslow (Rawlings und Kaslow, 1992) erstellt wurden. Die als gl bezeichnete Bank befindet
sich im Invitrogen-Vektor pcDNAI, die Bank gII in pcDNAIL In beide Banken ist auch die
DNA einiger asexueller Formen eingeflossen. In Einzelfillen (z. B. site-directed mutagenesis,
schwierige Umklonierungen) wurde bereits vorhandenes Plasmid oder PCR-Produkt
verwendet. Um eine bessere Spezifitidt der Primerbindung zu erreichen, welche durch den
hohen AT-Reichtum von Pf und der deshalb relativ langen Oligonukleotide erschwert war,
wurden zur Identifizierung einer Sequenz zunichst Primer ohne Uberhang verwendet. Erst in
einem zweiten Schritt wurden Schnittstellen zur Klonierung angefiigt.

Die Berechnung der Schmelztemperatur erfolgte mit der Faustregel

ST=#A/T)x2°C+#G/C)x4°C Formel (1).
Zur weiteren Verwendung eines PCR-Ansatzes wurde dessen Aufreinigung mit dem Qiaquick

PCR-Reinigungskit oder bei Bedarf die Exzision aus einem priparativen Agarosegel unter
Verwendung des Qiagen Gel-Extraktions-Kit vorgenommen.
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2.2.1.3 Klonierung
2.2.1.3.1 Restriktion

Wenngleich im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Klonierungsstrategien zum Einsatz
kamen, so z. B. TA-Klonierung (Qiagen PCR Cloning Kit), wurden die beschriebenen
Klonierungen doch alle mit der Erzeugung von PCR-Produkten begonnen, deren Enden
Erkennungssequenzen fiir Restriktionsenzyme trugen. Bei der anschlieBend durchgefiihrten
sticky end-Klonierung werden das Fragment und auch der zu verwendende Plasmidvektor
zundchst mit den entsprechenden Endonukleasen inkubiert, wobei die entstehenden linearen
DNA-Molekiile durch die Spezifitit der Enzyme iiberhdngende Enden aufweisen. Diese
klebrigen Enden haben fiir die Klonierung mehrere Vorteile: Zum einen zieht die DNA-
Ligase die Uberhinge glatten Enden vor; zum anderen wird unter Verwendung zweier
unterschiedlicher Enzyme die Richtung des Einbaus vorgegeben und die Religation leeren
Vektors verhindert.

Zur Restriktion werden Insert und Vektor separat mit enzymspezifischem Puffer und dem
Enzym versetzt und mindestens 1 h inkubiert. Wihrend fiir den Verdau des Vektors 1 h bei
37°C in der Regel ausreichend ist, erfolgt die Spaltung des Inserts optimalerweise fiir mehrere
Stunden bei Raumtemperatur. Dies ist darin begriindet, dass die Nuklease freie Enden
weniger gut angreifen kann und durch die Verringerung der Temperatur zumindest die
Stokes’sche Molekularbewegung etwas vermindert wird.

Werden unterschiedliche Enzyme verwendet, kann die Restriktion in einem Doppelansatz
geschehen, sofern Kompatibilitit der Pufferbedingungen gegeben ist. Dies ist bei der
Auswahl der Enzyme zu bedenken. Auch der Verdau selbst erfordert hierbei hiufig
Optimierung, da der einzusetzende Puffer oft fiir beide Enzyme suboptimal ist. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde, sofern nicht anders vermerkt, stets der ,,Tango“-Puffer des
Enzymbherstellers (MBI Fermentas) verwendet.

Insert Vektor Tabelle 2.5. Typisches

Beispiel fiir einen
13 ulag. dest 13 ulag. dest Restriktions-Doppelansatz
3 ul Puffer (10x) 3 ul Puffer (10x) von Vektor und Insert.
12 pl PCR-Produkt (~ 70 ng/ul) 6 ul Plasmid (~ 150 ng/ul)
1 ul BamHI (10 U/ul) 1 ul BamHI (10 U/ul) Dem Verdau folgt eine
1 pl HindIII (10 U/ul) 1 pl HindIII (10 U/ul) Reinigung wie bereits
— 3 h Inkubation bei RT — 1 h Inkubation bei 37°C .

fir PCR beschrieben. In

jedem Fall werden anschliefend die Konzentrationen der Eluate photometrisch bestimmt
(Biophotometer, Eppendorf). Dazu werden 65-68 ul aq. dest. in einer UVette (Eppendorf) als
Nullwert eingestellt. 2-5 ul der Probe werden zugemischt und die Optische Dichte bei 260 nm
gemessen.

Nach der Formel

¢ [ug/ul] = ODygp x Verdiinnung x 50 (Sambrook et al., 1990) Formel (2)
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wird die Konzentration der doppelstringigen DNA berechnet. Das parallel bestimmte
Verhiltnis Azeo/Azgo gibt dariiber hinaus die Sauberkeit der Losung in Bezug auf
Proteinverunreinigungen an.

2.2.1.3.2 Ligation

Das optimale molekulare Verhiltnis von Insert zu Vektor fiir deren Verkniipfung wird in der
Literatur mit 2:1 bis 5:1 angegeben. Da fiir die Berechnung der Molekiilzahl die Grof3e der
beiden Fragmente zu beriicksichtigen ist, ergibt sich folgende Formel:

Benotigte Menge Insert [ng] = (Vektor [ng] x InsertgroBe [bp] x 5) / Vektorgroe [bp]  (3).

Das fiir die Ligation am héufigsten verwendete Enzym ist aufgrund ihrer Schnelligkeit und
unkomplizierter Pufferbedingungen die T4-Ligase. Fiir die Ligationen im Rahmen dieser
Arbeit wurden iiberwiegend die Kits Ready-To-Go' ™ T4-Ligase (Amersham, Freiburg) und
Quick LigationTM Kit (NEB, Beverly, USA) verwendet. Letzterer arbeitet ebenfalls mit T4-
Ligase. Beide Kits wurden nach Herstelleranweisungen eingesetzt, wobei sich mit dem
Ready-To-Go-Ansatz eine etwas verlidngerte Inkubationszeit (1 h) bei 16°C als vorteilhaft
erwies. Ein Teil des Ligationsansatzes wurde meist direkt zur Transformation verwendet, der
Rest einem 10miniitigen Inaktivierungsschritt bei 65°C unterzogen und anschlieend bei
-20°C gelagert.

2.2.1.3.3 Zielgerichtete Mutagenese (site-directed mutagenesis)

Diese Methode wird dazu benutzt, einzelne Basen einer Sequenz gezielt zu mutieren. Die
Bezeichnung dient der Abgrenzung von der Zufallsmutagenese, bei der ganze Organismen
z. B. durch chemische Agenzien ungerichtet mutiert werden, um die Auswirkungen der
Mutationen phénotypisch zu untersuchen.

Im Rahmen dieser Arbeit war die gerichtete Mutation zum einen zur Wiederherstellung der
eigentlichen Sequenz vonnéten (Riickmutation Trx3, TrxR), zum anderen wurden in der
Sequenz von TPx1 gezielt Cys—Ala-Austausche vorgenommen, um die Bedeutung der
Cysteinreste zu untersuchen.

Liegen dabei, so wie hier, komplette Plasmide vor, werden zwei komplementire Primer
entworfen, die in der Mitte den gewiinschten Austausch enthalten. Fiir die PCR wird im
Allgemeinen eine Polymerase mit Korrekturaktivitit benutzt (hier: Pfu). Zwar nimmt man
dabei geringere Ausbeute in Kauf, erhélt aber ein Produkt mit geringerer Fehlerhdufigkeit und
dariiber hinaus mit glatten Enden, was fiir die weitere Vorgehensweise von Vorteil ist. Der
PCR-Ansatz wurde pipettiert wie unter beschrieben; es wurden 3 U Pfu-Polymerase und etwa
30 ng Plasmidtemplate verwendet. Die Initialdenaturierung und finale Extension erfolgten fiir
5 min, die Extensionszeit pro Zyklus wurde fiir das jeweilige Plasmid berechnet: Pro kb
wurden 2 min gewdhrt. Zur Vermeidung unerwiinschter, weiterer Mutationen wurde die
Zyklenzahl auf etwa 25 begrenzt. Der Erfolg der PCR wurde in einem Agarosegel durch
Vergleich mit der eingesetzten Templatemenge kontrolliert. AnschlieBend wird der gereinigte
PCR-Ansatz komplett einem Dpnl-Verdau (50 pl-Ansatz) unterzogen. Dieses Enzym erkennt
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6-methyliertes Guanosin in der Sequenz Gm6AJTC und spaltet wie durch den Pfeil
angezeigt. Unmethylierte DNA wird nicht geschnitten. Da die meisten Bakterienstimme das
dam-Methylierungssystem besitzen, ist Plasmid-DNA iiblicherweise methyliert, das PCR-
Produkt aber noch nicht. Optimalerweise wird daher durch die Restriktion das Template
zerstort, und bei der anschlieBenden Transformation (hier 10-20 pl des Verdauansatzes)
gelangen nur mutierte Plasmide in die Zellen. Dass sich diese direkt transformieren lassen,
liegt daran, dass sich die komplementédren Einzelstringe spontan aneinandergelagert haben
und nur noch zwei Einzelstrangbriiche enthalten. Diese sogenannten nicks befinden sich an
unterschiedlichen Positionen und werden im Bakterium repariert. Da fiir diese Reparatur ein
5’-Phosphatende notwendig ist, wurden entsprechend modifizierte Primer verwendet bzw. die
PCR-Produkte phosphoryliert.

2.2.1.4 Transformation in Escherichia coli
2.2.1.4.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen (Calciumchlorid-Methode)

Zur Gewinnung kompetenter E. coli-Zellen werden die Zellen aus der Stammkultur (-70°C)
frisch ausplattiert und mit einem einzelnen Klon eine Ubernachtkultur (UK) in 3 ml LB
angeimpft, welche bei 37°C und 200 Upm schiittelnd inkubiert wird. Daraus wird 1 ml in
100 ml LB iiberfiihrt. Im Falle von M15-Zellen erfolgt die Kultivierung in Anwesenheit von
Kanamycin. Da sonstige Zellen, die noch kein Plasmid besitzen, ohne Antibiotika angezogen
werden, ist bei der Prozedur ganz besonders auf Sterilitdt zu achten. Die Kultur wird etwa 2 h
bei 37°C geschiittelt, bis eine ODggp von 0.2 bis max. 0.5 erreicht ist. Dann werden die Zellen
5 Minuten auf Eis gestellt und anschlieend in sterilen Falcontubes bei 4°C und 4000 g
5 Minuten zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands wird das Zellpellet in 30 ml eiskalter
100 mM CaCl,-Losung resuspendiert und mind. 40 (bis 90) Minuten auf Eis gestellt. Nach
erneuter Zentrifugation (10 min, 4°C, 400 g) wird jedes Pellet in 4 ml (bez. auf 100 ml
Kultur) eiskalter 100 mM CaCl,-Losung aufgenommen und aliquotiert. Die Aliquots werden
in fliissigem Stickstoff oder Ethanol-Trockeneis-Bad schockgefrostet und bei -80°C gelagert.

2.2.1.4.2 Transformation

Ein Aliquot kompetenter Zellen (100 pl) wird auf Eis aufgetaut. Auf diese Menge konnen
vom Ready-To-Go-Ansatz 2 pl, von der Quick-Ligation 4 ul (etwa 10 ng) transformiert
werden. Wird ein bestehendes Plasmid transformiert, geschieht dies mit etwa 1 pg DNA.
Nach der Zugabe der DNA wird die Losung ruhig fir 30 Minuten auf Eis belassen.
Anschlieend exponiert man das Gemisch fiir 90 sec 42°C, kiihlt danach sofort kurz auf Eis
ab und gibt 400 pl vortemperiertes LB-Medium zu. Es folgt eine 45miniitige Inkubation bei
37°C, wobei mit 160-200 Upm geschiittelt wird. Danach werden die Zellen auf Agar, der die
jeweils zur Selektion bendtigten Antibiotika enthilt, ausplattiert. Nach Inkubation iiber Nacht
bei 37°C werden die gewachsenen Klone getestet.

2.2.1.4.3 Selektion / Identifizierung positiver Klone

Die Selektion positiver Klone erfolgte in jedem Fall iiber die auf den verwendeten Plasmiden
codierte Antibiotikaresistenz. Die Vektoren pSK und pQE enthalten das Resistenzgen gegen
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Carbenicillin / Ampicillin, pREP4 in M15-Zellen vermittelt Kanamycin-Resistenz. Fiir die
Selektion wird die E. coli-Fliissigkultur nach der Transformation auf den Antibiotika-haltigen
Agar ausplattiert. Dariiber hinaus besitzt der pSK-Vektor das lacZ-Gen, dessen Produkt fiir
die Aktivitdt der B-Galaktosidase notig ist. Dieses Enzym setzt X-Gal, welches ebenfalls in
den Agar gegeben wird, zu einem blauen Farbstoff um. Durch eine erfolgreiche Klonierung
innerhalb der multiple cloning site wird die Expression funktionsfahigen Enzyms verhindert
und entsprechende Kolonien bleiben weill. In dieser Arbeit wurde der Blau-Weil3-Test zur
Selektion bei pSK-Klonierungen eingesetzt. Bei den iibrigen Klonierungen erfolgte die
Identifizierung positiver Klone durch abendliches Animpfen einer 3 ml-UK und Plasmid-
Préparation und Kontrollverdau am néichsten Morgen. Der Restriktionsansatz umfasste meist
20 pl, wobei 5-10 pl Plasmid verwendet wurden.

2.2.1.4.4 Heterologe Genexpression in E. coli

Die standardmiBige Uberexpression klonierter Gene erfolgte in M15-Zellen, in denen eine
besonders enge Kontrolle der Expression durch das pREP4-Plasmid erreicht wird. Die
Produktion des dort codierten glucosesensitiven Repressors wird durch IPTG beendet und die
Expression des eigentlichen Gens induziert.

Als erste Vorkultur (VK) wird eine frisch transformierte Kolonie in 3 ml LB mit
Antibiotikazusatz (typischen Endkonzentrationen: C ad 100 pg/ml, K ad 50 pg/ml, CH ad
25-50 pg/ml) inokuliert, diese einige Stunden inkubiert (schiittelnd, 37°C) und in 250 ml LB
mit Antibiotika tiberfiihrt (2. VK). Dieser Kulturansatz wird iiber Nacht bei 37°C und 160-
180 Upm geschiittelt. Die Hauptkultur (1 1 LB + Antibiotika) wird am nichsten Morgen 1-
2.5%ig damit angeimpft. Bei Hauptkulturen von 0.25 bzw. 0.5 | wird zur Inokulation die erste
VK verwendet (3 bzw. 6 ml). Die Hauptkultur wird bis zu einer ODgyo von 0.4-0.6 inkubiert
und anschlieBend die Expression durch IPTG-Zugabe ad 1 mM induziert. Nach 4stiindiger
Expressionsdauer werden durch Zentrifugation bei 8000 rpm (10500g, 4°C, 15 min)
Zellpellets gewonnen, welche in mdglichst wenig US-Puffer resuspendiert werden. Nach
Zugabe von 40 nM Cystatin, 150 nM Pepstatin und 10 puM PMSF schlieBt sich die
Aufreinigung oder Lagerung bei 20°C an.

Eine sogenannte leaky expression noch vor der eigentlichen Induktion Ildsst sich durch
Anwesenheit von Glucose unterbinden. Hierzu wird frisch transformiert und auf Glucose-
haltigen Agar (1%) ausplattiert. Wihrend die Vorkulturen ebenfalls 1% Glucose enthalten,
werden der Hauptkultur nur 0.5% zugesetzt. Diese Menge ist zum Zeitpunkt der Induktion
verbraucht, und die Expression wird wie gewohnt mit IPTG gestartet.

2.2.1.5 Auftrennung von DNA im Agarosegel

Je nach GroBe der aufzutrennenden DNA werden 0.5-1%ige Gele verwendet. Die Agarose
wird in TBE-Puffer aufgenommen und durch Erwirmen in der Mikrowelle gelost. Nach dem
Erkalten auf Handwérme wird das Gel gegossen.

Von PCR-Proben und Plasmidkontrollverdaus wurden in der Regel 10 pul, von
Plasmidpréparationen 3-6 pl mit 6xloading dye ad 1x versetzt, gut gemischt und nach
Erstarren des Gels aufgetragen. Der Lauf erfolgt in TBE-Puffer bei 60-90 mA. Anschlieend
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kann das Gel mit Ethidiumbromid (1 pg/ml) angefirbt werden. Durch dessen Interkalation in
die DNA-Molekiile werden diese unter UV-Licht (254 nm) durch die Fluoreszenz des
Ethidiumbromid sichtbar.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Proteinreinigung
2.2.2.1.1 Gewinnung von Proteinrohextrakten

Die wie beschrieben gewonnene Zellsuspension wird ggf. auf Eis aufgetaut und mit US-
Puffer, welcher zusitzlich 0.2 mg/ml Lysozym sowie 1 mg/ml DNAse I enthilt, auf 25 ml
aufgefiillt. Diese Mischung ldsst man im Eisbad 30 min riihren, {iberfiihrt sie in einen
Zentrifugenbecher und zerstort die Zellen zusitzlich durch 60-120 Impulse Ultraschall (70%).
Im Uberstand nach 30-miniitigem Zentrifugieren bei 16.000 rpm (31.000 g) und 4°C befindet
sich der Inhalt des E. coli-Cytosols einschlieBlich der iiberexprimierten Proteine.

2.2.2.1.2 Affinititschromatographie an Ni-NTA-Agarose

Die Plasmidvektoren pQE30 und pRSetA enthalten N-terminal der eingefiigten Sequenz die
Codierung fiir einen Hexahistidyl-Tag, welcher durch seine Bindung an Ni** die Aufreinigung
aus einem Proteinextrakt durch Metall-Affinitits-Chromatographie ermdoglicht. Das
Saulenmaterial besteht aus Nickel-Nitrilotriessigsdure, welches an Sepharose CL-6B
gekoppelt ist. Die durchschnittliche Bindungskapazitit dieses Materials liegt bei 5-10 mg
markiertem Protein pro ml Sdulenmaterial. Letzteres wird in einer Glassdule mit Glasfritte
sedimentiert und mit mind. 3 SV US-Puffer dquilibriert. Die Aufgabe der Proteinlosung
erfolgt mit einer Geschwindigkeit von 8-10 sec pro Tropfen, der anschlieBende Waschschritt
mit 3 SV US-Puffer mit 4-6 sec pro Tropfen. Danach wird mit Losungen steigender
Imidazolkonzentrationen in US-Puffer gewaschen. Dabei sollen zunidchst schwécher
gebundene Proteine durch Imidazol von den Bindungsstellen verdringt werden, um das
gewiinschte Protein danach moglichst sauber zu eluieren. In der Testphase wurde meist ein
Imidazolgradient mit 1-3 Sédulenvolumen von US-Puffer mit Imidazolgehalt von 10, 20,
30, 50, 75, 100, 150, 200 und 500 mM verwendet. Nach Ermittlung der Imidazol-
konzentration, bei der das Zielprotein eluiert, konnte das Elutionsprofil hdufig vereinfacht
bzw. zur Erzielung einer groBeren Sauberkeit optimiert werden. Nach der Elution des
exprimierten Proteins wird die Sdule mit 5 SV 500 mM Imidazol gewaschen, mit US-Puffer
nachgespiilt (mind. 5 SV) und das Sdulenmaterial in 20% Ethanol gelagert.

2.2.2.1.3 Affinititschromatographie an 2°,5’-ADP-Sepharose

Zur Reinigung NADPH-abhingiger Enzyme kann deren Bindung an 2°,5’-ADP-Sepharose
genutzt werden. Pro ml priparierten Sdulenvolumens bindet das Material 0.4 mg des
Referenzproteins Glucose-6-phosphatdehydrogenase. Das Verfahren wurde in dieser Arbeit
zur Reinigung His-tag-freier PfTrxR-Formen eingesetzt.

Den Herstelleranweisungen folgend wurden fiir ein S#ulenvolumen von 7.5 ml 1.5 g
2’,5’-ADP-Sepharose verwendet und wie empfohlen in destilliertem Wasser vorgequollen.
Anschlielend erfolgten Waschschritte mit Wasser und TE-Puffer, die Befiillung der Séule
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und weitere 3 SV Aquilibrierung mit TE-Puffer. Der Rohextrakt wurde erstellt wie in
2.2.2.1.1 beschrieben, jedoch unter Verwendung von TE- statt US-Puffer. Mit einer
FlieBgeschwindigkeit von etwa 0.3 cm x min™' (bei ~ 1 cm® Durchschnittsfléiche) wurde der
Rohextrakt aufgegeben, mit 3 SV TE-Puffer und 1 SV 100 mM KCI-TE gewaschen und
anschlieBend mit steigenden Konzentrationen NADP' in TE eluiert. Fiir die altPfTrxR
erwiesen sich je 2 SV 1 und 2 mM NADP" als giinstig, im Falle der shortPfTrxR wurde
folgendes Reinigungsschema als optimal etabliert:

Riihren auf Eis 45 min

Ultraschall } Rohextrakt (RE)- 6 x 20 sec
Zentrifugation Herstellung 30" bei 30680 g

3 SV TE-Puffer
Waschschritte nach RE-Aufgabe 1 SV 100 mM KCl

1 SV TE-Puffer
2 SV 250 uM NADP*
1 SV 500 uM NADP*
Elutionsprofil 2 SV 1 mM NADP*
2 SV 2 mM NADP*
1SV 1 M NaCl
250 uM NADP*
(2. Fraktion)
Aufbereitung des USP* und Aufgabe dieses RE2
direkt nach Aufgabe von REI.
Zusitzlich nochmalige Reinigung von DL- und
Waschfraktionen; Elution bei 250/2 und 500

Elution des Proteins

Sonstige Besonderheiten

Tabelle 2.6. Optimiertes Reinigungsschema der shortPfTrxR iiber 2°,5°-ADP-Sepharose.
* in etwa einem Drittel der vorher verwendeten Puffermenge; hier nur 3x sonifiziert.

Das gezeigte Schema fithrte auch mit der His-tag-freien PfTrxR herkommlicher Lénge
(nPfTrxR) zu guten Ergebnissen. Hier wurden jedoch aufgrund der starken Expression 10 ml
S#ulenvolumen pro Liter Kulturvolumen verwendet. Der Elutionsschritt mit 1 mM NADP*
war entbehrlich, der Gradient wurde jedoch mit je 1 SV 100 und 250 uM begonnen.

Wie aus Tabelle 2.6 ersichtlich, schloss sich an den NADP*-Gradienten ein Waschschritt mit
1 M NaCl an, da durch diese Ionenstirke komplette Elution erreicht wird. AbschlieBend
wurde mit 3 SV TE-Puffer gewaschen und die Sepharose mit einer pH-Schaukel aus
abwechselnd 3 x 3 SV NaAc und Tris (sieche Material) regeneriert.

Die Fraktionen der Reinigung wurden mittels SDS-PAGE kontrolliert und proteinhaltige
Fraktionen mittels Ultrazentrifugation (Centriprep 30k und ggf. Centricon 30k) eingeengt.

Die Affinititschromatographie an Amylose wurde nur zur Reinigung der MBP-Tlp2-Fusion
verwendet und ist daher im entsprechenden Abschnitt (3.1.2.4) beschrieben.

2.2.2.1.4 Kontrolle mittels SDS-PAGE

Die Elektrophoresemethode nach Laemmli (Cleveland et al., 1977) trennt Proteine geméal
ihrem Molekulargewicht in einem Polyacrylamidgel auf. Neben dem Molekulargewicht gibt
es weitere Faktoren, wie beispielsweise die Faltung, welche die Laufeigenschaften
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beeinflussen. Um diese zu minimieren, werden die Proteine in der Regel vor dem Auftrag
reduziert und denaturiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlieBlich denaturierende
Gele verwendet und es wurde, wenn nicht anders vermerkt, unter reduzierenden Bedingungen
gearbeitet. Im Rahmen dieser Arbeit kamen je nach Gréfe des zu kontrollierenden Proteins
10-15%ige Trenngele zum Einsatz. Das ca. 1.5 cm breite Sammelgel war stets 4%ig.
Beispielhaft gibt Tabelle 2.7 die Rezepte fiir vier 15%ige Gele, einschlieBlich 4%igen
Sammelgelen, wieder.

4%iges Sammelgel 15%iges Trenngel* Tabelle 2.7. Rezept fiir vier
15%ige SDS-Gele

10 3.05 ml 3.6 ml einschlieBlich Sammelgelen
Puffer pH 8,8 1.25 ml 3.75 ml 4%).

Acrylamid/Bis 0.65 ml 7.5 ml * Nach dem Gielen wird das
SDS (10% in H,0) 0.05 ml 0.5 ml Trﬁ}n;gel rgit lEthar}o.l tiber-
- schichtet und polymerisiert etwa
APS (10% in H,0) 25 pl Sul I h aus. AnschlieBend wird das
TEMED Sl 7.5 ul Ethanol abgegossen und mit
einem Papiertuch vollstindig

abgenommen.

Nach Auspolymerisieren des Sammelgels (ca. 30 min) wird das Gel vertikal in eine mit SDS-
Kammerpuffer gefiillte Gelkammer gesetzt. Zur Probenvorbereitung wird die Proteinldsung
mit Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95°C zur besseren Denaturierung inkubiert.

Fiir Reinigungsprofile erfolgte die Probenvorbereitung und —aufgabe meist wie folgt:

Fraktion Menge Auftrag Tabelle 2.8. Vorbereitung der
USP Pipettenspitze + 50 ul 1x SB 7-10 pl i‘:g;gf‘GE'P“’be“ in dieser
RE, DL, W 10 ul +20ul 1xSB 10pl

Ililrlrlltll_(;)r;slirea;l;tlonen 10 pul +20ul 1x SB 25 ul Die Aufgabe der Proben
(Expressionskontrolle) komplett +50 ul Ix SB 5-7 ul erfolgt nach Abkiihlen und
Gelfiltrationsfraktionen 20 pl + 5ul4xSB  komplett kurzer Zentrifugation. Die

Elektrophorese ~ wird in
geschlossener Kammer bei einer Spannung von 120 V durchgefiihrt. Fiir eine sauberere und
schonendere Auftrennung speziell bei anschlieBendem Western-Blot sollte die Spannung
teilweise auf 100 V oder darunter gesenkt werden, wodurch der Lauf sich verlangsamt.
Erreicht die Indikatorfront das untere Gel-Ende, so wird die Spannung abgeschaltet, das Gel
entnommen und geférbt. Hier stehen zwei unterschiedlich sensitive Methoden zur Verfiigung,
die jedoch nacheinander, bzw. gekoppelt durchgefiihrt werden konnen. Die einfachste
Standardmethode ist die Firbung mit Coomassie-Blau. Hierfiir wird das Gel 20 min in der
Férbelosung auf dem Horizontalschiittler bewegt und nach Abspiilen mit H,O zweimal fiir je
20 min in 40%igem Methanol mit 10%iger Essigsdure entfirbt. Die Proteinbanden bleiben
gefirbt und die GroBe des Proteins kann anhand des Markers abgeschitzt werden. Bei
geringen Proteinmengen und zum besseren Abschédtzen von Verunreinigungen fiarbt man das
Gel mit Silbernitrat. Hierfiir wurde ein Kit der Firma Merck (Merck, Darmstadt) verwendet.
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2.2.2.2 Proteinanalyse
2.2.2.2.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die einfachste spektrophotometrische Methode ist die Messung der Absorption bei 280 nm,
die im Wesentlichen vom Gehalt an den aromatischen Aminosduren Tyrosin und Tryptophan
bestimmt wird. Da dieser je nach Protein variiert, hingt die Genauigkeit der Methode von der
Information iiber das Protein ab. Prinzipiell exakter selbst bei unbekannter Proteinsequenz ist
die photometrische Konzentrationsbestimmung iiber die Absorption der Peptidbindungen,
welche bei sehr kurzen Wellenlidngen liegt (192 nm, 205 nm; Scopes, 1974). In diesem
Bereich storen jedoch viele Puffersubstanzen und sogar Sauerstoff, was die Messung
erheblich erschwert.

Bei bekannter Aminosiduresequenz kann der molare Extinktionskoeffizient €50 eines Proteins
nach der Edelhoch-Methode ermittelt werden. Er ergibt sich aus der Summe der Absorptionen
von Tryptophan und Tyrosin bei 280 nm (&30 von Tyrosin ist ca. 1.49 mMem™; €550 von
Tryptophan betrégt ca. 5.5 mMem™); je nach Oxidationszustand ist auch die Absorption von
Cystin (0.125 mM'em™) zu beriicksichtigen. Dem Faktor zu addieren ist ggf. die Absorption
prosthetischer Gruppen wie z.B. FAD (g ca. 37.0 mM'ecm™). Verfilschungen ergeben sich
somit ,,nur noch® durch den Einfluss der Sekundirstruktur auf die Absorption und die
Anwesenheit von Nukleinsduren, deren Absorptionsmaximum bei 260 nm liegt.

Da die im Rahmen dieser Arbeit zu bestimmenden Proteinkonzentrationen sich auf nahezu
reine Losungen des jeweiligen Proteins bekannter Sequenz bezogen, wurde stets der
kalkulierte Extinktionskoeffizient zugrunde gelegt, welcher mit Hilfe des Programms JustBio
ProtCalc (friiher MBS) ermittelt wurde. Dies geschah unter Annahme des oxidierten
Zustandes des Proteins.

2.2.2.2.2 Molekulargewichtsbestimmung mittels Gelfiltration

Neben der ungefdhren Abschitzung im SDS-Gel und der Berechnung iiber
Computerprogramme ldsst sich das Molekulargewicht eines Proteins auch iber
Sadulenchromatographie bestimmen. Dazu wurden hier zwei Hil.oad-Sédulen (Amersham
Pharmacia) verwendet: die Superdex 75, mit einem Trennbereich bis ca. 75 kDa und die
Superdex 200, die bis etwa 250 kDa verlésslich auftrennt.

Da kleine Molekiile in das Séaulenfiillmaterial eindringen konnen, wihrend grofe daran
vorbeigeleitet werden, verhilt sich das Elutionsvolumen V. (bzw. der Trennungskoeffizient
K.y, Berechnung nach Formel (4)) antiproportional zum Logarithmus des Molekulargewichts.
Zur genauen Berechnung muss zundchst fiir jede Sdule und jedes Puffersystem eine
Eichkurve mit Proteinen bekannten Molekulargewichtes erstellt werden (Abb. 2.1). Daraus
ergeben sich dann die Sédulengleichungen (Formeln (5) und (6)). Da die Gleichungen nur im
sogenannten Fraktionierungsbereich linear sind (K,, = 0.1-0.7), kann nur in diesem Bereich
eine giiltige Berechnung des Molekulargewichtes vorgenommen werden.
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Abb. 2.1. Kalibrierung der Superdex 200
Chromatographiesiule. 2,5
Als Standards wurden Katalase (215 kDa), Katalase
Aldolase (158 kDa), Albumin (67 kDa), 2,25
Ovalbumin (43 kDa) und Chymotrypsinogen 0 Aldolase
25 kD .
(25 kDa) verwendet llogMw] 2
Albumin 3
1,75
Ovalbumin\\
1,5
Chymotrvpsinoqen\a
1,25 ; ; ; ;
0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Kav
mit V. = Elutionsvolumen
(4) K = Ve 'Vo
™ Ty Vo = Totvolumen (Sephadex 75: 43.2 ml; Sephadex 200: 44.619 ml)

t 0

V, = Sdulenvolumen (Sephadex 75: 120.6 ml; Sephadex 200: 120.0 ml).

(5) Saulengleichung Superdex 75*: log(Mw) = -2.01666-K,,+5.01511

(6) Saulengleichung Superdex 200*: log(Mw) = -2.055-K,,+2.603
* in US-Puffer mit pH 7.5

Weitere Voraussetzung fiir die Anwendung der Eichgeraden ist eine dhnliche Form der
Eichproteine und des zu untersuchenden Proteins (hier: globulidre Eichproteine).

In dieser Arbeit wurde die Gelfiltration weniger zur Molekulargewichtsbestimmung als zur
Untersuchung des Oligomerisierungszustandes des jeweiligen Proteins verwendet.

Die verwendeten Puffer wurden unter Vakuum filtriert und somit gleichzeitig entgast. Fiir alle
hier untersuchten Proteine wurde zunichst US-Puffer verwendet, da er durch seinen NaCl-
Gehalt eventuelle ionische Interaktionen eines Proteins mit der Matrix verhindert und den
meisten Proteinen relativ hohe Stabilitit gewihrt. Mit dem Puffer werden zunichst
Probenschleife und Pumpen gewaschen, dann wird die Sédule mit mindestens 1.5 SV des
Laufpuffers &quilibriert. AnschlieBend erfolgt die Applikation der Probe auf die
Probenschleife. Gemidll der Empfehlung fiir analytische Gelfiltrationen wurde hier das
Probenvolumen mit etwa 0.5-2% des Sédulenvolumens gewihlt. Vor Injektion der Probe auf
die Sédule wurde ein Vorlauf von einigen ml Puffer programmiert, nach Injektion wurde iiber
1-1.5 SV eluiert. Fiir erste Versuche wurde eine FlieBgeschwindigkeit von 1 ml/min gewihlt
und das Eluat zu je 3 ml fraktioniert. Wihrend des gesamten Laufs misst die Anlage die
Absorption bei 280 nm, pH-Wert, Temperatur und Leitfdhigkeit.

Nach der Kontrolle der Peaks mittels SDS-PAGE wurde anhand des Elutionsvolumens und
der jeweiligen Saulengleichung das Molekulargewicht errechnet. Die Sdule wird nach dem
Lauf mit mehreren Sédulenvolumina Puffer gewaschen bzw. nach mehreren Liufen nach
Herstelleranweisungen regeneriert.
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2.2.2.2.3 Immunologischer Proteinnachweis (Western Blot)

Grundsitzlich stehen das Wet-Blot-Verfahren mit vertikalem Gel bei 4°C und das Semidry-
Verfahren mit horizontalem Gel bei Raumtemperatur zu Verfiigung. Letzteres fand im
Rahmen dieser Arbeit iiberwiegend Anwendung. Die SDS-PAGE wurde dazu wie gewohnt
durchgefiihrt. Je nach Ergebnis des ersten Blots wurde in einem zweiten Schritt die
Probenauftragsmenge  optimiert. Vor Zusammenbau der Blot-Apparatur wurde
Geltransferpapier in den verschiedenen Puffern 15 min vorinkubiert (drei Papiere in
Anodenpuffer I, zwei in Anodenpuffer II und 5 in Kathodenpuffer). Die PVDF-Membran
wurde kurz mit Methanol benetzt und anschlieBend sofort in Anodenpuffer II dquilibriert. Die
Graphitplatten des Blot-Geridts wurden mit Wasser gesittigt und der ,,Sandwich* wie folgt

geschichtet:
Anode
I | Abb-22. Aufbau cines Semidry-
Blot.
3 Filterpapiere Anodenpuffer I {
) Filterpapiere Anodenpuffer 11 Dabei wurden Luftblasen stets
Membran in Anodenpuffer Il durch Rollen mit einem Glasstab
Gel in Kathodenpuffer .
entfernt. Mit 0.8 mA/cm® wurde
5 Filterpapiere Kathodenpuffer fir 55 min geblOttet' Die
Proteine, durch die SDS-
I | Beladung immer noch negativ
Kathode geladen, wandern dabei in

Richtung Anode und werden auf der PVDF-Membran festgehalten. Letztere wird
anschlieBend vollig getrocknet, dann mit Blottingpuffer rehydratisiert und in TBS gelegt.
Wird Nitrocellulose verwendet, wird diese ohne Trocknung direkt in TBS {iiberfiihrt. An
dieser Stelle kann zur Kontrolle eine Firbung mit Ponceau-S erfolgen (5 min).

Fiir die hier mehrmals vorgenommene N-terminale Ansequenzierung geblotteten Proteins
wurde kurz mit Coomassie gefirbt und 2x wenige Minuten entfirbt. Anschliefend wurde die
Membran in Wasser gegeben. Die ausgeschnittenen Banden wurden bis zur Ansequenzierung
bei -20°C ebenfalls in aq. dest. aufbewahrt.

Zum immunologischen Nachweis wird nach der Kontrollfirbung kurz mit aq. dest.
gewaschen. Anschliefend werden unspezifische Bindungsstellen mit 5% Magermilchpulver
in TBST-Puffer (w/v) bei 4°C fiir mindestens 1 Stunde oder iiber Nacht geblockt. Daraufthin
wird die Membran zunidchst mit TBS abgespiilt, dann in der ersten Antikorperlosung
(Verdiinnung je nach Antikorper 1:500 bis 1:2000 in TBST, optional + 5%
Magermilchpulver) fiir 1 h schwenkend inkubiert (Wippe). Es folgen 3 x Sminiitige
Waschschritte in TBS, 2 x in TBST und wiederum 2 x mit TBS. Nun wird die Membran 1 h
in dem 1:1000 verdiinnten Zweit-Antikorper, der an Meerettich-Peroxidase gekoppelt ist
(wiederum optional 5% Magermilchpulver), inkubiert und gewaschen wie beschrieben.

Zum Sichtbarmachen kann einerseits die Peroxidaseaktivitit des Zweitantikorpers genutzt
oder andererseits das deutlich sensitivere ECL-KIT zur Fluoreszenzfirbung (Amersham,
Freiburg) verwendet werden.
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Die erste Methode erfordert nur das Inkubieren des Blots fiir 2-10 min in Entwicklerlosung,
die Silber enthilt. Ist die gewiinschte Intensitit erreicht, wird die Reaktion durch Waschen in
Wasser gestoppt.

Das Kit wurde nach Herstellerangaben verwendet. Dabei werden je 1 ml der beiden Losungen
gemischt und auf die noch feuchte Nitrocellulosemembran pipettiert. Nach 1 min ldsst man
das Gel abtropfen, legt Frischhaltefolie glatt dariiber, darauf in der Dunkelkammer Film in der
entsprechenden Grof3e, und belichtet in einer lichtdichten Box fiir 1 min bis iiber Nacht.

2.2.2.3 Enzymkinetik

Alle im Folgenden geschilderten Messungen wurden in einem temperierten Spektral-
photometer bei 25°C durchgefiihrt. Ublich ist die Messung in einem Volumen von 1 ml iiber
einen effektiven Lichtweg von 1 cm. Abweichungen von diesen Parametern sind im
Ergebnisteil vermerkt.

2.2.2.3.1 DTNB-Bestimmung

Die genaue Konzentration einer DTNB-Losung kann iiber dessen Reduktion zu zwei TNB-
Anionen erfolgen, da letztere bei 412 nm stark absorbieren (¢ = 13.6 mM! cm‘l).
Ublicherweise wird dazu DTE / DTT in deutlichem Uberschuss verwendet. In 150 mM
Kaliumphosphat-Puffer, pH 8.0, andere Puffer sind jedoch auch moglich, wird mit 200 pM
DTE der Nullwert bei 412 nm eingestellt und nach Zugabe von 20 uM DTNB (Ellman’s
Reagens) die Absorption erneut bestimmt. Die DTNB-Konzentration ergibt sich nach der
Formel (7)

A*VF
cC=
£

(7)

Auf der Grundlage dieses Assays erfolgte hier verschiedentlich die Bestimmung des
Reduktionszustandes eines Proteins oder auch der qualitative Aktivitidtsnachweis.

2.2.2.3.2 Insulin-Assay

Der turbidimetrische Insulinassay (Holmgren, 1979) misst die allgemeine reduktive Aktivitat
eines Proteins und beruht auf der Reduktion der Disulfidbriicken von Insulin. Reduzierte
Insulinketten fallen aus und absorbieren bei 600 nm. Das zu testende Protein wird zunéchst ad
5-20 uM mit Insulinassaypuffer vermischt und die Reaktion durch Zugabe von 1 mM DTT
gestartet. Moglichst gleichzeitig beginnt man die Messung der Negativkontrolle ohne
Testprotein. Gemessen wird die Absorptionszunahme bei 600 nm in allen Proben iiber einen
Zeitraum von 60 min. Das DTT in sdmtlichen Proben ergibt einen internen Standard. Als
Positivkontrolle diente hier PfTrx1. Bei stark verdiinnter Proteinlosung wurde das Insulin
direkt darin gelost.

Reaktionsgleichung der Positivkontrolle: Trx(SH), + Insulin-S, — TrxS; + Insulin(SH),



Material und Methoden 55

2.2.2.3.3 TrxR-Assay

Die Bestimmung der Thioredoxinreduktase-Aktivitit (Gromer et al., 1998) erfolgt
gewOhnlich unter Verwendung des artefiziellen Substrates DTNB oder des physiologischen
Substrates Thioredoxin. Die Messung der Reduktion des DTNB-Disulfids erfolgt iiber die
Absorption des entstchenden TNB', wie unter 2.2.2.3.1 beschrieben, jedoch mit NADPH und
TrxR als Reduktionsmittel.

Reaktionsgleichung: DTNB + NADPH + H" — 2 TNB + NADP" + 2 H"

Wihrend die Reduktion von Thioredoxin durch eine TrxR von der Spezifitit der Reduktase
abhédngt, wird DTNB, auch als Ellman’s Reagenz bezeichnet, von allen bisher bekannten
groBBen Thioredoxinreduktasen (Mw > 55 kDa pro UE) reduziert.

Im Assay mit DTNB ist zu beachten, dass zwar die Entstehung von TNB™ gemessen, die
Volumenaktivitdt rechnerisch jedoch auf den NADPH-Verbrauch bezogen wird. Da pro
NADPH-Molekiil zwei Molekiille TNB entstehen, muss die Absorptionsanderung halbiert
werden.

Klassischerweise hat der Assay mit DTNB folgendes Pipettierschema:

Komponente Konzentration

TrxR-Puffer (ad 1 ml Gesamtvolumen)* Tabelle 2.9. Pipettierschema des TrxR-
DTNB-Assays.

DTNB ad 3 mM * In dieser Arbeit wurde meist in 0.4 oder

TrxR X pl 0.5 ml Endvolumen gemessen.

NADPH ad 0.2 mM — Start

Die Umsetzung von Thioredoxin folgt der Reaktionsgleichung
NADPH + H" + TrxS; — NADP* + Trx(SH)..

Gemessen wird die NADPH-Oxidation als Absorptionsabnahme bei 340 nm
(¢ = 6.22 mM'cm’l) wihrend der linearen Phase. Die Volumenaktivitit der Enzyml6sung
errechnet sich nach Formel (8). VF ergibt sich aus dem Gesamtvolumen dividiert durch das
Volumen der eingesetzten Enzymlosung.

A1A340nm

Volumenaktivitit[U/ml] = — —
mintd*6.22mM cm™

*VF ®)

Die Assayvorbereitung folgt gewohnlich dem Pipettierschema:

Komponente Konzentration Tabelle 2.10. Pipettierschema des TrxR-

TrxR-Puffer (ad 1 ml Gesamtvolumen)* Trx-Assays.

Thioredoxin ad 20 uM

o : " Im Rahmen der Untersuchungen zu
X X u . . .

NADPH 2d 100 iM = Start dieser Arbeit wurde der Assay leicht
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modifiziert umgesetzt: In einem Endvolumen von meistens 0.4 oder 0.5 ml wurden in TrxR-
Puffer zundchst NADPH und TrxR gemischt, wobei hauptsédchlich PfTrxR verwendet wurde.
Die Enzymkonzentration lag meist um 10 mU/ml. Nach Kontrolle der NADPH-Oxidase-
Aktivitdt zur spdteren Beriicksichtigung wurde mit Trx gestartet. Diente dieses Assaysystem
als backup zur Reduktion eines weiteren Enzyms (PfTPx1, PfAOP), wurden 150 bzw. 200
uM NADPH, mind. 0.1 U/ml PfTrxR und das PfTrx1 verwendet. Als Substrate der PfTrxR
wurden aullerdem PfTlpl, PfTrx2 und PfTrx3 getestet.

2.2.2.3.4 Trx-Endpunktbestimmung

Die genaue Ermittlung der Trx-Konzentration einer Losung folgt dem unter 2.2.2.3.3
beschriebenen Prinzip. Der Unterschied liegt darin, dass hier ein Uberschuss der Reduktase
verwendet wird, so dass das Substrat direkt nach der Enzymzugabe sehr schnell reduziert
wird. Durch die schnelle Messung wird eine Verfilschung durch die unspezifische NADPH-
Oxidase-Aktivitdt der TrxR vermieden. Die Berechnung der Thioredoxinkonzentration folgt
Formel (7), wobei das bei 340 nm gemessene AA und der Extinktionskoeffizient fiir NADPH
verwendet werden.

2.2.2.3.5 TPx-Assay

Die Thioredoxinperoxidase-Aktivitit eines Proteins wird typischerweise bei 340 nm als
NADPH-Verbrauch gemessen, wobei die Peroxidase Elektronen von Trx an ein Peroxid
(meist H,O,) weiterleitet. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ausschlieBlich mit Peroxidase-
Proteinen aus Plasmodium falciparum gearbeitet (PfTPx1, PFAOP). Wihrend die Messung
klassischerweise in TPx-Puffer vorgenommen wird (Rahlfs und Becker, 2001), wurde hier
aus Griinden der Vergleichbarkeit meist TrxR-Puffer verwendet. Nach Vorreduktion des Trx
werden generell 200 uM H,O; zupipettiert und nach Einstellung einer baseline durch TPx-
Zugabe gestartet. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte der Start mit Peroxid, da z. T. Prx-
Konzentrationen bis 80 uM Verwendung fanden. Nach der Prx-Zugabe wurde die Einstellung
einer baseline, d. h. die Reduktion des Prx, abgewartet und diese, je nach Intensitidt und
Relevanz (bei Variation der TPx-Konzentration) beriicksichtigt. Da PfTrx1 selbst mit
Peroxiden reagiert (diese Arbeit), wurde auBerdem stets eine entsprechende Kontrolle ohne
die Peroxidase berticksichtigt. Je nach Aufgabenstellung wurde mit variierender Trx-, Prx-,
oder Peroxidkonzentration gemessen.

2.2.2.3.6 GR-Assay

Die Reduktion von Glutathiondisulfid durch Glutathionreduktase erfolgt NADPH-abhingig,
ist somit ebenfalls bei 340 nm messbar (Krohne-Ehrich ez al., 1977). Die Reaktionsgleichung
lautet

NADPH + H" + GSSG — NADP" + 2 GSH.

Die Vorgehensweise ist bei der Messung fiir gewohnlich wie in Tabelle 2.11 gezeigt.
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Komponente Konzentration Tabelle 2.11. Pipettierschema des GR-

Assays.

- k

GR-Puffer (ad 1 ml Gesamtvolumen) * In dieser Arbeit wurde meist in 0.4 oder

NADPH ad0.1 mM 0.5 ml Endvolumen gemessen

GR x pul

GSSG ad 1 mM  — Start . o
Die Berechnung der Volumenaktivitit

der GR-Losung erfolgt nach Formel (8), ebenfalls unter Beriicksichtigung des linearen
Bereiches der Reaktion. Bei Verwendung des GR-Systems als backup wurden 0.4-0.7 U/ml
eingesetzt, wobei es sich stets um das Enzym aus Pf handelte.

2.2.2.3.7 HEDS-Assay

Die Reduktion des kiinstlichen Substrates HEDS dient als Nachweis fiir die Glutaredoxin-
Aktivitdt eines Proteins. Dabei wird im Standard-Assay (Rahlfs et al., 2001) die Reduktion
des entsprechenden Proteins durch das GR-backup in HEDS-Puffer abgewartet und nach
Einstellung einer baseline der Assay durch 735 uM HEDS gestartet. Fiir die
Hintergrundreaktion GSH — HEDS hat eine Kontrolle zu erfolgen, um deren Aktivitit der
eigentliche Assay korrigiert wird. 1 U ist hier ebenfalls als der Verbrauch von 1 umol
NADPH pro Minute definiert. Mit PfGrx, welches hier ausschlieBlich verwendet wurde, ist
bereits mit 0.3 uM eine deutliche Aktivitat messbar. Bei den Untersuchungen dieser Arbeit
diente das geschilderte Glutaredoxin-Assaysystem vorwiegend als backup zur Reduktion von
Peroxiredoxinen; Grx selbst wurde ebenfalls auf eine Reaktion mit Peroxiden getestet.

2.2.2.3.8 GrxPx-Assay

Mit Hilfe dieses Assays wurde die Fihigkeit von PfTPx1 und PfAOP untersucht,
Glutaredoxin als Elektronendonor zu verwenden. Die Zusammensetzung wurde in Anlehnung
an Rouhier ef al. (2001) gewihlt. In TrxR-Puffer ad 0.4 ml Endvolumen wurde Glutaredoxin
durch ein GR-backup aus 200 uM NADPH, 0.4-0.7 U/ml GR und 1 mM GSH vorreduziert,
anschlieend das Prx zupipettiert und die Einstellung einer baseline abgewartet. Gestartet
wurde die Messung bei 340 nm durch Peroxidzugabe. Die Glutaredoxin-, Peroxiredoxin- und
z. T. auch Peroxidkonzentration wurde variiert. Dariiber hinaus wurde in diesem System die
Substrateignung unterschiedlicher Peroxide fiir PFAOP verglichen.

2.2.2.3.9 Lip-DH-Assay

In diesem Assay nach Lohrer und Krauth-Siegel (1990) wird der durch
Liponamiddehydrogenase katalysierte  NADH-Verbrauch zugunsten der Reduktion von
Liponamid / Liponsdure gemessen. Die Detektion der Absorptionsabnahme erfolgt wie mit
NADPH bei 340 nm. StandardméBig werden in 47 mM Kaliumphosphat, 2 mM EDTA,
200 mM KCI pH 6.9 (GR-Puffer), 100 uM NADH und 1 U/ml LipDH pipettiert, und der
Assay wird nach Erfassung der Diaphorase-Aktivitit (baseline) mit 1 mM Substrat gestartet.

2.2.2.3.10 Berechnung kinetischer Parameter

Grundsitzlich erfolgte die Berechnung kinetischer Parameter auf der Basis der Gleichungen
von Michaelis-Menten. Vorraussetzung ist, dass sich die Aktivitit eines Enzyms bei
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steigender Substratkonzentration einem Maximum annihert und es dann zu keinem weiteren
Geschwindigkeitsanstieg sondern einer Abflachung der Kurve kommt. Die Geschwindigkeit
berechnet sich dann als (Formel (9)).

Vi *15]

"Tk, +[5] ®

Als Enzymeinheit wurde hier statt der giiltigen SI-Einheit katal [mol-s™'] die gebriuchlichere
Einheit Unit [umol x min™'] verwendet. Dabei entspricht 1 Unir 1.67 x 10 katal.

Die Michaelis-Konstante Ky, entspricht dabei der Substratkonzentration, bei der v = %2 V.«
entspricht. Unter der Voraussetzung, dass der Zerfall des Enzym-Substratkomplexes zum
Produkt wesentlich langsamer abléuft als der Zerfall in die Ausgangskomponenten, entspricht
Ky ferner der Assoziationskonstante des Komplexes [ES] und ist somit ein Mal} fiir die
Affinitdt des Enzyms zum Substrat.

Nach Lineweaver und Burk ldsst sich der durch Formel (9) wiedergegebene Zusammenhang
als lineare Gleichung im Koordinatensystem darstellen, auf dessen Abszisse der Kehrwert der
Substratkonzentration und der Ordinate der Kehrwert der Reaktionsgeschwindigkeit
aufgetragen wird (Formel (10). Ky ergibt sich dann als Kehrwert des Schnittpunktes mit der
x-Achse, Vnax entspricht dem Kehrwert des Schnittpunktes mit der y-Achse. Beides lédsst sich
nach Bestimmung der der Geraden zugrunde liegenden Formel gemifl Lineweaver-Burk

berechnen.

1 K 1 1

=M (10)
v Ve [S] Vi,

Liegen Messdaten unter Verwendung variierender Substratkonzentrationen vor, konnen Ky
bzw. Vi zudem anhand von Formel (9) berechnet werden. Dazu werden verschiedene
Substratkonzentrationen, bevorzugt aus dem linearen Bereich der Kurve, und die mit ihnen
erreichte Geschwindigkeit in die Gleichung eingesetzt. Der somit mehrfach errechnete
Parameter, z. B. V., sollte anndhernd identisch sein.

Unter dem Begriff der ,spezifischen Aktivitit“ wird die Maximalgeschwindigkeit des
Enzyms bezogen auf das Molekulargewicht verstanden (U/mg).

Aus der Maximalgeschwindigkeit und der verwendeten Enzymkonzentration lédsst sich ferner
die Wechselzahl k¢, d. h. der Substratumsatz pro Enzymmolekiil und Zeiteinheit berechnen.
Dabei wird die Sattigung des Enzyms mit Substrat vorausgesetzt, d. h. [ES] = [E(].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch Umsetzungen beobachtet, bei denen sowohl
enzymatische Katalyse als auch chemische Reaktion noch nicht ausgeschlossen werden
konnen. Die Abgrenzung zur enzymatischen Reaktion kann prinzipiell zum einen aufgrund
einer relativ hohen bendétigten Proteinkonzentration (vgl. mit der Substratkonzentration)
getroffen werden; zum anderen wird bei den chemischen Reaktionen in realistischen
Messbereichen keine Sittigung beobachtet. In diesen Féllen erfolgte neben der Ermittlung
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kinetischer Parameter die Berechnung einer Geschwindigkeitskonstante fiir eine Reaktion
zweiter Ordnung nach Formel (11).

v = kx[Protein]x [Reaktionspartner] (11

2.2.2.4 Kristallisation

Hier kam das hanging drop-Verfahren zur Anwendung. Das Prinzip dahinter ist, wie auch
beim sitting drop-Verfahren, die Dampfdiffusion.

Dabei entzieht die hoher konzentrierte Reservoirlosung dem Kiristallisationstropfen
gleichméBig Wasserdampf und erleichtert durch vorsichtige Konzentrationssteigerung im
Tropfen  das  Kristallisieren. In  die

Deckglaschen Vertiefungen einer Linbro Zellkulturplatte
o —® werden jeweils 800 pul Reservoirlosung
<4Silikondl

Tropfen pipettiert und die Proteinlosung ggf. mit
Zusdtzen in  die Mitte des runden
Deckglidschens gegeben.

Zur Abdichtung gegen Austrocknung wird der

Reservoir

obere Rand dick mit Silikonol bestrichen und

das vorbereitete Deckgldschen umgedreht
daraufgelegt (Abb. 2.3).

Abb. 2.3. Schema eines Kristallansatzes nach
dem hanging-drop-Verfahren.

2.2.2.4.1 Kiristallisations-Screening

Fiir ein erstes Screenen auf die Kristallisationsbedingungen eines noch nicht kristallisierten
Proteins werden die Losungen des Kristallisations-Kits 1 und 2 von Hampton Research
eingesetzt. Auf diese Weise konnen relativ schnell iiber 100 verschiedene
Zusammensetzungen getestet werden. Das Kit ist so ausgelegt, dass unterschiedlichste
Puffersysteme, Salze und pH-Werte kombiniert werden. In der Regel wird mit einer
Proteinlosung von 10 mg/ml begonnen und das Reservoir aus 600 ul Puffer mit 200 ul H,O
gemischt. Je 2 ul Proteinlosung werden mit 2 ul Reservoirlosung vermischt als Tropfen am
Deckglidschen in die Platte gehidngt. Die Platte wird moglichst erschiitterungsfrei bei
Raumtemperatur gelagert und nach frithestens 5 Tagen unter dem Binokular betrachtet.
Weitere Auswertungen erfolgen Wochen bis Monate spiter. Ansitze, die Kristalle oder
Mikrokristalle enthalten, verfolgt man weiter.

2.2.2.4.2 Optimierung der Kristallisationsbedingungen

Je nach Ausbeute variiert im zweiten Durchgang die Konzentration von Puffer oder Protein,
die Zusammensetzung des Puffers, das Tropfenvolumen oder die Temperatur. Dabei konnen
unterschiedliche Ziele verfolgt werden. Bleiben nahezu alle Tropfen fiir Monate klar, erhoht
man die Pufferkonzentration im Reservoir, wihrend einem Ausfallen eines GroBteils der
Ansitze mit Konzentrationserniedrigung von Puffer und Proteinlosung begegnet wird.
AuBerdem kann die Kristallisation bei Raumtemperatur, 4°C oder 37°C versucht werden.
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Ansitze, die im ersten Durchgang leichtes Kristallwachstum zeigten, werden wiederholt und
den Tropfen je 1 ul der unterschiedlichen Zusitze des Additive Screen 2 (Hampton Research)
beigemischt. Hierdurch ergibt sich eine zusitzliche Variation der Bedingungen. Dariiber
hinaus wurde hier der Screen MembFac desselben Herstellers verwendet.

2.2.3  Anzucht von Plasmodium falciparum
2.2.3.1 Kultivierung

Die Kultivierung der Blutstadien von Plasmodium falciparum orientiert sich an der Methode
von Trager und Jensen (1976). Durch Nutzung eines Inkubators, welcher eine Regelung von
Luftfeuchte, O,-, und CO,-Gehalt erlaubt, kann die Methode jedoch vereinfacht werden. Eine
Kultur von infizierten Erythrozyten wird dabei mit serumhaltigem Medium (hier: Gibco
RPMI 1640 mit versch. Zusitzen) und Erythrozyten der Blutgruppe A, Rhesusfaktor positiv
(hier: Blutspendedienst Bayr. Rotes Kreuz), verdiinnt und bei 37°C mit 3% CO,, 3% O, und
95% Luftfeuchte inkubiert. Idealerweise sollte der Hdmatokrit zwischen 1-2% und die
Parasitamie nicht iiber 5% liegen. Je nach Anforderungen ist jedoch eine Parasitamie bis 10%
vertretbar. Das Medium wird téglich gewechselt, um die Pufferkapazitit nicht zu erschopfen
und dem hohen Bedarf der Parasiten an Glucose gerecht zu werden. Der Zyklus des hier
verwendeten Stammes (K1) ist nach 48 h abgeschlossen. Zur Uberwachung der Parasitimie
werden die auch in der Diagnostik standardméfBig durchgefiihrten Blutausstriche
herangezogen. Dazu werden ca. 0.5 ml der gut gemischten Kultur abgenommen, zentrifugiert,
4 ul hiervon auf einen Objekttriger gegeben und mit einem zweiten Objekttrager
ausgestrichen. Dieser Ausstrich wird luftgetrocknet, 10-20 sec in Methanol fixiert und nach
weiterem Trocknen fiir 2-5 min in Giemsa-Losung gefdrbt. Nach Abwaschen der iiber-
schiissigen Farbe wird der getrocknete Ausstrich unter dem Mikroskop betrachtet und
infizierte sowie uninfizierte Zellen ausgezihlt. Wird im Ringstadium eine Parasitimie von >1-
2% ermittelt, wird die Kultur aufgrund der Antizipation einer 4fachen Steigerung in den
folgenden 24 h gesplittet.

2.2.3.2 Synchronisation der Kulturen

Soll auf Ringstadien synchronisiert werden, erfolgt dies mittels Sorbitol-Lyse der spiten
Trophozoiten und Schizonten. In uninfizierte Erythrozyten bzw. solche mit Ringstadien kann
Sorbitol aufgrund der noch intakten Membran nicht eindringen.

Eine Kultur mit mindestens 5% Ringen wird abzentrifugiert (10 min, 1000 rpm, ohne Bremse)
und das weiche Pellet in zehnfachem Volumen 5%iger, steriler Sorbitollosung (in H,O)
aufgenommen. Nach zehnminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur wird fiir 4 min
(1000 rpm, ohne Bremse) abzentrifugiert und der Uberstand entfernt. Das Pellet wird mit
vorgewiarmtem Medium ohne weitere Erythrozytenzugabe versetzt und in neuer Kulturflasche
in den Inkubator gestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Thioredoxine und Thioredoxin-idhnliche Proteine aus Pf

Nach heutigem Kenntnisstand ist davon auszugehen, dass alle Organismen mehrere
Thioredoxin-Proteine besitzen (Jacquot et al., 2002). Fiir Plasmodium falciparum war bislang
nur ein Trx bekannt (Kanzok et al., 2001). Die Sequenzierung des Pf-Genoms (Gardner et al.,
2002) erleichterte die Suche nach weiteren Vertretern. Uber BLASTS (Basic Local Alignment
Search Tools) der bis dahin bekannten Teile des Plasmodium falciparum-Genoms in der
Plasmodium-Datenbank PlasmoDB  wurden verschiedene Trx-dhnliche Sequenzen
identifiziert, deren Klonierung, Expression und vorldufige Charakterisierung im Folgenden
beschrieben werden.

3.1.1  Thioredoxin-like proteinl (Tlp1)
3.1.1.1 Klonierung

Auf Chromosom 14, welches auch das Trx1-Gen beinhaltet, wurde ein weiterer open reading
frame (orf) mit dem Thioredoxin-active site-Motiv WCGPC entdeckt. Ein potentielles Start-
und ein Stopcodon, die den orf begrenzen, waren vorhanden. Fiir Beginn und Ende der
121 AS umfassenden Sequenz wurden unmodifizierte Oligonukleotide (OpfDynv und
OpfDynh) entworfen und fiir eine PCR mit den vorhandenen cDNA-Banken verwendet. Der
PCR-Ansatz mit Tag-Polymerase (MBI Fermentas) wurde pipettiert wie in Methoden
beschrieben. Die Anlagerungstemperatur fiir die Primer betrug 60°C; das ansonsten
standardmifBige Temperatur-Zeit-Programm wurde 34x wiederholt. Das mit gIl als Template
erhaltene Produkt hatte in etwa die erwartete GroBe (363 bp). Das gereinigte PCR-Produkt
ebenso wie pSKII+-Vektor wurden mit BamHI und HindIIl verdaut, mit Hilfe des Ready-to-
g0 ™-Kit ligiert und zu XL1Blue-Zellen transformiert wie beschrieben. .

Abb. 3.1. Vergleich der amplifizierten Tlpl-Sequenz mit verdauten pSK-
Klonen.

Probenvorbereitung und —auftrag auf ein 1%iges Agarosegel erfolgten wie gewohnt.
Markerbanden von oben nach unten: 3000, 2000, 1500, 1031, 900-100 bp in 100 bp-
Schritten.

Nach Uberpriifung des pSK-Klons 9 durch Restriktion (Abb. 3.1) und
Sequenzieren wurde die Tlpl-Sequenz ausgeschnitten und mit Hilfe

eines priparativen Agarosegels von der Vektorsequenz separiert.

7" 9 1115 PCRM

AnschlieBend erfolgte die standardméBige Klonierung in pQE30-Vektor
(Ready-to-go ™-Ligationskit, =~ XLIBlue-Zellen).  Erhaltene Klone wurden durch
Restriktionsverdau getestet und ein korrektes Plasmid zur Uberexpression in M15-Zellen
umtransformiert. Die zu exprimierende Aminosduresequenz von TIpl ist im Anhang
wiedergegeben (Abb. Al).
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Laut Vorhersage des Programms ,,Plasmo-AP* handelt es sich bei Tlpl nicht um ein
mogliches Apicoplast-Protein (nur 2 von 5 Kiriterien erfiillt); das Vorhersageprogramm
SignalP findet auch kein mogliches Signalpeptid.

3.1.1.2 Uberexpression und Reinigung

Die Uberexpression erfolgte wie unter Methoden beschrieben in M15-Zellen. Die zur
Kontrolle stiindlich genommenen 1 ml-Pellets zeigten die erfolgte Expression jedoch nicht.
Die Gewinnung des Rohextraktes und Aufgabe auf eine vorbereitete Ni-NTA-Agarose-Sédule
wurden standardmiBig durchgefiihrt. Nach einem Waschschritt von 2 SV US-Puffer wurde
mit 3 SV 30, 50, 75, 100, 150 und 200 mM Imidazol in US-Puffer eluiert. Varianten ohne den
30 mM Imidazol-Schritt resultierten in geringerer Sauberkeit. Moglich war jedoch die
Einsparung des Waschschrittes mit US-Puffer.

Das Reinigungsprofil im SDS-Gel zeigte eine eindeutige, saubere Bande mit 75 mM Imidazol
entsprechend der berechneten Grofle (15.69 kDa; €250 ox = 15.25 mM'lcm'l). Die Ausbeute aus
I 1 Kulturvolumen belief sich auf 5.2 bis 9 mg. Trotz groBziigiger Bemessung des
Sdulenvolumens befand sich im Durchlauf eine Bande auf derselben Hohe, von der noch nicht
gesagt werden kann, ob es sich ebenfalls um TIpl handelt. Moglicherweise ist die
Bindungsfihigkeit durch inkorrekte Faltung des Proteins herabgesetzt, denn auch das
gereinigte Tlpl zeigte Instabilitdt: Spétestens nach Aufkonzentrierung der Tlpl-haltigen
Fraktionen durch Ultrazentrifugation prizipitierte das Protein.

Da festgestellt wurde, dass BSA stabilisierend auf Tlpl wirkt, wurde nach folgenden
Reinigungen der Proteinlosung 0.5 mg/ml BSA zugesetzt. Die Tlpl-Konzentration wurde
daher entweder vor BSA-Zugabe bestimmt oder gegen die entsprechende BSA-Konzentration
gemessen.

3.1.1.3 Biochemische Untersuchungen mit Tlp1

Insulin-Assay
Der Insulin-Assay wurde mit 20 uM TlIp1 durchgefiihrt wie beschrieben und war, verglichen

mit der Negativkontrolle, deutlich positiv. Tlp1 besitzt demnach Redoxaktivitit.

1.4 Abb. 3.2. Verhalten von Tlpl im
E o —e— Negativ-K. Insulin-Assay.
g T Die Negativkontrolle enthielt 1 mM
g 1 DTT im Insulin-haltigen Puffer, die
D 08 | Probe beinhaltete zusdtzlich 20 uM
-g ’ o Tlpl. Bei 600 nm wurde die Triibung
o 06 bedingt durch den Ausfall des
"é'. 0.4 / reduzierten Insulin gemessen.
o
3 02 / /
<

0 !=o=u=u=t=t/—o'{o—o4/ ‘
0 10 20 30 40
Zeit (min)




Ergebnisse 63

Trx-Assay
Der Trx-Assay wurde durchgefiihrt wie in Methoden beschrieben, wobei 14 mU/ml PfTrxR

eingesetzt wurden. Die Messung der Absorption bei 340 nm zeigte keine Verdnderung im
Zeitverlauf — Tlpl, das in Konzentrationen bis 30 uM getestet wurde, wird durch PfTrxR
nicht reduziert. Auch unter Verwendung der hTrxR, die PfTrx1 effektiver reduziert als das
plasmodiale Enzym, wurde keine Reduktion beobachtet.

Reduktion durch PfGR

Durch Zugabe von 65 mU/ml PfGR zu 30 uM Tlpl und 100 uM NADPH in GR-Puffer
(400 uM Endvolumen) wurde getestet, ob Tlpl ein Substrat fiir PfGR ist. Es wurde keine
deutliche NADPH-Abnahme gemessen.

Reduktion durch GSH

In GR-Puffer und einem Endvolumen von 400 pl wurden 30 uM Tlpl, 100 uM NADPH und
2 mM GSH 15 Minuten bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden 1.3 U/ml PfGR zugegeben
und der Absorptionsverlauf bei 340 nm verfolgt, um einen moglichen GSH-Verbrauch durch

die Reduktion des Tlpl festzustellen. Dieser hatte jedoch nicht stattgefunden. Auch bei der
Verwendung von 10 mM GSH war gegeniiber der Kontrolle ohne TIpl kein erhdhter
NADPH-Verbrauch zu erkennen.

Reduktion durch PfGrx

Um zu testen, ob Tlpl durch PfGrx reduziert wird, wurde wiederum in GR-Puffer 30 uM
Tlpl mit 100 uM NADPH, 1 mM GSH und 0.4 uM Grx gemischt und der Assay bei 340 nm
mit 0.65 U/ml PfGR gestartet. Es war keine Reaktion erkennbar.

Aktivierung der PfTrxR im DTNB-Assay

In TrxR-Puffer wurden 30 uM Tlpl, 3 mM DTNB und 10 mU/ml PfTrxR pipettiert, mit
100 uM NADPH gestartet und, wie im Standard-DTNB-Assay, die Absorptionszunahme bei
412 nm gemessen. Abziiglich der Aktivitit, die parallel ohne Tlpl gemessen wurde, ergab

sich eine deutliche Steigerung der TrxR-katalysierten DTNB-Reduktion. Die Aktivierung ist
von der Tlpl-Konzentration abhingig (Steigerung durch 30 uM 0.131 min™; Steigerung durch
15 uM 0.083 min™"), wenn auch keine klare Linearitit gegeben war. Mit Hilfe einer Kontrolle
mit Tlpl ohne BSA wurde ausgeschlossen, dass die Steigerung der DTNB-Reduktion durch
BSA verursacht wurde.

Aktivierung der PfTrxR im Trx-Assay

In 400 pl Endvolumen und TrxR-Puffer wurde ein Trx-Assay (20 uM Trxl,
10 mU/ml PfTrxR und 100 uM NADPH) pipettiert, wobei mit NADPH gestartet wurde. In
der Probe waren zusitzlich 30 uM Tlpl enthalten. In diesem Assay wurde bei 340 nm kein

Unterschied der Aktivitidten von Kontrolle und Probe festgestellt. Es erfolgt in diesem Assay
somit keine Aktivierung der PfTrxR durch Tlpl. In der Literatur ist mit Trx-dhnlichen
Proteinen die Untersuchung zu finden, ob diese eine kompetitive Hemmung der Reduktion
des eigentlichen Trx durch die TrxR bewirken (Sadek er al., 2003). Die Verdeckung einer
Inhibition durch BSA-abhingige Stabilisierung wurde durch Reproduktion des Versuchs mit
Tlpl ohne BSA-Zugabe ausgeschlossen. Dass die PfTrxR durch Tlpl gegeniiber DTNB
aktiviert wird, gegeniiber Trx1 jedoch nicht, konnte daraufhin deuten, dass doch eine
Kompetition vorliegt. Um dies genau sagen zu konnen, sind jedoch Messungen der
Konzentrationsabhédngigkeit erforderlich.
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Reduktion von DHA

1 mg Tlp1 (64 uM; + 0.5 mg/ml BSA) wurden mit 2 mM DTT 15 Minuten bei 4°C inkubiert.
Die Losung wurde anschlieBend um Faktor 4 mit US-Puffer verdiinnt, um die Kompatibilitit
des Ni-NTA-Agarose-Materials mit DTT nicht zu iiberschreiten und auf eine mit US-Puffer
dquilibrierte Sdule gegeben. AnschlieBend erfolgte ein Waschschritt mit 5 SV US-Puffer und

die Elution des reduzierten TIpl mit einer Imidazol-Konzentration von
200 mM. Die proteinhaltigsten der aufgefangenen 100 pl-Fraktionen wurden gepoolt.

DHA wurde ad 10 mM in US-Puffer gelost und 400 ul-Assays mit &dquimolaren
Konzentrationen Tlpl und DHA (200 uM) vorbereitet (fiir die Kontrolle wurde anstatt Tlp1
lediglich dieselbe Menge 200 mM Imidazol verwendet). Bei 265 nm wurde die Entstehung
von Ascorbat verfolgt, die jedoch nicht stattfand.

3.1.2  Thioredoxin-like protein2 (Tlp2)
3.1.2.1 Klonierungen

Auf einem Contig von Chromosom 9 wurden einige Bruchstiicke mit Ahnlichkeit zu PfTrx1
gefunden, von denen eines die modifizierte active site WCAPC beinhaltete. Die Fragmente
wurden zusammengefiigt, erneut geblastet, und unter Berticksichtigung moglicher Start- und
Stopcodons wurden Oligonukleotidprimer abgeleitet.

Unter Verwendung des Primers OPfTrx9v1 waren Kombinationen mit verschiedenen reverse-
Primern (OPfTrx9h1; OPfTrx9h2) und cDNA-Banken erfolgreich. Dem PCR-Ansatz wurde
zur Erleichterung der Anlagerung der Oligonukleotide MgCl, ad 2.5 mM zugesetzt und im
PCR-Programm (Annealing-Temperatur = 60°C) wurden 15 Zyklen mit dem reverse-Primer
durchgefiihrt, bevor fiir weitere 25 Zyklen der forward-Primer zugefiigt wurde.

Die PCR fir das ldngere Fragment wurde darauthin mit neuen Oligonukleotiden
(OP{Trx9v1B und OPfTrx9h1H) wiederholt und das Produkt wie beschrieben iiber BamHI
und HindIIl in den Vektor pSKII+ kloniert. Der dem Kontrollverdau nach richtige Klon
enthielt einen orf einschlieBlich der mutmaBlichen active site. Das zunidchst vermutete
Startcodon befand sich jedoch nicht in diesem Leserahmen. Daher wurden drei andere
mogliche Translationsstarts upstream ermittelt, entsprechende Primer generiert (OPf9vA, B
und C) und mit Primer A ein Produkt erhalten. Da die Verlidngerung durch den neuen Primer
in etwa der genomischen Sequenz entsprach (366 bp), war zu vermuten, dass es sich bei dem
erweiterten N-Term um 5’-UTR handelt. Dies wurde durch Sequenzierung des PCR-
Produktes bestétigt.

Der tatsidchliche Translationsstart war demnach weiter downstream des anfidnglich vermuteten
Starts zu suchen. Das erste in Frage kommende Methionin wurde im Folgenden als Start-
Aminosdure angenommen und mit Hilfe eines entsprechenden Primers (OP{Trx9vDB) und
des vorhandenen pSK-Plasmids als Template die Sequenz amplifiziert (65°C Annealing-
Temperatur). Die Klonierung erfolgte erneut iiber BamHI und HindIll zunichst in pSKII+
und daraus in pQE30 wie beschrieben.

Da sich in der Sequenz ein Aminosdureaustausch an Position 121 befindet (D statt
vorhergesagtem A) wurden PCR und Klonierung mit erneut synthetisiertem Primer
wiederholt, es ergab sich jedoch wieder genannter Austausch.
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Die genomische Sequenz mit farbiger Unterlegung der verschiedenen Primer ist in Abb. A2
dargestellt. Auffallend sind in dieser Sequenz die extrem kurzen Exons 3 (IE) und 4 (K). Die
hier angenommene Sequenz des Tlp2 entspricht in PlasmoDB der Vorhersage des Programms
FullPhat (chr9.phat_260). Die Annotationen (CAD51936 in NCBI bzw. PfI1250w in
PlasmoDB) sind leicht abweichend. Fiir die annotierte Sequenz indizieren Array-Daten, dass
das entsprechende Gen tatsdchlich transkribiert wird (PlasmoDB: Array element PFI1250w
from Scripps/GNF malaria array (scrmalaria)). Fiir die Sequenz PFI1250w existieren dariiber
hinaus Massenspektrometrie-Daten, die fiir die Translation eines korrespondierenden Proteins
sprechen. Da die Sequenzabdeckung lediglich 19.7% betrédgt, widersprechen die Daten nicht
der hier identifizierten Sequenz.

Die hier als richtig vermutete Sequenz von Tlp2 besitzt wahrscheinlich kein sekretorisches
Signalpeptid (,,TargetP* score = 0.25 unter Verwendung von ,,Non-Plant Networks*; 0.5 mit
,,Plant Networks*).

Im Zusammenhang mit den Schwierigkeiten bei der Uberexpression (folgende Abschnitte)
wurde die Umklonierung in pRSetA vorgenommen. Dieser Vektor besitzt neben Ampicillin-
Resistenz und dem N-terminalen 6xHis-tag den T7-Promotor und verspricht daher einen
besonders hohen Expressionsgrad. Der T7-Promotor war zudem fiir die in vitro-Translation
erforderlich (Abschnitt 3.1.2.3). Die Tlp2-Sequenz wurde dazu aus dem entsprechenden pQE-
Plasmid in einem Standard-Verdau mit BamHI und HindIll ausgeschnitten, wobei zusétzlich
Ncol (schneidet pQE30 an Position 860) verwendet wurde, um die Religation dieses Vektors
zu vermindern. Die Ligation mit dem BamHI- und Hindlll-verdauten pRSetA und die
Transformation zu XL1Blue-Zellen erfolgten standardmiBig, das richtige Plasmid wurde wie
gewohnt identifiziert. Die Klonierung als MBP-Fusion ist im entsprechenden Abschnitt
erldutert.

3.1.2.2 Uberexpression

Die Uberexpression der Tlp2-Sequenz im Vektor pQE30 wurde in verschiedenen Zellen
(M15, XL1Blue, Novablue, BL21 und SG13009) getestet. Der Stamm SG13009 wird bei
schlechter Ausbeute in M15 von Qiagen empfohlen. Bei der Verwendung von M15-Zellen
wurden zudem verschiedene Varianten (0.4% Glucose / Rig-Plasmid / 3 h UE) probiert. Die
Verfahrensweise war wie beschrieben; die Zugabe von Antibiotika erfolgte den verwendeten
Zellen bzw. Plasmiden entsprechend. Teilweise wurde der zur Expression verwendete Klon
parallel auf die Existenz und Richtigkeit des Plasmids tiberpriift. Es zeigten jedoch weder die
Pellets zur Expressionskontrolle noch anschliefende Aufreinigungen (nativ / denaturierend)
das zu exprimierende Protein (berechnet 16.1 kDa, &30 ox = 12.45 mM'lcm'l). Weitere
Versuche konzentrierten sich auf die Expression mittels des Vektors pRSetA. In diesem
Plasmid wurde zum einen die unter 3.1.2.3 geschilderte in vitro-Translation vorgenommen.
Parallel wurde die Uberexpression in vivo in den Zellen C41 und C43 getestet.

Obwohl die Expressionskontrollen auch hier nicht auf einen Erfolg hindeuteten, konnten
geringe Mengen Protein tiber Ni-NTA-Agarose gereinigt werden. Die Grofle im SDS-Gel (ca.
23 kDa) ist jedoch etwas von der berechneten (18.8 kDa bei Expression in pRSetA)
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abweichend. Um sicherzustellen, dass es sich dabei nicht um ein Protein der C41-/C43-Zellen
handelte, erfolgten daher parallel Expressionen und Reinigungen mit leerem pRSetA.
Diese lieBen erkennen, dass die erwihnte Bande fiir die Verwendung des Tlp2-haltigen

Plasmids spezifisch war.

USP RE DL 100/2 100/3 150/1 150/2 150/3 500

1002  100/3 150/1 1502 500

g

(| USP RE DL 1002 1003 M 1501 150/2 500 M USP RE DL 1002 100/3 150/1 150/2 150/3 500
= =]

Abb. 3.3. Reinigungsprofile von TIp2pRSetA in C41 wund C43 und entsprechender
Expressionskontrollen mit leerem pRSet A.

a: TIp2pRSetA in C41. b: pRSetA leer in C41. c: Tlp2pRSetA in C43. d: pRSetA leer in C43. Dargestellt ist das
Verhalten in 15%iger SDS-PAGE bei Vorbereitung und Verwendung der Proben wie beschrieben. Grofien der
Markerproteine: 116.0, 66.2, 45.0, 35.0, 25.0, 18.4 und 14.4 kDa.

Dariiber hinaus wurden Ultraschallpellet, Rohextrakt und Elutionsfraktionen mittels Western
Blot untersucht.

Die Blots (Abb. 3.4) bestitigen zusitzlich die Identitdt des Tlp2, da es spezifisch mit dem
verwendeten Anti-His-Antikorper reagiert, wihrend eine solche Interaktion mit den C41-
spezifischen Proteinen nicht stattfindet. Nicht erklidrbar ist die fehlende Reaktion mit dem
Rohextrakt. An der Reaktion des USP wird einmal mehr die schlechte Loslichkeit des Tlp2
deutlich, die auch in der in vitro-Translation gezeigt wurde.
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Abb. 3.4. Western Blot verschiedener Reinigungsfraktionen von Tlp2pRSetA in C41 bzw. C43 (links)
und von leerem pRSetA vgl. mit TIp2pRSetA in C41 (rechts).

Fiir den linken Blot wurde eine Pipettenspitze USP bzw. 10 pl RE bzw. 10 pl Elutionsfraktion 150/2 mit 20 pl
1xSB gemischt und vorbereitet wie gewohnt. Von USP und RE wurden 10 pl, von 150/2 25 pl auf das SDS-Gel
aufgetragen. Fiir den rechten Blot wurden jeweils 10 ul der vorbereiteten Gemische (Spitze USP+50 pl 1xSB
bzw. 10 ul RE / 100/3 / 150/1 + 20 pl 1xSB) eingesetzt. Blot, Absittigung und Farbung wurden durchgefiihrt
wie beschrieben. Markergroien von oben nach unten: 100, 75, 50, 30 und 15 kDa; links nur 50—15 kDa sichtbar.

Die erneute Aufarbeitung und Reinigung des USP in Anwesenheit von 2% Triton X-100
resultierte in einer weiteren Extraktion von Tlp2. Die Anwendung von Triton zu Beginn der
Reinigung fiihrte allerdings nicht zur Steigerung der gereinigten Proteinmenge. Die Reinigung
bedarf somit noch der Optimierung.

Beziiglich der Uberexpression in pRSetA und C41-Zellen wurden weitere Tests durchgefiihrt.
Von den erprobten Expressionsvarianten (+ Rig-Plasmid / + 0.5% Glucose / Induktion mit
0.3 mM IPTG / Inkubation bei RT / Induktion bei OD 0.4 vs. Induktion bei OD 0.7) waren die
Induktion mit 0.3 mM IPTG und die Inkubation bei RT Erfolg versprechend. Auch dies

bedarf der Bestitigung.
Insulin-Assay
0.8 Abb. 3.5. Insulin-Assay mit Tlp2.
£ 0’7 Ausgehend von der Beschreibung des
e —o— Negativ-K. Assays unter 2.2.2.3.2 wurde lediglich die
§ 06 —®m—Trx 9 Probe leicht modifiziert: Die benotigte
3 05 Trx 1 Insulin-Menge wurde direkt in der Tlp2-
2 04 Losung (20  uM)  gelost.  Die
2 03 Positivkontrolle enthielt 2 uM Trx1.
S 02
2 0,1
=S 0 | Mit einer geringen verfiigbaren
SRS Y S S N N Menge Tlp2, exprimiert in
o pRSetA, wurde der Insulin-Assay
Zeit (min)
durchgefiihrt. Fiir die Probe wurde

das fir 20 uM TIp2-Endkonzentration notwendige Volumen TIp2-Losung mit Insulin-
Assaypuffer (ohne Insulin) ad 400 pl gemischt und Insulin ad 0.17 mM darin gelost. Fiir die
Kontrollen wurde ausschlieBlich Insulin-Assaypuffer (+ Insulin) verwendet. Als Positiv-
kontrolle dienten 2 uM Trx1. Wie in Abb. 3.5 dargestellt, zeigt Tlp2 zwar geringere Aktivitit
als Trx1, im Vergleich zur Negativkontrolle ist das Ergebnis aber deutlich positiv.
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3.1.2.3 Invitro-Translation

Die Herstellung eines Proteins in einem zellfreien Expressionssystem wird als in vitro-
Translation bezeichnet. Sie findet Anwendung, wenn die in vivo-Produktion aufgrund von
Toxizitdat, Unloslichkeit oder schnellem proteolytischen Abbau des zu exprimierenden
Proteins erschwert ist. Es werden herkommlicherweise Extrakte von Kaninchen-
Retikulozyten, Weizenkeimen oder E. coli verwendet, denen zur Erhohung der Ausbeute
Aminosduren, Energiequellen bzw. —regenerationssysteme, Cofaktoren etc. zugesetzt werden.
Fir die in vitro-T. im engeren Sinne wird RNA als Ausgangsmaterial verwendet; héufig
kommen jedoch sogenannte gekoppelte Systeme zum Einsatz, bei denen der Translation eine
in vitro-Transkription vorangestellt wird und somit DNA das Ausgangsmaterial darstellt.
Wihrend bei der Coupled Transkription-Translation, die mit E. coli-Extrakt vorgenommen
wird, typischerweise beide Prozesse simultan ablaufen konnen, lduft die Linked
Transkription-Translation mit eukaryotischen Systemen in zwei Stufen ab. Weiterentwickelte
zellfreie Systeme gehen in einem continuous flow oder continuous exchange vor sich, was
bedeutet, dass (Abfall-)Produkte stindig entfernt und Supplemente erginzt werden.

Die Arbeitsgruppe von Dr. Frank Bernhard (Institut fiir Biophysikalische Chemie, Universitét
FfM) fiihrte (parallel zu den in vivo-Expressionsversuchen) freundlicherweise eine Coupled in

vitro-Transkription-Translation mit dem K 1T 2T 18 28 1P 2P M kDa
Plasmid TIp2pRSetA durch, wobei ein - 1180
continuous exchange-System mit E. coli | == = = S = - == - | 662
S30-Extrakt verwendet wurde. Eine Uber- | we — T ¥ - | 50
. . I e — | 350
expression des Tlp2 war damit moglich, ~— A —
jedoch befand sich das Protein im Pellet. | 250
. — —
' e | 184
Abb. 3.6. Ergebnis der in vitro-Translation des | S8 S8 = -— = e
Tip2. - .

Das Plasmid Tlp2pRSetA wurde als
Ausgangsmaterial zur in vitro-Translation in einem continuous exchange-System mit E. coli S30-Extrakt
verwendet. Der Prozess wurde in der Arbeitsgruppe Dr. F. Bernhard, Universitdt FfM durchgefiihrt. M: 116, 66,
45, 35, 25, 18, 14 kDa (von oben nach unten). K: Kontrollextrakt ohne Expression; T: Gesamtprotein nach 24 h
Expression (2 Ansitze); S: Losliches Protein nach 24 h Expression (2 Ansitze); P: Unlosliches Protein nach 24 h
Expression (2 Ansitze).

Angesichts des Hydrophobizitiits-Plot (Abb. 4.2) ist das Verbleiben des Tlp2 im Pellet, das
sich bei der in vivo-Expression bereits angedeutet hatte, iiberraschend. Auch die Programme
SOSUI und TMPred geben Tlp2 als 16sliches Protein an.

3.1.2.4 Klonierung, Uberexpression und Reinigung der MBP-TIp2-Fusion

Aufgrund der Unloslichkeit von Tlp2, die von den hier beschriebenen Expressions- und
Reinigungsversuchen in E. coli indiziert und durch die in vitro-Translation bestitigt wurde,
war das néchste Ziel die Verbesserung der Loslichkeit des Proteins.

In der Literatur ist die Erhohung der Loslichkeit durch Fusion mit dem maltose-binding
protein (MBP) beschrieben (Kapust und Waugh, 1999; Riggs, 2000).

Um dies fiir Tlp2 zu testen, wurde die Sequenz in einen entsprechenden Vektor kloniert:
pBUFI1b ist ein Abkommling von pMal-c2X (New England Biolabs), bei dem unter
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Beibehaltung des Leserahmens die Xa- durch eine TEV-site ersetzt wurde. Der Vektor
verwendet den starken tac-Promotor zur Expression des malE-Gens, dessen Signalsequenz
deletiert wurde, was zur cytoplasmatischen Lokalisation des (Fusions-)Proteins fiithrt. Das
gewiinschte Gen wird downstream des malE-Gens in einen Polylinker kloniert, welcher auch
die Spaltstelle fiir die Protease enthilt. Mit Hilfe derer kann das gewiinschte Protein nach der
Reinigung vom MBP abgespalten werden. Auflerdem sind Blau-Weiss-Test und
Induzierbarkeit durch IPTG gegeben. Die TEV-Spaltstelle enthdlt die Aminosédurefolge
ENLYFQG; die Spaltung erfolgt zwischen Q und G.

Zur Umklonierung wurde Tlp2pQE30 wie gewohnt verdaut und die Tlp2-Sequenz aus einem
praparativen Agarosegel extrahiert. Mit pBUF1b wurde ebenso verfahren, da dieser Vektor,
der freundlicherweise von Dr. F. Bernhard, Institut fiir Biophysikalische Chemie, Biozentrum,
Ffm, bereitgestellt wurde, ein BamHI-HindIll-kloniertes Insert von 400 bp Linge enthielt.

Die Ligation erfolgte mit Hilfe des Quick Ligation' -Kit erreicht, der gemiB
Herstellerangaben verwendet wurde. 4 pl des Ansatzes wurden zu XL1Blue-Zellen
transformiert. Mit einem als korrekt identifizierten Klon wurde die Uberexpression des

Fusionsproteins wie gewohnt in M15-Zellen | 1160 e

durchgefiihrt. ‘Dle Expressionskontrolle ist in | @6.2 == — MBP-Tip2
Abb. 3.7 gezeigt. 450 == g
35.0 W —=
Abb. 3.7. Expressionskontrolle des  Fusions- 25.0
proteins MBP-TIp2 in pBUF1b und M15. .
Die Proben wurden wie gewohnt vorbereitet und in 18.4
einem 15%igen SDS-Gel aufgetrennt. v.I.: vor : o
Induktion. 144 o e

Da das Fusionsprotein laut Berechnung -
kba M vl 15h 4h

mittels JustBio ,,ProtCalc” ein Molekular-
gewicht von 57.3 kDa (&30 = 78.45 mM'lcm'l) haben sollte, war zu vermuten, dass es sich bei
der markierten Bande um selbiges handelt.

Bei der Reinigung wurde weitestgehend verfahren wie von NEB empfohlen. Ein Zellpellet
aus 250 ml Kulturvolumen wurde in 5 ml Amylose-Saulenpuffer resuspendiert und mit PMSF
(20 uM) versehen. Die Suspension wurde 3 x in fliissigem Stickstoff gefroren und in
Eiswasser aufgetaut. AnschlieBend wurde die Losung 6 x 15 sec (70%) sonifiziert. Der nach
einem Zentrifugationsschritt bei 9000 g fiir 30 min erhaltene Rohextrakt (Uberstand) hatte
eine Proteinkonzentration von etwa 34.4 mg/ml (nach Ajgp). Mit dem fiir die Amylose-Séule
empfohlenen Puffer wurde auf 5.7 mg/ml verdiinnt.

Das Sdulenmaterial wurde ad 2 ml Sidulenvolumen vorbereitet und mit 8 SV Saulenpuffer
dquilibriert. Mit einer FlieBgeschwindigkeit von etwa 0.1-0.2 ml/min wurde zunichst der
Rohextrakt aufgegeben, dann mit 12 SV Saulenpuffer gewaschen (hier 0.3 ml/min) und
schlieBlich mit 4 SV 10 mM Maltose in Saulenpuffer eluiert (0.2 ml/min). Das Eluat wurde in
0.5 ml-Fraktionen aufgefangen, deren Proteinkonzentration mittels Bradford bestimmt wurde.
Die hochsten Proteingehalte wurden in den Fraktionen 3-6, v. a. in Fraktion 4 gemessen und
anhand eines SDS-Gels bestitigt. Die Regeneration der Amylose-Sdule erfolgte durch
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Waschen mit 3 SV agq. dest., 3 SV 0.1% SDS (letzteres ziigig und bei RT), 3 SV agq. dest., 3
SV Séaulenpuffer.

kDa
- 116.0 Abb. 3.8. Reinigungsprofil des

MBP-TIp2-Fusionsproteins iiber
Amylose.

66.2 Probenvorbereitung: Wihrend Vorbe-
reitung und Aufgabe von USP und den

45.0 Fraktionen RE, DL und W erfolgte
wie gewohnt, wurde von den
Fraktionen 3-6 je 4 ul in 20 pl 1xSB

35.0 resuspendiert und nach herkommlicher
Vorbereitung die komplette Probe auf
das 12%ige SDS-Gel gegeben.

25.0

184+144 | Da Fraktion 3 den geringsten

Anteil der 45 kDa-Bande aufwies, wurde diese fiir die folgende TEV-Protease-Spaltung
verwendet. Dazu wurden (wie fiir die TEV-Protease empfohlen) pipettiert:

Komponente ) v eritoi| Tabelle 3.1, Pipettierschema des TEV-Protease-

Puffer 270 ul Spaltungsansatzes.

Fraktion 3 25 pl (~ 50 pg Prot.) o . .

DTT (0.1 M) 3l (ad 1 mM) Einzig der Puffer war nicht der fiir die TEV-
TEV-Protease 2ul (=20 U) Protease empfohlene (50 mM Tris-HCI, 0.5 mM

EDTA, pH 8.0), sondern es wurde der Amylose-
Saulenpuffer (pH 7.4) verwendet, der aber hinsichtlich der Zusammensetzung dhnlich ist.

Da die Inkubation iiber Nacht schiittelnd bei

16°C (It. Hersteller sollten bei 16°C nach 2 h |kpa

99% der Fusion gespalten sein) nur eine sehr | 1160
. . 2
schwache Bande in Frage kommender Grofe 2:0

ergeben hatte, wurde ein zweiter Ansatz bei
30°C inkubiert. Nach 1, 2, 4 und 5.5 h wurden 35.0

je 20 ul fiir die SDS-PAGE entnommen. 25.0

Abb. 3.9. Zeitverlauf der Spaltung des 454
Fusionsproteins MBP-TIp2 durch TEV.

Die nach 1, 2, 4 und 5.5 h dem Spaltungsansatz
entnommenen Proben (20 pl) wurden ebenso wie 4 ul der
ungespaltenen Fraktion 3 mit 5 pl 4xSB versetzt, wie
gewohnt vorbereitet und auf einem 15%igen SDS-Gel aufgetrennt.

14.4

Die Abnahme des MBP-Fusionsproteins ist erkennbar, ebenso die Zunahme der Fraktion
darunter in Hohe <45 kDa, die vermutlich das gespaltene MBP darstellt (berechnetes Mw =
42.5 kDa). Eine Zunahme der Intensitit ist auch bei den Banden in Hohe von 18 und 14 kDa
zu sehen. Das Tlp2-Spaltprodukt besitzt zwar eine berechnete GroB3e von 14.84 kDa, Tlp2
verhielt sich jedoch in fritheren Reinigungen stets grofer, daher konnte es sich bei der
18 kDa-Bande um Tlp2 handeln. Die Intensitidt des Proteins, welches leicht iiber der 25 kDa-
Markerbande lauft, verdndert sich nicht, was vermuten ldsst, dass es sich um die TEV-
Protease selbst handelt (Mw = 26 kDa).
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Es ist denkbar, dass die Bande bei 45 kDa in Abb. 3.7, die parallel zum Fusionsprotein
zunimmt, auch bereits gespaltenes MBP ist. Unterstiitzt wird diese Vermutung dadurch, dass
das Fusionsprotein frither von der Sidule eluiert (Abb. 3.8), wihrend MBP alleine wohl
spezifischer an die Amylose bindet und erst in Fraktion 4 erscheint. Ebenfalls parallel ist in
Abb. 3.7 auch die Zunahme der Bande bei ~ 16 kDa erkennbar, die Tlp2 darstellen konnte.
Die mogliche Instabilitidt der Fusion in E. coli ist kongruent mit den Schwierigkeiten bei der
Uberexpression von Tlp2 alleine.

3.1.3  Thioredoxin 2 (Trx2)
3.1.3.1 Klonierungen

Eine weitere Trx-dhnliche Sequenz wurde auf Chromosom 13 identifiziert. Die Sequenz nach
Genefinder (chr13_002163.gen_4) umfasst 157 AS und setzt sich aus 4 Exons zusammen.
SignalP findet fiir das putative Protein ein Signalpeptid (SP; 4 von 4 Kiriterien erfiillt), das bis
Position 23 reicht. Von TargetP, einem anderen Programm zur Kalkulation von
Signalpeptiden, wird mit einem score = 0.971 dieselbe Signalsequenz vorhergesagt. Wihrend
es sich nach Berechnung des Apicoplast-Vorhersageprogramms ,,PATS* Neural Network um
ein potentielles Apicoplast-Protein handelt (score = 0.966), ist laut Plasmo-AP eine
Lokalisation in dieser Organelle nicht wahrscheinlich (3 von 5 Kriterien erfiillt).

Unter Verwendung von Standard-Ansédtzen mit Tag-DNA-Polymerase konnte sowohl die
gesamte Sequenz (Trx2l; Oligonukleotide OP{fTrx13/5 und OPfTrx13/3) als auch die um das
mogliche SP verkiirzte (Trx2k; Primer OPfTrx13/52 und OPfTrx13/3) aus den verfiigbaren
cDNA-Banken amplifiziert werden. Die PCR-Bedingungen waren standardmaﬁlg, mit 50°C

Annealingtemperatur wurden 35 Zyklen durchgefiihrt. Die Groen der

e l S e
Produkte im Agarosegel entsprachen in etwa den erwarteten (471 e

(einschl. Stop-Codon) bzw. 402 bp).

Abb. 3.10. Amplifikation der Trx2-Sequenz.
1 = gesamte Sequenz; k = ohne putatives Signalpeptid. Die Durchfithrung des
1%igen Agarosegels erfolgte wie gewohnt.

TR

v

i
I

500 bp
Im nichsten Schritt wurde zwecks Klonierung die PCR mit

entsprechenden Schnittend-Primern (OPfTrx13/52B, OPfTrx13/5B, "
OPfTrx13/3S) wiederholt. Die Produkte wurden aus dem Agarosegel “
extrahiert (Qiagen Gelextraktions-Kit), in Standardansidtzen 2h mit BamHI und Sacl verdaut

(37°C) und in standardmiBig vorbereiteten pSKII+-Vektor kloniert (Ready-to-go'™ -
Ligationskit). Transformation und Identifizierung der Klone erfolgten wie beschrieben. Die
Umklonierung in den Expressionsvektor pQE30 wurde ebenfalls wie gewohnt durchgefiihrt
(Ready-to-go™-Kit).

In Anbetracht der geringen Stabilitit von Trx2k und der positiven Apicoplast-Vorhersage
durch PATS wurde ferner eine nochmals verkiirzte Variante des Proteins (Trx2sk) kloniert.
Der mogliche Start des reifen Proteins ergab sich anhand eines Alignments mit anderen
Thioredoxinen.
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RSTIX =~ —mmmm MVKQIESKTAFQE
AMTrX e MVYQVKDKADLDG
PETTX] o MVKIVTSQSEFDS
pfTrx2 MKKYIFFFLFSFINFFFVYDVTCTKEVTSTNDDPLTPLNRFDKYYLRMFKKVPRLQONGS
* .
hsTrx ALDAAG---DKLVVVDFSATWCGPCKMIKPFFHSLSEKYS—-NVIFLEVDVDDCODVASEC
dmTrx QLTKAS—--GKLVVLDFFATWCGPCKMISPKLVELSTQFADNVVVLKVDVDECEDIAMEY
pfTrxl TISQN-———- ELVIVDFFAEWCGPCKRIAPFYEECSKTYT-KMVF IKVDVDEVSEVTEKE

pfTrx2 NIINGVNMKNTVIVLYFFAKWCQACTMQSTEMDKLOKYYGKRIYLLKVDLDKNESLARKE

* x k% * . o ok Kk ok .

hsTrx EVKCMPTFQFFKKG———QKVGEF SGANKEKLEATINELV-
dmTrx NISSMPTFVFLKNG-—-VKVEEFAGANAKRLEDVIKANI-
pfTrxl NITSMPTFKVYKNG--—-SSVDTLLGANDSALKQLIEIYAA
pfTrx2 SVKSLPTIILLKNKTMLARKDHEFVSSND--LIALIKKHL-

ek k. * . . . % * * .

Abb. 3.11. Alignment der Trx2-Sequenz mit anderen Thioredoxinsequenzen.
hs: homo sapiens; dm: Drosophila melanogaster. Rot: putatives SP. Griin: putatives Apicoplast-Transitpeptid.
Gelb: iibereinstimmende active site-Reste.

Mit den Primern OPfTrx13skB und OPfTrx13/3S wurde ein Standard-PCR-Ansatz (Tag-
Polymerase) prépariert und die Sequenz von Trx2sk basierend auf dem Trx2k-haltigen pQE-
Plasmid amplifiziert. Die Annealingtemperatur betrug 61°C; es wurden 35 Zyklen gefahren
und alle anderen Bedingungen standardmifig gewdhlt. Das gereinigte PCR-Produkt wurde
anschlieend wie gewohnt mit BamHI und Sacl fiir 2 h bei 37°C verdaut; parallel dazu wurde
pQE30-Vektor standardmiBig genauso vorbereitet. Nach Reinigung der Restriktionsansitze
wurde ligiert und zu XL1Blue-Zellen transformiert wie gewohnt.

3.1.3.2 Uberexpression und Reinigung von Trx2k; biochemische Interaktionen

Nachdem die gesamte Proteinsequenz sich nicht heterolog hatte exprimieren lassen, war die
Expression der einfach verkiirzten Variante erfolgreich (Bedingungen wie beschrieben),
ebenso die Reinigung iiber Ni-NTA-Agarose: Das Protein eluierte nahezu sauber bei 50 und
75 mM Imidazol. Das Elutionsprofil umfasste nach RE-Aufgabe 2 SV US-Puffer, 2 SV
10 mM Imidazol, 1 SV 20 mM Imidazol und je 2 SV 30, 50, 75, 100 und 150 mM Imidazol
(jeweils in US-Puffer). Die Grofe im SDS-Gel stimmte iiberein mit der berechneten von
17.08 kDa (ex30 ox = 13.61 mM‘lcm‘l). Die Ausbeute war mit 7-17 mg aus 250 ml
Kulturvolumen recht hoch. Dies mag ein Grund fiir die Instabilitit des Proteins sein, die sich
schon beim Einengen zeigte. Die Zugabe von BSA (ad 0.25 mg/ml) konnte die Prizipitation
verringern; Umpuffern nach 500 mM NaCl, 5 mM DTE, 1 mM EDTA, 50 mM
Natriumphosphat hatte keinen Effekt.

Problematisch war auch die Konzentrationsbestimmung iiber den Trx-Endpunkt-Assay: Es
zeigte sich zwar Aktivitit, jedoch war diese nicht so stark, dass das Protein komplett reduziert
worden wire. In Anbetracht der Instabilitit konnte die schwache Aktivitit aus einer
Missfaltung des Proteins resultieren. Denkbar ist jedoch auch, dass die bekannte PfTrxR nicht
das physiologisch bedeutende Enzym zur Reduktion ist oder die Anwesenheit des moglichen
Transitpeptides storend wirkt.
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Zur Verbesserung der Aktivitit wurden verschiedene Puffer getestet: Nachdem sich in einem
Vergleich von US-, GR- und GST-Puffer als Assay-Puffer der GST-Puffer (100 mM
Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, pH 6.5) als der Beste erwiesen hatte, wurde hierin noch die
Salzkonzentration variiert (50 — 300 mM KCI). In Anwesenheit von 200 mM KCl zeigte sich
die hochste Absorptionsabnahme. Der Zusatz von 1% Tween bzw. Triton X-100 hatte keinen
forderlichen Effekt. Im Vergleich verschiedener pH-Werte zeigte sich bei pH 8.6 die hochste
Aktivitit; zugunsten der TrxR wurde jedoch in folgenden Messungen pH 8.0 eingestellt.

Wie PfTrxl so wird auch Trx2k von der humanen TrxR besser reduziert als von der
plasmodialen. Der Ky-Wert, der aufgrund der Prizipitation des Trx2k noch nicht genau
bestimmt werden konnte, kann im Bereich von 0.5-1 mM angenommen werden. Der Ky am
humanen Enzym liegt wahrscheinlich etwas niedriger, da sich hier mit 150 uM eine Séttigung
andeutete.

In élteren Proben von Trx2k tauchten neben dem als Trx angesehenen Protein zwei weitere
prominente Banden (ca. 70 und 14 kDa) auf, die in dieser Stirke zunichst nicht vorhanden
gewesen waren.

kDa
s o970 | Abb.3.12. Altere Probe gereinigten Thioredoxins 2 (k) (links) im 15%igen SDS-Gel.
Sk | 66.0
_i Um der Identitit dieser Banden nachzugehen und auch Trx2k als solches zu
Sn 450

bestitigen, sollte eine N-terminale Ansequenzierung erfolgen. Die Probe
wurde in einem 17%igen SDS-Gel aufgetrennt, auf PVDF-Membran
=== 300 | geblottet und die entsprechenden Banden daraus ausgeschnitten. Die
weiteren Schritte bis zum Erhalt der N-terminalen Sequenz wurden von
Herrn Dr. Linder (AG Prof. Dr. Preissner; Institut fiir Biochemie, Giessen)

-— durchgefiihrt. Die Sequenzierung erwies sich insgesamt als schwierig, liber
' die Identitét der oberen Bande kann daher keine Aussage getroffen werden.
= = 14 | Die ersten Aminosiuren der Bande bei ~ 17 kDa lauten:

‘NrderAS \1\2\3|4|5|10|11\12|13|14\15\
‘sehrwahrscheinlich \M\R\G|S|H|H |G \s |T |K \K \
‘ alternativ moglich ‘ ‘ ‘ | | | | ‘ | | ‘ C ‘

Tabelle 3.2. Ergebnis der N-terminalen Ansequenzierung der mittleren Bande aus Abb. 3.12.

Es handelt sich bei der mittleren Bande somit sicher um das heterolog exprimierte Protein; die
Aminosduren Nr. 13 und 14 sind wie fiir Trx2k erwartet, Nr. 15 miisste allerdings ein E sein.
Dennoch spricht das Ergebnis deutlich fiir die Identitit der mittleren Bande als des Trx2k.

Die Sequenzierung der unteren Bande (14—15 kDa) ergab folgendes:

| Nr.der AS 1 |2 |3 BN 6 |7 |
‘ sehr wahrscheinlich \ M \ F | K | K | \% | P | K |
‘ alternativ moglich \ K \ V/IQ | P/G /T | S/M | L/F/E/A | Q/L | Q/T |

Tabelle 3.3. Ergebnis der N-terminalen Ansequenzierung der unteren Bande aus Abb. 3.12.
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Der Anfang der Sequenz entspricht (bis auf Position 7) erstaunlicherweise der 2fach
verkiirzten Form. Dieses Ergebnis konnte daraufhin deuten, dass die vermutete Spaltstelle des
putativen Apicoplast-Transitpeptids richtig ist, da selbst in vitro hier ein Bruch stattfindet.

e o— Kontrolle Als  weitere  vorldufige
T etk 5 um Ergebnisse mit Trx2k sind
45 Trxd aa deutlich vorhandene Aktivi-
1’2 1 e .o
Trx2 (10pM) ,/_/7!././.’."‘ tdt als Elektronendonor fiir
1 / 1 PfTPx1 zu nennen, ebenso
0,8 wie die Reduktion von
06 GSSG. Auch im Insulin-
04 Assay lieB3 sich Aktivitit zei-
0.2 gen, die sich als konzentra-
1 3 5 7.8 11 13 15 17 19 21 23 25 . .
-0,2 s Abb. 3.13. Insulin-Assay mit
04 Trx2k.
’ Der Assay wurde in TrxR-Puffer
durchgefiihrt .

3.1.3.3 Uberexpression und vorliufige Charakterisierung des Trx2sk

Die Uberexpression des putativ reifen Trx2 (Trx2sk) war ebenfalls unter
Standardbedingungen moglich, was auch in den Expressionskontrollen zum Ausdruck kommt.

Abb. 3.14. Expressionskontrolle von Trx2sk.

kDa | Probenvorbereitung und Lauf des 15%igen SDS-Gels
g7.0 | erfolgten wie gewohnt. Errechnete Parameter von Trx2sk:
66.0 | Mw =14.08 kDa, £500x = 11.05 mM ™" cm™.

0 Mit dem fiir Trx2k angewandten Elutionsprofil
30.0 | konnte zwar auch hier recht sauberes Protein
erhalten werden, die erhoffte Stabilitits-
20.1 verbesserung durch die Verkiirzung blieb jedoch

1a4 | aus: Das Protein prézipitierte z. T. bereits direkt

nach der Elution. Parallel zum Ausfall des

Proteins verschlechtert sich die Ubereinstimmung der Konzentrationsbestimmungen iiber A,g
und den Endpunkt im TrxR-Trx-Assay. Von verschiedenen MaBBnahmen zur Stabilisierung
zeigte die Zugabe von 0.2% B-Octyl-Glucosid gar keine, die Zugabe von 23% Glycerin
geringfiigige und die Dialyse gegen Trx2-Puffer tendenziell die groflte Verbesserung.
Trx-Assay

Sowohl mit Pf- als auch hTrxR zeigte sich eine klare Abhingigkeit der Aktivitit von der
Trx2sk-Konzentration. Ky-Bestimmungen waren jedoch aus denselben Griinden wie fiir
Trx2k beschrieben noch nicht moglich.

Um dennoch einen Vergleich zwischen Trx1 und Trx2 anstellen zu kénnen, wurden in 0.5 ml-
Assays je 20 uM des Thioredoxins durch PfTrxR reduziert, wobei der jeweils geeigneteste
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Puffer verwendet wurde. Die spezifische Aktivitidt berechnete sich mit Trx2sk zu 0.4 U/mg,
mit Trx1 dagegen zu 16.5 U/mg. Unter Verwendung von hTrxR ist der Unterschied nicht
ganz so ausgepragt, aber immer noch deutlich: Mit Trx2sk wurden 4.25 U/mg, mit Trx1
10.01 U/mg gemessen.

Interaktion mit TPx1, GSH und Liponamid-System

An PfTPx1 konnte eine klare Konzentrationsabhingigkeit von Trx2sk beobachtet werden;

eine Reduktion von Trx2sk durch GSH war ebenfalls moglich. Hier ergab sich nach einer
kurzen Inkubation von 80 uM GSH und 40 pM Trx2sk in 500 pl Trx2-Puffer und Start mit
1.7 U/ml GR ein AA von 0.02 min™". Es ist jedoch noch zu kldren, ob die geringe Reaktion
durch eine Interaktion mit der hoch konzentrierten Reduktase zustande kommt. Es handelt
sich mit Sicherheit um eine durch Trx2sk verursachte Reaktion, da eine Kontrolle ohne das
Trx negativ ausfiel. Wie bei der einfach verkiirzten Variante kann auch die ,,superkurze* (sk)
Form die Reduktion von GSSG vermitteln: Im 0.5 ml-Assay wurden 20 uM Trx2sk mit
0.13 U/ml PfTrxR bis zur Einstellung einer baseline inkubiert und dann 400 uM GSSG
zupipettiert. Daraufhin ergab sich ein Netto-AA (korrigiert um die baseline) von 0.048 min.
Die Kontrolle ohne Trx2sk war negativ.

In Trx2-Puffer wurde ferner mit 0.35 U/ml PfTrxR getestet, ob Trx2sk (20 uM) Liponséure
(LA) bzw. Liponamid (LAM) (20 uM) reduzieren kann. Es fand keine Reaktion statt.

Die umgekehrte Interaktion, die Reduktion von Trx2sk durch das Liponamid-System, konnte
dagegen detektiert werden. In Anwesenheit von 0.88 U/ml Liponamiddehydrogenase (LipDH)
wurde zunidchst nach LA-/LAM-Zugabe die Einstellung einer baseline abgewartet und
anschlieBend Trx2sk (20 uM) zupipettiert. Korrigiert um die baseline betrug die Ab-
sorptionsabnahme in Anwesenheit von Liponsdure 0.025 min™', mit Liponamid 0.037 min™".
Es ist ferner noch nicht auszuschlieBen, dass LipDH selbst bereits Trx2sk reduzieren kann.
Alle mit Liponamiddehydrogenase durchgefiihrten Messungen erfolgten in Trx2-Puffer bei
pH 6.6, womit der pH-Priferenz der LipDH Rechnung getragen wurde.

3.14  Thioredoxin 3 (Trx3)

3.1.4.1 Klonierung, Expression und Reinigung

Neben der Codierung fiir Tlp2 befindet sich auf Chromosom 9 die Sequenz fiir ein weiteres
potentielles Thioredoxin. Nachdem in einem ersten Schritt die tatsdchliche Existenz einer
entsprechenden mRNA im Gametocytenstadium von Plasmodium falciparum gezeigt werden
konnte, indem das Kernstiick der Sequenz einschlieBlich der active site — WCKPC -
amplifiziert wurde (Oligonukleotide OP{IXs und OPfIXas, Standard-PCR-Ansatz mit Tag-
DNA-Polymerase, 60°C AT), galt es in einem nédchsten Schritt, Anfang und Ende des orf zu
bestimmen. Wiahrend die Vorhersageprogramme ,,Genefinder und ,,FullPhat* beziiglich des
Endes iibereinstimmten, differierten hingegen die angenommenen Translationsstarts. Dies
bedeutete Kongruenz beziiglich der Exons 2, 3 und 4; lediglich Exon 1 wurde unterschiedlich
vorhergesagt.
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1. Exon Gene— MKCYEMINMIHINIY
‘ finder
FullPhat MALICIGSVCEFSLFHIGVIILLIINYFSSHIKKIFPSFFKNPNKEEIDKHIG
‘ NI
2. Exon | LEAKRKNKQLEQSIYIELKNTGSLNQVESSTONSSIVIKEFGAVWCKPCNKIKEYFK
3. Exon | NQLNYYYVTLVDIDVDIHPKLNDQHNIKALPTFEFYFNLNNEWVLVHTV

4. Exon | EGANQNDIEKAFQKYCLEKAK

Tabelle 3.4. Exonverteilung der Trx3-Sequenz. Grau unterlegt: putatives Signalpeptid.

Wihrend mit einem forward-Primer auf den Genefinder-Start lediglich Sequenz genomischer
Linge amplifziert werden konnte, wurden unter Annahme des FullPhat-Starts mit gII als
Template die je nach reverse-Primer erwarteten, gespleiBten Produkte erhalten. Das die
gesamte Sequenz umfassende Fragment hatte 540 bp (Standard-Ansatz, Tag-Polymerase,
Primer OPf9API + OP{IXhl, 56.6°C AT, iibrige Bedingungen standardméBig).

Abb. 3.15. Amplifikation der Trx3-Sequenz. A. B.

Mit einem dem Start nach FullPhat-Vorhersage gemiBen forward- M gl gll bs
Primer wurde mit einem internen reverse-Primer (A.) und einem auf = 3
den Translationsstop gerichteten Primer (B.) PCR-Produkte der
erwarteten Lange erhalten.

Aufgrund positiver Vorhersagen fiir Signalpeptid und
Apicoplast-Lokalisation des putativen Trx wurde auch
das Fragment ohne das errechnete Signalpeptid (29 AS)

generiert (453 bp). Dies geschah unter Verwendung von
Primern mit Schnittenden fiir eine BamHI-und HindIlI-
Klonierung (OPfIXN-ap und OPfIXC). Primer OPfIXC
wurde zusammen mit OPfIXN auch zur Erstellung eines
Produktes der gesamten Linge mit genannten Schnittstellen verwendet. Beide PCR-Reak-
tionen wurden standardmiBig durchgefiihrt mit 60°C bzw. 62.8°C Anlagerungstemperatur
und waren wiederum mit cDNA II erfolgreich.

In Anbetracht der hohen Wahrscheinlichkeit fiir ein Signalpeptid wurde im Rahmen dieser
Arbeit auf die Klonierung der um 87 bp (29 AS) verkiirzten Sequenz fokussiert. Das
gereinigte PCR-Produkt wurde BamHI und Hindlll in pSKII+ kloniert wie beschrieben. Die
Sequenzierung der positiven Klone zeigte eine hohe Fehlerhidufigkeit der Tag-Polymerase. Im
giinstigsten Fall war die Sequenz an zwei eng benachbarten Stellen verdndert, welche mit
einem einzigen Mutagenese-Schritt (zielgerichtete Mutagenese) korrigiert wurden.

Vorhersageprogramm ‘ Score / Kriterienerfiillung | Linge SP ‘
Signalpeptidvorhersage ‘ | ‘ Tabelle 3.5.
snatbep § Lokalisationsvorhersagen

TargetP \ 0.966 | | 29 AS \ fiir Trx3.

SignalP ‘ | 4 von 4% | 29 AS ‘ Ein score von 0 entspricht
sehr geringer, ein score von 1

Apicoplastvorhersage ‘ | | ‘ sehr  hoher = Wabhrschein-
lichkeit. *Score fiir die

PATS Neural Network | 0.974 | | 23AS | Wahrecheinhehkeit cines

Plasmo-AP ‘ | 5von 5 | Keine Angabe ‘ Signalpeptidankers = 0.796.
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Anschlieend wurde die Umklonierung in den Expressionsvektor pQE30 vorgenommen. Das
pSK-Plasmid wurde dazu 1.5 h bei 37°C und weitere 1.5 h bei RT im Standard-Ansatz mit
BamHI, Hindlll und Sacl verdaut. Die Restriktion mit Sacl diente dazu, die Religation des
pSK-Vektors zu erschweren. Die Trx3-Sequenz beinhaltet keine Erkennungsstelle fiir dieses
Enzym. Der pQE30-Vektor wurde nach Standard-BamHI-und HindIllI-Verdau durch Zugabe
von 3 U Shrimps Alcaline Phosphatase (SAP) zum Restriktionsansatz und weitere 30miniitige
Inkubation bei 37°C dephosphoryliert. Hierdurch sollte die Wahrscheinlichkeit fiir eine
Religation leeren Vektors herabgesetzt werden. Beide Restriktionsreaktionen wurden mittels
Agarosegel kontrolliert. Es traten jedoch nur geringe Anteile der durch Sacl zu bildenden
Fragmente auf. Die fiir die anschliefende Ligation (Ready-to-go; ii. N. bei 16°C) verwendeten
Mengen Vektor und Insert wurden anhand des Gels gewihlt. Transformiert wurde
standardmiBig zu XLIBlue. Das als korrekt identifizierte pQE-Plasmid wurde unter
verschiedenen Bedingungen fiir die heterologe Expression verwendet.

Zwar war die Uberexpression erster standardmiBiger Versuche in M15-Zellen in den
Kontrollpellets zu erkennen (Abb. 3.16), brachte jedoch wenig Ausbeute. Daher wurden
neben der Verwendung anderer Zellen (XL1Blue, BL21, C41, C43) diverse Zusitze bzw.
Varianten getestet (+ Rig-Plasmid / + 0.5% Glucose / bei Raumtemperatur / Expres-
sionsdauer <4 h / gednderte Induktions-OD). Es war jedoch in keinem Fall eine deutliche und
reproduzierbare  Steigerung der erhaltenen

Proteinmenge zu verzeichnen. Aus 1 1 Kultur-
volumen konnten bestenfalls 6.5 mg Trx3
gewonnen werden.

Abb. 3.16. Expressionskontrolle der UE von Trx3.

Der dargestellte Verlauf entstammt einer UE in MI15-
Zellen + Rig-Plasmid. Probenvorbereitung und —auftrag
6oh th 2h 3h 4h M auf ein 15%iges SDS-Gel erfolgten wie beschrieben.

Trx3: Mw = 19.15 kDa; €259 0x = 20.7 mM ™' cm™.

3.14.2 Vorliufige Redox-Ergebnisse

Insulin-Assay
Die allgemeine Redoxaktivitit von Trx3 wurde anhand der Reduktion der Insulin-

Disulfidbriicken im entsprechenden Assay nachgewiesen. Der Anstieg der ODgp wurde durch
5 uM Trx3 spiter verursacht als durch 5 uM Trx1, aber eindeutig schneller als in der
Negativkontrolle.

Trx-Assay

Die Reduktion von Trx3 durch PfTrxR konnte ebenfalls detektiert werden. Bei der Variation
der Trx3-Konzentration (in 0.5 ml Endvolumen, Start mit 7 mU/ml TrxR) zeichnete sich
allerdings mit 100 uM noch keine Sittigung ab. Da die zur Verfiigung stehende Menge Trx3
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limitierend war, konnte bislang die Konzentration noch nicht weiter gesteigert werden,
weshalb derzeit keine Ky-Angabe moglich ist.
Interaktion mit Plrx

In einem auf dem Trx-Assay aufbauenden Versuch wurde getestet, ob Trx3 Plasmoredoxin
reduzieren kann. Dazu wurden 20 uM Trx3 in 400 pl Endvolumen wie gewohnt mit PfTrxR
(7 mU/ml) vorreduziert. Anschliefend erfolgte die Zugabe von 50 uM Plrx. Da letzteres
durch die TrxR nicht umgesetzt wird, war eine weitere NADPH-Abnahme nur zu erwarten,
falls Trx3 das Plasmoredoxin reduziert. Eine solche Reaktion konnte jedoch nicht festgestellt
werden.

Interaktion mit GSSG

Analog zum Test mit Plrx erfolgte auch die Uberpriifung einer Reduktion von GSSG
(ad 100 uM) durch Trx3 (14 uM). Nach Reduktion des Trx in 0.4 ml Assayvolumen durch
70 mU/ml TrxR wurde mit GSSG gestartet. Wéhrend in der Kontrolle ohne Trx3 keine
Absorptionsabnahme messbar war, betrug sie in Anwesenheit des Trx 0.02 min™'.

Die umgekehrte Reaktion, die Reduktion von 50 uM Trx3 durch das GR-System, fand unter
den {iblichen Assay-Bedingungen (I mM GSH, 0.3 U/ml GR) nicht statt. Die
Zwischenschaltung von 0.25 uM Grx hatte ebenso wenig Effekt wie die Modifikation der
GR-Assay-Bedingungen (5 miniitige Vorinkubation von 20 pM Trx3 mit 1.25 mM GSH,
anschlieend Start mit 0.4 U/ml GR). Eine Reduktion von 50 uM Grx durch 50 pM Trx3
nach Vorreduktion mit 70 U/ml TrxR (0.5 ml Volumen) konnte jedoch detektiert werden.
Hinweise auf eine Reduktion der PfTPx1 durch Trx3 sind vorhanden, bediirfen aber der

Bestitigung.

3.2 Herstellung des PfTrx1 ohne His-tag (Trx1-His)
3.2.1 Herstellung eines pQE30PfTrx1-Konstrukts ohne His-tag

Zur Aufklarung der Struktur des PfTrx1 sollte eine tag-freie Proteinform hergestellt und
kristallisiert werden. Um zu einem His-tag-freien Konstrukt der PfTrx1-Sequenz in einem
Expressionsvektor zu gelangen, wurde zunéchst der vorhandene Vektor pQE30 entsprechend
modifiziert und anschlieBend das Trx1-Gen hineinkloniert. Diese Zwei-Schritte-Strategie
hatte den Vorteil, dass der tag-freie pQE30, dessen Verwendung im Labor gut etabliert ist, fiir
weitere Klonierungen ohne Polyhistidin eingesetzt werden kann.

Im ersten Schritt wurde dazu mittels standardmifigem EcoRI- und BamHI-Verdau und
anschliefender Reinigung eine Sequenz von 54 bp Linge einschlieflich der His-tag-
codierenden Basen aus dem Vektor entfernt. Die linearisierte Sequenz wurde mittels CIAP
(Calf Intestinal Alcaline Phosphatase) den Herstelleranweisungen folgend dephosphoryliert.
Um eine tag-freie, aber ansonsten funktionelle Sequenz einzufiigen, wurden komplementire
Oligonukleotide (pQE30-Hisfor und pQE30-Hisrev) entworfen, die sich lediglich beziiglich
threr Enden unterschieden. Die phosphorylierten 30mere wurden in &dquimolaren
Konzentrationen gemischt und einem Temperaturprogramm von 95°C 3 min, 62°C 3 min
unterzogen, wodurch die Aneinanderlagerung erreicht wurde (Schmelztemperatur 68°C). Das
so generierte Insert besall iiberhdngende Enden mit EcoRI- bzw. BamHI-Schnittstelle in
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geschnittener Form. Abgesehen vom Fehlen der Polyhistidin-Sequenz entsprach das Insert der
aus pQE30 entfernten Sequenz mit einer Ausnahme: Durch die Modifizierung zweier Basen
direkt vor dem Start-ATG wurde zu Selektionszwecken eine Ndel-Schnittstelle generiert. Die
Ligation wurde standardmiiBig mittels Ready-to-go' " -Kit vorgenommen und der Ansatz zu
XL1Blue-Zellen transformiert.

Potentiell richtige Klone wurden per Ndel-Verdau (im Puffer R+, sonst standardmaBig)
ermittelt und per Sequenzierung bestatigt.

Zur Erlangung des pQE30Trx-His-Konstruktes wurde der erstellte pQE-His-Vektor
standardmiBig mit BamHI und Hindlll verdaut und anschlieBend im Verdauansatz
dephosphoryliert (CIAP). Der Verdau des vorhandenen pQE30PfTrx1 erfolgte mit BamHI,
Hindlll und zusitzlich Xbal standardmiBig und wurde mittels Agarosegel bestitigt. Die
gereinigten Verdauansidtze wurden fiir 4 h bei 20°C ligiert (R.t.g.-Kit) und der Ansatz
standardmiBig zu XLI1Blue-Zellen transformiert. Die Selektion der Trx-haltigen Klone
erfolgte mittels Doppelverdau durch BamHI und HindIll. Diese wurden anschlieBend durch
Ndel-Verdau auf pQE30-His iiberpriift. Durch die neue Schnittstelle und die herkdmmlich an
Position 1398 vorhandene ergaben sich dabei Fragmente von 1603 (einschlielich der 318 bp-
Trx1-Sequenz) und 2176 bp Lénge. Zusitzlich wurde eine Sequenzierung der Kandidaten
vorgenommen.

3.2.2  Uberexpression und Reinigung des tag-freien PfTrx1

Die Uberexpression wurde erfolgreich in M15- (2 h Inkubation nach Induktion) bzw. BL21-
Zellen (3 h nach Induktion) vorgenommen (Ausbeute aus 0.5 1 BL21-Kultur bis zu 22 mg).
Lingere Expressionszeiten fiihrten zu keiner weiteren Steigerung der Proteinmenge.

In Anlehnung an die von Bauer et al. beschriebene Reinigung des his-tag-freien Drosophila
melanogaster-Thioredoxins wurde die Vorreinigung des wie {iblich gewonnenen
Rohextraktes durch einen Hitzeschritt getestet, wobei verschiedene Bedingungen zwischen 60
und 70°C iiber 1 bis 5 Minuten angewendet wurden. Bei dieser Behandlung sollte die relative
Hitzestabilitéit des Trx gegeniiber anderen Proteinen ausgenutzt werden. Im Anschluss an die
Hitzebehandlung wurde eine fraktionierte Ammoniumsulfatfiallung durchgefiihrt, deren
Bedingungen ebenfalls variiert wurden.

In der letztlich etablierten Reinigungsprozedur wurde jedoch auf diese Reinigungsschritte
verzichtet und der Rohextrakt direkt der Gelfiltration iiber Superdex 75 unterzogen. Diese
Vereinfachung der Vorgehensweise geschah zum einen aufgrund der nicht durchgehend
feststellbaren Wirkung der Zwischenschritte, zum anderen zur Vermeidung aller potentiell
schidlichen Einfliisse auf die native Konformation des Proteins. Diese schien zunichst nur
bedingt gegeben zu sein, denn die Konzentrationsbestimmung der gereinigten Proteinlosung
iber die Aktivitit des Trx im TrxR-Trx-Assay (Endpunktbestimmung) wich deutlich von der
iiber Asgp und den millimolaren Extinktionskoeffizient (¢ = 11.17 mM™! cm']) ermittelten ab.
Zur Gelfiltration wurde die Sephadex 75-Sédule mit US-Puffer, pH 7.5 oder 8.0, dquilibriert.
Der Rohextrakt wurde nochmals scharf zentrifugiert (30 Minuten bei 104000 g) und ein
Aliquot von max. 2 ml des erhaltenen Uberstands auf die Siule gegeben. Eluiert wurde mit
einer FlieBgeschwindigkeit von 1 ml/min iiber mindestens 1 SV. Die Fraktionierung des
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Eluats in 3 ml-Portionen resultierte in scheinbar sauberem Protein; die Ubereinstimmung von
Endpunktbestimmung und Ajgy war jedoch noch immer nicht zufriedenstellend. Erst die
Sammlung von 1.5 ml-Fraktionen ergab hinreichend sauberes Protein, das in der
Endpunktbestimmung 60-80% der Ajgo-Werte zeigte.

Trx1-His eluierte hier v. a. in den Fraktionen 53-55; das anhand der Gelfiltration ermittelte
Molekulargewicht lag zwischen 10.26 und 10.92 kDa. Das errechnete Mw betrédgt 11.86 kDa.
Die vergleichende Ky-Wert-Bestimmung resultierte in identischen Werten fiir Trx1-His und

 Trx1+His.
kaly 48 49 54 60 61 63 73 77 79
116.0| =
66.2) ===
45.0/ ==
35.0 &=
25.0 == Abb. 3.17. Gereinigtes
PfTrx1-His nach der
18.4 Gelfiltration.
Vorbereitung und  Elektro-
144 w= -_'—" phorese des 17%igen SDS-Gels
\ erfolgten wie gewohnt.
Fraktion 54 enthilt das PfTrx1-
His.

3.23 Kristallansatze

Fir die bisher durchgefithrten Kristallisationsversuche des PfTrx-His wurden
Proteinkonzentrationen von 8-15 mg/ml verwendet; das Protein lag meist in 100 mM Na-
Phosphat, 300 mM NaCl, pH 8.0 vor; einmal wurde 54 mM Tris, pH 8.0 verwendet.
Reservoir und Tropfen wurden prépariert wie beschrieben. Neben den Losungen der Crystal
Screens 1 und 2 (Hampton Research) kam auch der Additiva Screen 2 zum Einsatz; ferner
wurde der Zusatz von DTT (2 mM) zur Proteinlosung getestet. Die Ansitze wurden bei
Raumtemperatur prédpariert und aufbewahrt. Bislang konnte keine deutliche Kristallbildung
festgestellt werden. Das Protein steht fiir weitere Tests zur Verfiigung.
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33 Herstellung verschiedener PfTrxR-Formen
3.3.1 N-terminal verlingerte, ,,alternative‘ PfTrxR

3.3.1.1 Klonierung, Expression und Reinigung

In Anbetracht der fiir Sduger-Systeme und Drosophila melanogaster beschriebenen Existenz
mehrerer SpleiBvarianten der TrxR-Gene stellte sich die Frage, ob Plasmodium falciparum
ebenfalls durch alternatives Spleilen des bekannten TrxR-Gens verschiedene Isoformen des
Enzyms produziert. Die Datenbankanalyse zeigte, dass beide Kopien des Gens, welche aus
lediglich einem Exon bestehen, am 5’-Ende eine ldngere Ausdehnung des offenen
Leserahmens besitzen als bisher angenommen. Ein entsprechendes alternatives Startcodon ist
vorhanden, welches zu einer Extension der bisher angenommenen TrxR-Sequenz um 228 bp
(76 AS) fiihrt. TargetP kalkuliert fiir ein mitochondriales Signalpeptid eine
Wahrscheinlichkeit von lediglich 31% (fiir die DmTrxR2 wurde eine Wahrscheinlichkeit von
93.2% fiir ein mitochondriales SP vorhergesagt). Wihrend auch die Mitochondrien-
spezifischen Programme ,,PlasMit* und ,,Predotar die alternative TrxR-Sequenz nicht fiir ein
mitochondriales Protein halten, errechnet ,,MitoProt® immerhin einen score von 0.9 fiir diese
Lokalisation.

Mit einem unmodifizierten Oligonukleotidprimer auf den neuen mdglichen Sequenzbeginn
(OPfTrxRaN) und einem Gen-internen Primer (OPfTrxRas) wurde unter Verwendung von
Tag-Polymerase eine PCR durchgefiihrt. Mit einer Annealing-Temperatur von 63°C wurde
nach 35 Zyklen ein deutlich positives Resultat mit der bloodstage-cDNA erhalten. Das
Produkt hatte die errechnete Linge von 630 bp. Die PCR wurde darauthin mit
Schnittendprimern fiir BamHI (OPfTrxRaNB) bzw. HindIll (OPfTrxRasH) wiederholt und
das Produkt standardmiéBig in pSKII+ kloniert. Bis auf ein Basenpaar (G statt A in Position
136, entsprechend V46 statt 146) erwies sich die Sequenz als die dem Datenbankeintrag nach
erwartete.

Parallel dazu konnte auch ein PCR-Produkt iiber die gesamte Lédnge der alternativen TrxR-
Sequenz (1854 bp) erhalten werden (Primer OPfTrxRaN und OPfTrxRCterm; 60°C
Annealingtemperatur, 35 Zyklen). Die Ansequenzierung lieferte die erwartete Sequenz,
womit der Beweis erbracht wurde, dass Transkripte der gesamten ,alternativen* PfTrxR
tatsidchlich generiert werden.

Da die bisher bekannte PfTrxR-Sequenz bereits durch stille Mutagenese auf die Expression in
E. coli optimiert worden war (Kanzok et al., 2000), wurde nun nicht mit dem PCR-Produkt
der gesamten Sequenz weitergearbeitet, sondern mit dem zuvor erhaltenen Abschnitt fiir den
N-Terminus. Dieses 630 bp-Fragment wurde iiber BamHI und HindIll in pQE30 umkloniert.
Fiir weitere Arbeiten wurde eine natiirliche Nhel-Schnittstelle an Position 69 innerhalb der
herkdmmlichen Sequenz ausgenutzt. Da auch pQE30 eine Nhel-Schnittstelle, etwa 120 bp
downstream der mcs, besitzt, reichte ein Nhel-Einzelverdau, um den C-Terminus der
adaptierten TrxR-Sequenz in den Vektor mit alternativer N-terminaler Sequenz zu
transferieren. Zur Erleichterung des Vorgangs wurde durch zusitzlichen HindIlI-Verdau von
pQE30+altN-Term und Dephosphorylierung mittels CIAP dessen
Religationswahrscheinlichkeit herabgesetzt. pQE30+TrxR wurde mit demselben Ziel
zusitzlich EcoRI-verdaut. Mit 1.5 fachem Uberschuss des TrxR-Verdaus wurde 75 min ligiert
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(Ready-to-go™-Kit) und zu XLIBlue-Zellen transformiert. Anhand verschiedener
Restriktionen wurde ein korrektes Plasmid identifiziert; heterologe Expression der Sequenz in
MI15-Zellen und Reinigung iiber Ni-NTA waren bei standardméBiger Durchfiihrung
erfolgreich. Das Protein eluierte bei einer Imidazolkonzentration von 40 mM. Das ,,ProtCalc*-
Programm von MBS ermittelte fiir die AS-Sequenz der altPfTrxR ein Molekulargewicht
Mw = 69.97 kDa und einen Extinktionskoeffizient von &gy = 60.87 mM?' cm™. Bei der
Proteinbestimmung war zu beachten, dass FAD ein &g9 = 37 mM ™ cm™ hat und sich somit
€80 = 97.87 mM™! em™ fiir die altPfTrxR ergibt.

Ein Vergleich von PfTrxR der herkommlichen Linge (61.09 kDa) mit der alternativen Form
tiber SDS-PAGE ergab einen angemessenen Groflenunterschied.

Der kinetische Vergleich der N-terminal verldngerten mit der herkommlichen TrxR-Form
ergab keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Affinitdt fir NADPH, DTNB und
PfTrx1 und der spezifischen Aktivitit.

3.3.1.2 Herstellung einer altPfTrxR ohne His-tag

Fiir Kristallansitze wurde mittels zielgerichteter Mutagenese eine tag-freie Variante generiert.
Dazu wurde unter Verwendung eines reverse-Primers auf die Schlusssequenz des pQE30-
Vektors (TrxRmutrl) und eines forward-Primers (altPfTrxR-hismut) auf den Beginn der
altPfTrxR-Sequenz eine PCR durchgefiihrt. Die Amplifikation erfolgte mittels Pfu-
Polymerase wie beschrieben. Als Matrize wurde das bisher verwendete altPfTrxRpQE30-
Plasmid eingesetzt; die Annealingtemperatur betrug 56°C, die Extensionszeit 10.5 min
(5.3 kb). Das PCR-Produkt wurde anschlieBend aus dem Agarose-Gel extrahiert (Qiagen-GE-
Kit) und gemil Herstellerangaben mittels Polynukleotidkinase phosphoryliert. Da hier keine
komplementidren Primer verwendet wurden und somit ein lineares PCR-Produkt entstand, war
ein Ligationsschritt nowendig (T4-Ligase, 560 ng DNA, ATP ad 1 mM und 5 U T4-Ligase in
100 pl, . N. bei 22°C). AnschlieBend wurde erneut gereinigt, Dpnl-verdaut (Puffer B; 1 pl
Dpnl, BSA ad 1 mg/ml) und zu XL1Blue-Zellen transformiert.

Nach der Identifizierung eines erfolgreich mutierten Klons per Sequenzierung wurde
aullerdem durch gezielte Mutagenese eine Riickmutation vorgenommen. In AS-Position 116
(vom herkdmmlichen N-Terminus gezihlt) befand sich ein Y—H-Austausch (in Abb. 3.18
unterstrichen). Die PCR mit Primern TrxRshortMutf und TrxRshortMutr im Standard-Ansatz
mit 18 ng Template-Plasmid wurde durchgefiihrt wie beschrieben. Bei den Primern handelte
es sich um komplementire 21mere, die den notwendigen Basenaustausch C—T enthielten.
Die Anlagerungstemperatur betrug 50°C. AnschlieBend wurden Reinigung, Dpnl-Verdau und
Transformation durchgefiihrt. Sequenzierung bestitigte die erfolgte Mutation.

Die riickmutierte alternative TrxR-Form ohne His-tag wurde standardmiBig iiberexprimiert
und aufbereitet. Die Aufreinigung erfolgte iiber 2°,5’-ADP-Sepharose wie beschrieben. Die
Fraktionen wurden mit 12% SDS-PAGE kontrolliert. Das Protein eluierte v. a. bei 1 mM
NADP, verhielt sich im SDS-Gel jedoch kleiner (~60 kDa) als erwartet (68.7 kDa nach
Computerberechnung). Neben einem aberranten Laufverhalten war eine zweite,
wahrscheinlichere Erkldarungsmoglichkeit, dass die N-terminale Sequenz bei Expression ohne
His-tag von E. coli abgespalten wird. Dasselbe Problem trat auch bei DmTrxR2 auf
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(personliche Kommunikation). Um dies zu kldren, wurde das Protein auf PDF-Membran
geblottet und in der AG Prof. Dr. Preissner (Institut fiir Biochemie, JLU GieB3en) N-terminal
ansequenziert. Das Resultat entsprach weitestgehend dem Anfang der bisher bekannten TrxR-
Form abzgl. des Start-Methionins. Abgesehen von einer erneuten Kontrolle des fiir die
Expression verwendeten Plasmids, die das Vorhandensein des erweiterten orf bestitigte,
wurde die altPfTrxR nicht weiter untersucht.

1 - ATGAACAATGTAATTTCTTTCATTGGAAATTCATCAAATAAATATTTCCAAATTAATCAA - 60
-M NNV I S F I G N S S N K Y F Q I N Q

61 — CTTCATTTTATTAGGATCATCAATAAAAATATACATTICTAAGAATAATCTTATTAACTCT - 120
-L H F I R I I N K N I H S K NNIL I N S

121 - AATTCATCTTATAATGTTTTTTATAATAAATATTTTATAAAGAACACATTCCAAAATAAA - 180
-N S S ¥ N l F ¥ N K Y F I K N T F Q N K

181 - AATAAACTATCCTCCATATATTCCAAATTAAACTTITTCCATTAAAAACATGTGTAAAGAT - 240
-N K L S8 8 I ¥ S K L N F 58S I K N M C K D

241 - AAAAACGAAAAAAAAAATTATGAACATGTTAATGCGAATGAAAAAAATGGCTACCTAGCT - 300
- K N E K K N Y E H V N A N E K N G Y L A

301 - AGCGAAAAAAACGAACTCACCAAAAATAAGGTCGAGGAACATACATATGATTATGATTAT - 360
-S E K N E L T K N K V E E H T Y D Y D Y

361 - GTTGTAATAGGAGGAGGTCCAGGTGGAATGGCTTCAGCCAAAGAAGCTGCAGCACATGGT - 420
-vv I G G G P G G M A S A K E A A A H G

421 - GCTCGAGTTTTATTGTTTGATTATGTAAAGCCAAGTAGTCAAGGAACAAAATGGGGTATA - 480
-A R V L L ¥ DYy vV K P s S QO G T K W G I

Abb. 3.18. Sequenzbeginn der bearbeiteten PfTrxR-Varianten.
Dargestellt sind die ersten 84 AS der bekannten TrxR-Form. Fett gedruckt ist der verlangerte N-Terminus; graue
Unterlegung kennzeichnet die verkiirzte Form (shortPfTrxR); das riickmutierte Histidin ist unterstrichen.

3.3.2 N-terminal verkiirzte PfTrxR
3.3.2.1 Expression und Reinigung

Um die Hemmstoffentwicklung auf Basis der Struktur betreiben zu konnen, wurden schon
zahlreiche Kiristallisationsversuche mit der PfTrxR unternommen. Weil aufgrund bisher
bekannter Strukturen grofler Trx-Reduktasen davon auszugehen war, dass ein gewisser N-
terminaler Teil keine funktionelle Bedeutung hat und moglicherweise die Kristallisation
storen konnte, wurde im Rahmen dieser Arbeit der Idee nachgegangen, eine verkiirzte und
His-tag-freie Variante des Enzyms zu préparieren und zu kristallisieren. Das entsprechende
Plasmid wurde von der AG Prof. Dr. R.-H. Schirmer (Zentrum fiir Biochemie, Universitét
Heidelberg) zur Verfiigung gestellt. Es handelte sich dabei um den Vektor pET16b mit der
TrxR-Sequenz, deren Beginn in Abb. 3.18 hellgrau unterlegt ist. Der His-tag befindet sich in
diesem Plasmid innerhalb einer mcs, so dass er durch gezielte Verwendung bestimmter
Restriktionsenzyme bei der Klonierung entfernt werden konnte.

Da auch diese Sequenz den bereits erwihnten Y—H-Austausch enthielt, wurde hier ebenfalls
eine entsprechende Riickmutation vorgenommen. Es wurde verfahren wie fiir die altPfTrxR
beschrieben; lediglich die Extensionszeit wurde anders gewihlt (13.4 min fiir 6.69 kb). Der
Erfolg der Riickmutation wurde per Sequenzierung bestitigt. Die Expression wurde
standardmifBig durchgefiihrt; aufgrund der verwendeten BL21-Zellen wurde nur Carbenicillin
benotigt. Auf dem SDS-Gel war anhand der Kontrollpellets die Produktion des Proteins
erkennbar. Die Herstellung des RE erfolgte unter Verwendung von TE-Puffer und wie
gewohnt. Die Priparation der 2’,5’-ADP-Sepharose wurde vorgenommen wie beschrieben.
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Da die geschilderte Reinigungsprozedur nicht die fiir Kristallansédtze bendtigte Sauberkeit
erbrachte, wurden verschiedene Bedingungen getestet, von denen die in Tabelle 2.6 gezeigte
Kombination das beste Resultat erzielte. Da aufgrund erster Gelelektrophorese-Ergebnisse zu
vermuten war, dass das USP noch erhebliche Mengen TrxR enthielt, wurde dieses in geringer
Puffermenge resuspendiert und nochmals extrahiert. Aktivititsmessungen ergaben, dass sich
auch in den Fraktionen DL und W noch TrxR befand, was zu einer separaten Nachreinigung
veranlasste. Das aus dieser Prozedur erhaltene Protein war von noch hoherer Reinheit als das
der ersten Reinigung.
Die mit JustBio ProtCalc errechneten Daten fiir die shortPfTrxR sind
Mw = 55.80 kDa
€s800x = 51.79 mM ! cm’ (AS-Sequenz)

+ 37.00 mM" em (FAD)

88.79 mM" cm™

Verglichen mit der bekannten Enzymform erwies sich im kinetischen Vergleich die Affinitit
der kurzen Variante zu Trx1 hoher (Faktor 2-5); alle anderen Parameter waren unveridndert.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Kristallisation gereinigter shortPfTrxR unter
Verwendung der Crystal Screens 1 und 2, des MembFac-Kit und des Additive-Screens 2
(Hampton Research) versucht, zeigte jedoch keinen Erfolg.

3.3.3 PfTrxR ohne His-tag

3.3.3.1 Expression und Reinigung

Ein pQE30-Plasmid mit der PfTrxR-Sequenz der herkdmmlichen Linge (nPfTrxR) ohne His-
tag lag im Labor bereits vor. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Protein standardmifBig in
MI15-Zellen exprimiert und gereinigt, wie fiir die optimierte shortPfTrxR beschrieben.
Aufgrund der starken Expression der PfTrxR mit His-tag wurden hier pro 1 1 Kulturvolumen
5 ml fertiges SV verwendet. Das Protein eluierte sauber in der 2. Fraktion des 250 uM
NADP*-Schrittes. Auch hier konnte durch die Nachreinigung der Waschfraktionen Protein
hoherer Reinheit gewonnen werden als aus der ersten Reinigungsprozedur resultiert hatte.

=

M RE DL W1 W2 KCI WoKClI 100 250/1 M 2502 500 2000 NaCl

— N S e e

e

Abb. 3.19. Reinigungsprofil der PfTrxR-His in der 12 %igen SDS-PAGE.
Markerbanden: 97.0, 66.0, 45.0, 30.0, 20.1 und 14.4 kDa
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Abb. 3.20.
Profil der
Nachreinigung
der
L 4.4 | Waschfraktion
von PfTrxR-
His in der
12%igen SDS-
PAGE.
Marker: 97.0,
66.0, 45.0, 30.0,

o 20.1 und 14.4
250, 00 00/2 1000 2000 NaCl | Dy

1 W2 KCl WnKCI 100 200 250/1 250

Ohne Beriicksichtigung der Proteinmenge aus der Nachreinigung wurden aus 500 ml
Kulturvolumen etwa 5 mg Protein erhalten.
JustBio ProtCalc errechnete folgende Daten der PfTrxR-His:
Mw = 59.7 kDa
€500x = 5447 mM!'em’! (AS-Sequenz)
+ 37.00 mM' cm’ (FAD)
91.47 mM" cm™

Zwar erfordern die beziiglich der Kinetik angestellten Untersuchungen noch Reproduktionen,
sie lassen jedoch die Tendenz erkennen, dass der Polyhistidintag die Affinitdten fiir NADPH,
Trx1 und DTNB nicht verdndert. Die Aktivitdt wird jedoch moglicherweise durch den tag
negativ beeinflusst.

3.3.3.2 Kiristallisation der PfTrxR-His

Nach einem ersten Screening unter
Verwendung der Losungen der Crystal
Screens 1 und 2, des MembFac-Kit und des
Additive Screens 2 (Hampton Research)
wurden zahlreiche Variationen durchgefiihrt.
Zwar wurden mit einigen Ansitzen Kristalle
erhalten (Abb. 3.21), die sich jedoch aufgrund
ihrer optischen Eigenschaften
(Lichtbrechung) nicht zur Rontgenstruktur-

analyse eigneten.

Abb. 3.21. Kristallfotos der PfTrxR-His.

Die zur Kiristallisation verwendete Proteinlosung enthielt 21.7 mg/ml
TrxR, die iibrigen Bedingungen waren (links) Reservoir aus 650 ul
MembFac #2 (0.1 M Zinkacetatdihydrat) und 150 pl aq. dest., je 2 ul
Proteinlosung und Reservoir, + 1 ul Triton X-100 ad 1.8 mM; (rechts)
700 pl MembFac #2 + 100 ul aq. dest., je 2 ul Proteinlosung, Reservoir
und Triton X-100 ad 3 mM.
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3.3.4  Inhibitormessungen an PfTrxR

Ermittelt wurden die ICso-Werte der gezeigten Verbindungen (Tabelle 3.6) an der PfTrxR mit
PfTrx1 als Substrat und an der humanen TrxR (isoliert aus Plazenta nach Gromer et al., 1998)
mit hTrxC72S als Substrat. Die Bestimmung erfolgte in 500 pl-Ansétzen und in TrxR-Puffer.
Die Endkonzentration NADPH betrug 100 uM; PfTrxR wurde ad 20 nM, das humane Enzym
mit 10 nM Endkonzentration eingesetzt. Nach Zugabe variierender Inhibitor-Konzentrationen
erfolgte der Start der Reaktion durch Zugabe von Pf- bzw. hTrx ad 20 uM. Die Abnahme der
Absorption wurde bei 340 nm und 25°C ohne Vorinkubation gemessen. Die Inhibitor-
l6sungen wurden mit DMSO hergestellt. Es wurden entsprechende Kontrollen mit der End-
konzentration DMSO (max. 2%) beriicksichtigt, wobei die Enzymaktivitit etwa 16 mU/ml
betrug.

Als besonders wirksam in Bezug auf PfTrxR erwiesen sich die Verbindungen 028, 036 und
064. Auch 045, 049, 054 und 065 hemmten recht effektiv, wobei fiir letztere beiden aufgrund
der Schwierigkeiten bei der Messung keine weiteren Parameter bestimmt wurden.

Die hTrxR wurde von nahezu allen Substanzen deutlich weniger beeintrichtigt (8-70fach
geringere Hemmung mit den favorisierten Verbindungen).

Die wirksamsten Verbindungen wurden in ICso-Konzentrationen (PfTrxR) an den
Glutathionreduktasen getestet, wobei sich das humane Enzym tendenziell empfindlicher
zeigte (Hemmungen: 028: 31% PfGR, 19% hGR; 036: 61% PfGR, 73% hGR; 049: 30%
PfGR, 44% hGR; 064: 55% P{fGR, 82% hGR; 045: 26% PfGR, 67% hGR). Ferner wurden
Untersuchungen den Hemmtyp betreffend angestellt. Ky-Bestimmungen fiir Trx in
Anwesenheit der ICsp-Konzentration ergaben interessanterweise sogar eine Erniedrigung
(028: 6 uM; 036: 6 uM; 049: 6 uM; 064: 3 uM) verglichen mit 10-24 uM ohne Inhibitor in
den Parallelmessungen (Literaturwert: 10.4 uM; Kanzok et al., 2000). Eine Kompetition mit
Trx ist demnach fiir alle Verbindungen auszuschlieBen. Die Affinitit fir NADPH wurde
durch 028 und 064 nicht signifikant beeinflusst (Parallelwerte ohne Inhibitor 6-10 uM;
Literaturwert: 2.8 uM; Kanzok et al., 2000). 036 und 049 dagegen erhohten den Ky und
scheinen daher mit NADPH um den Platz an der entsprechenden Bindungsstelle zu
konkurrieren. Weitere Tests deuten daraufhin, dass eine Zeitabhingigkeit der Hemmung nur
fiir Verbindung 049 gegeben ist. Dies bedarf jedoch noch der Bestitigung.
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Verbin- | Struktur 1C5 fiir 1C5 fiir
dung PfTrxR hTrxR
001 o 7% mit | >200 uM
> 100 uM
o
002 10 uM 80 uM
O,N o
)
028 %2 2 uM 50 uM
/N\S
~/
049 = 10 uM 90 uM
</
054 10 uM ~2uM
/N\S
~/
OoN
056 o j 40uM | >200 uM
N/
O.N N
036 :@i j 2 uM 140 uM
OsN N/
037 T 30uM | >200uM
045 e 8 uM 100 uM
OuN .
Cl
NO,
059 e 1 20 uM > 150 uM
064 0.5 uM 4 uM
S.
OsN NO2
065 * 8 uM n.d.

Tabelle 3.6. I1Cs)-Werte
verschiedener
Verbindungen an PfTrxR
und hTrxR.

Dargestellt sind Mittelwerte
aus 2 bzw. 3 unabhingigen

Messungen. *Struktur nicht
bekannt.
Fiir die wirksamsten

Verbindungen (028, 036, 049
und 064) wurden auBerdem in
Anwesenheit der ermittelten
1Cso-Konzentrationen Kwm-
Werte fiir PfTrx bzw. NADPH
an der PfTrxR bestimmt. Die
Verbindung 054 wurde trotz
Effektivitit wegen
Komplikationen durch unbe-
kannte Nebenreaktionen nicht
weiter beriicksichtigt. Bis auf
die Variation der Substrat-
konzentration

(Trx: 2.5-40 uM; NADPH: 1-
30 uM) wurden die
Assaykomponenten und -be-
dingungen beibehalten.
Lediglich die Enzym-
konzentration wurde jeweils
angepasst und variierte daher
leicht. Parallel wurde der Ky,
in Anwesenheit der
entsprechenden DMSO-
Konzentration als Kontrolle
ermittelt. Hier lag die
Enzymaktivitdt um 15 mU/ml.
Fiir die Messungen an den
Glutathionreduktasen im GR-
Assay wurden 100 uM
NADPH und 1 nM GR sowie
die in Tabelle 3.6 gelisteten

1C5o-Konzentrationen der
Inhibitoren an PfTrxR
eingesetzt. Gestartet wurde

mit GSSG ad 1 mM in 1 ml
Endvolumen. Die Erfassung
der Ab-sorptionsabnahme bei
340 nm erfolgte wiederum bei
25°C und ohne
Vorinkubation. Kontrollen mit
der entsprechenden DMSO-
Konzentration wurden auch
hier berticksichtigt.
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3.3.5 Inhibitortests an Plasmodium-Kulturen

Die drei wirksamsten Verbindungen in Bezug auf PfTrxR und PfGR in vitro wurden dariiber
hinaus hinsichtlich ihres Effektes in vivo untersucht. Dazu wurde der Chloroquin-resistente
Stamm K1 auf das Ringstadium synchronisiert wie beschrieben. Die Parasitdmie wurde auf 1-
1.5% und der Himatokrit auf 3.3% eingestellt. Fiir jeden Inhibitor wurden von dieser Kultur
12 x 495 und 2 x 500 pl ausgesit (24well-Platten). Die Inhibitoren wurden frisch in DMSO ad
10 mM verdiinnt, und von dieser Stammlosung ausgehend wurden schrittweise weitere
Verdiinnungen ad 1 mM, 100 uM, 10 uM und 1 uM hergestellt. Das verwendete DMSO
wurde dazu sterilfiltriert. Von jeder Verdiinnung wurden in doppelter Ausfithrung 5 pl ad
0.5 ml Endvolumen zu den Kulturen pipettiert, so dass Endkonzentrationen von 100, 10, 1,
0.1 und 0.01 uM erreicht wurden. Des weiteren wurden je zwei Kontrollen fiir die erreichte
DMSO-Endkonzentration (1%) pripariert. Die wells mit 500 pl Kultur dienten als Kontrolle
ohne Zusatz.

Es folgte eine Inkubation bei 37°C unter 3% CO; und 5% O, ohne Fiittern oder Splitten der
Parasiten iiber 48 h. Nach 24 und 48 h wurden Ausstriche angefertigt. Da sich die Parasitimie
wihrend der Entwicklung Ringe — Trophozoiten nicht dndert, erfolgte die Bestimmung der
Parasitdmie nur fiir die Proben nach 48 h. Dazu wurden mindestens 5 Gesichtsfelder pro
Ausstrich ausgezihlt und der Durchschnitt errechnet. AnschlieBend wurden die Ergebnisse
der Doppelbestimmung gemittelt. Tabelle 3.7 gibt die Ergebnisse wieder.

Inhibitorkonzentration Parasitimie nach 48 h Tabelle 3.7. Auswirkungen der
. . Verbindungen 028, 036 und 064 auf
(uM) (Hemmwirkung in %) Plasmodien-Kulturen.
| 028 | 036 | 064 |
100 1.58% 1.53% 2.18% Anhand der nach 24h
(81%) (84%) (73%) durchgefiihrten =~ morphologischen
10 3.58% 4.73% 7.05% Beschreibung lisst sich sagen, dass
(56%) (50%) (11%) sich die unter dem Einfluss der Ver-
: 62';7; 72'1;7% 6175;% bindungen 028 und 036 nach 24 h
(26%) (23%) (15%) herausgebildete Hemmung auch
0.1 6.16% 6.69% 7.05% .
wihrend der zweiten Zyklushilfte
26%) | (8%) | (11%) - : Y !
gleichméBig fortsetzte. Mit
0.01 7.47% 717 % 7.63%

(9.5%) (23%) (4%) Verbindung 064 waren weder die

/ (,,Kontrolle DMSO*) \7.01% |9.07% \6.28%
/ (,.Kontrolle*) \ 8.25% | 9.32% \ 7.95%

Abstufungen zwischen den

| Verdiinnungen noch die Parallelen

zwischen den Zeitintervallen deut-
lich. Besonders nach 48 h ist ein deutlicher Wirkungszuwachs erst zwischen 10 und 100 uM
zu sehen.

Mit Hilfe des Programms GraphPad Prism3 wurden anhand der ermittelten Parasitimien die
ICso-Werte der Verbindungen bestimmt. Hierzu erfolgte die Auftragung der prozentualen
Hemmung gegen den Logarithmus der Inhibitorkonzentration (Abb. 3.22.a, b und c); anhand
der Kurven wurden die Inhibitorkonstanten berechnet. Diese ergaben sich zu 10.5, 14.76 und
18.07 uM. Hiermit sind die Unterschiede zwischen den drei Verbindungen relativ gering, was
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100

V50

1.021

Hemmung (%)

log 28 [pM]

100

V50 | 1.169 |

Hemmung (%)

recht gut mit den kinetisch an PfTrxR
ermittelten ICs0-Werten korreliert.
Lediglich fiir 064 liegt die Hemmkonstante
niedriger als gemiB morphologischer
Beschreibung erwartet, aber hoher, als
nach der Kinetik zu vermuten war.

Abb. 3.22. ICs,-Kurven fiir die Inhibitoren 028
(a.), 036 (b.) und 064 (c.) an den Kulturen.

Ein Beispiel fiir den FEinfluss der
Inhibitoren an den Plasmodienkulturen gibt
Abb. 3.23.

log 36 [pM]
100
& [ V50 [ 1.257 ]
o
c
S
E 4
% 50—_ A
0 e T Abb. 3.23. Parasitenkulturen ohne (a.) bzw.
-1 0 1 unter Einfluss von 10 uM (b.) und 100 pM (c.)
|og 64 [pM] 028 nach 48h.
o y s
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&
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34 Enzymaktivititstests mit bekannten Redox-Proteinen aus
Plasmodium falciparum

34.1 Reduktion von Peroxiden durch Trx bzw. Grx

Thioredoxine konnen nicht nur als Elektronendonoren fiir TPx dienen, sondern sind auch zur
Reaktion mit Hydroperoxiden in der Lage (Rahlfs et al., 2003). Die Giiltigkeit fiir PfTrx1
wurde im Rahmen der weiteren Charakterisierung des Proteins untersucht.

In TrxR-Puffer wurden bei RT 100 uM NADPH, 0.1 U/ml hTrxR und verschiedene Konzen-
trationen Trx1 (5, 10 und 20 uM) pipettiert und nach Einstellung einer baseline 0.1-10 mM
Peroxidsubstrat (H,O,; tBOOH; CuOOH) zugefiigt. Die Intensitit der Reaktion wurde iiber
den NADPH-Verbrauch bei 340 nm bestimmt. Korrekturen der Absorptionsabnahmen
erfolgten fiir die Peroxidase-Aktivitit der TrxR. Unter der Annahme, dass das backup-System
eine steady state-Konzentration an reduziertem Trx entsprechend der Ausgangskonzentration
gewihrleistet, konnten, wie beschrieben (Formel (11)), entsprechend einer Reaktion zweiter
Ordnung Geschwindigkeitskonstanten berechnet werden:

v =k, x [ROOH] x [Trx(SH)a].

Die hochste Reaktivitdt konnte fiir die Reaktion Trx(SH), < H,O, festgestellt werden (k, =
6.7 0.7 M''s ™), gefolgt von CuOOH (k, = 1.3 + 0.8 M's™). Mit tBOOH ergab sich k; = 0.5
+02M's™.

Die Reduktion verschiedener Hydroperoxide ist fiir je ein Grx aus Hefe und Reis beschrieben
(Collinson et al., 2002; Rouhier et al., 2004). Die spezifische Aktivitidt des Hefe-Proteins
wurde mit 110.2 U/mg (H,0,) ermittelt, aber auch tBOOH und CuOOH werden umgesetzt.
Mit tBOOH zeigt das Grx dhnlich gute Peroxidase-Aktivitit wie eine eigentliche Peroxidase
des Organismus, PHGpx2 (Collinson et al., 2002).

Ein nachweislich nicht mit Peroxiden interagierendes Grx ist das Protein aus Populus
trichocarpa: Es zeigt mit 150 uM NADPH, 300 uM GSH, 0.5 U/ml Hefe-GR und 250 uM
H,0O, (keine anderen Peroxide getestet!) in Konzentrationen bis 100 uM keine deutliche
Reaktion (Rouhier et al., 2003).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Bedingungen verwendet:

HEDS-Puffer bzw. TrxR-Puffer, 100 uM NADPH, 0.24-0.5 U/ml GR, Grx-Konzentrationen
von 1-25 uM und 0.1-10 mM Peroxid. Gestartet wurde mit dem Substrat nach Grx-Reduktion
und die Absorptionsabnahme bei 340 nm verfolgt. Die baseline vor Peroxidzugabe ebenso
wie die Reaktion GSH — Peroxid wurden beriicksichtigt.

Es war jedoch unter keiner der erfolgten Variationen eine signifikante und vor allem
konzentrationsabhéngige Aktivitit des Glutaredoxins zu erkennen.

3.4.2 Reduktion von DHA durch das Trx-System bzw. Grx

Fiir Sduger-TrxR ist nachgewiesen, dass sie zur NADPH-abhiéngigen Reduktion von DHA in
der Lage sind (May et al., 1997; Mendiratta et al., 1998). May und Kollegen erbrachten
diesen Nachweis u. a. iiber die Messung der NADPH-Abnahme bei 340 nm. Es wurden in
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Tris-EDTA-Puffer bei RT und pH 7.4 0.2 mM NADPH und 20-72 nM TrxR aus Rattenleber
verwendet. Bis 8 mM DHA wurde keine Séttigung erreicht.

Die E. coli-TrxR dagegen zeigt mit dem Ascorbat-Analogon Alloxan keine Aktivitidt (Arnér et
al., 1996). Da auch das das Plasmodium-Homolog sich durch die Selenlosigkeit deutlich vom
Séauger-Enzym unterscheidet, war zunichst der Frage nachzugehen, ob die DHA-Reduktion
mit diesem Merkmal verkniipft ist. Dieser Test wurde mit 0.2 mM NADPH und 195 nM
PfTrxR (0.1 U/ml) in TrxR-Puffer durchgefiihrt. Gestartet wurde mit DHA ad 2.5 mM. Es
war keine Absorptionsabnahme bei 340 nm und somit keine Umsetzung von DHA
feststellbar.

In der erwédhnten Studie von May et al. wurde durch Zugabe von 5 uM Rattenleber-Trx der
Ky der TrxR fiir DHA von 2.5 auf 0.7 mM gesenkt. Der k.,-Wert blieb dabei konstant; unter
Verwendung von E. coli-Trx dnderte sich auch dieser (Anstieg von 90 min™ auf 201 min™).
Unter den hier geschilderten Bedingungen war in Anwesenheit von PfTrx1 eine deutliche,
reproduzierbare Reduktion von DHA feststellbar, die von der Trx-Konzentration abhing

(Abb. 3.24).
0,6 Abb. 3.24. Trx-Abhiingigkeit
der Reaktion Trx(SH),—~DHA.
0,51 Unter Verwendung des Trx-
0.4 Systems bestehend aus 200 uM
s ° NADPH, 0.1-0.5 U/ml PfTrxR
§ 03 und verschiedenen Trx-
<<t ’ * Konzentrationen  wurde die
0,2 Reduktion von 1 mM DHA bei
340 nm gemessen.
0,1 1
0 T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40
[Trx] (uM)

Unter Annahme einer Reaktion zweiter Ordnung wurde die Geschwindigkeitskonstante
berechnet (Tabelle 3.9). Bei der Variation der DHA-Konzentration unter Verwendung von
2 uM Trx wurde mit S mM DHA eine Sittigung erreicht (Abb. 3.26). Da dies mit 10 uM Trx
nicht der Fall war, erscheint auch die Annahme einer enzymatischen Reaktion und somit die
Ermittlung enzymkinetischer Parameter legitim (Tabelle 3.9).

0,1 Abb. 3.25. DHA-
¢ ° Abhingigkeit der Reaktion

0,08 1 Trx(SH),~DHA.
7~ ” In Anwesenheit von 200 uM
£ 0,06 20 L | NADPH, 0.1 U/ml PfTrxR und
£ * 100 2 uM Trx wurde die Reduktion
s 0,04 I 22 L | von 0.125-7.5 mM DHA iiber
. of A die NADPH- und  somit

20 . .
0021 ¢ g L. Absorptionsabnahme bei 340 nm
“ 0 1z 3 48 8 9 verfolgt. Anhand des
0 : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Lineweaver-Burk-Plots  (Inset)
0 1 5 3 4 5 6 7 8 wurde die Ky-Ermittlung
[DHA] (mM) vorgenommen.
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Reduktion von DHA durch Grx

Die DHA-Reduktase-Aktivitit von PfGrx wurde unter Einsatz von 200 pM NADPH,
0.7 U/ml GR und 1 mM GSH in TrxR-Puffer getestet. Nach Zugabe von Grx und Einstellung
der baseline wurde mit DHA ad 0.4 ml Endvolumen gestartet. Es wurde stets um die Reaktion
GSH<DHA korrigiert. Sowohl die Variation der Grx-Konzentration (0.05-10 uM) in
Anwesenheit von 1 mM DHA als auch die Reduktion unterschiedlicher DHA-
Konzentrationen (12.5-2500 uM) durch 0.5 pM Grx ergaben deutliche Konzen-
trationsabhéngigkeiten. Der Ky wurde anhand des Lineweaver-Burk-Plot ermittelt und ist wie

die spezifische Aktivitit in Tabelle 3.9 wiedergegeben. Zusitzlich wurde unter Annahme
einer bimolekularen, chemischen Reaktion k, kalkuliert.

Die direkte Messung der Entstehung von Ascorbat bei 265 nm (0.4 ml, TrxR-Puffer, ] mM
GSH, Start mit | mM DHA) bestitigte die Abhéngigkeit von der Grx-Konzentration (0.05-
10 uM). Die absolute Aktivitdt war jedoch aufgrund der fehlenden Regeneration von GSH
geringer als bei 340 nm gemessen. Auch hier wurde um die Kontrolle ohne Grx korrigiert.

Reduktion von DHA durch Plrx
Um zu testen, ob das Plasmodien-spezifische Redoxprotein Plasmoredoxin (Plrx) DHA

reduzieren kann, wurde Plrx mit DTT reduziert wie unter 3.5.11 beschrieben. In TrxR-Puffer
wurden anschlieBend variierende Konzentrationen Plrx mit 1 mM DHA versetzt und der
Absorptionsanstieg bei 265 nm gemessen. Die Daten bediirfen zwar noch der Bestitigung, die
konzentrationsabhéngige Zunahme der Ascorbatreduktion durch Plrx ist jedoch Kklar
erkennbar (Tabelle 3.8).

‘ [Plrx] (uM) \ 2.5 \ 5 | 10 \ 15 \ 20 | 30 \ 40 \
‘ AA,gs/min \ 0.008 \ 0.017 | 0.033 \ 0.055 \ 0.069 | 0.087 \ 0.128 \

Tabelle 3.8. Reduktion von DHA durch Plrx.
In TrxR-Puffer wurde die Reduktion von 1 mM DHA durch verschiedene Konzentrationen reduzierten Plrx’
bestimmt. Dazu wurde die Absorptionszunahme bei 265 nm gemessen.

Der Absorptionsanstieg in Anwesenheit von 40 uM Plrx entspricht einer Ascorbatreduktion
von 9 uM/min (g5 = 14 mM']cm']). Aus den mit 2.5-20 uM PIrx erhaltenen Daten ergibt sich
k»=4.05£021 M5

3.4.3 Reduktion von Liponsiaure/Liponamid

Reduktion von LA/LAM durch das Trx-System

Die PfTrxR wurde auch auf ihre Fihigkeit zur Reduktion von LA/LAM untersucht, da
entsprechende Aktivitdt von Sduger-TrxR-Proteinen bekannt ist (Arnér et al., 1996). In 0.4 ml
Endvolumen wurden dazu bei RT 200 uM NADPH und 0.95 U/ml PfTrxR in TrxR-Puffer
pipettiert und mit LA- bzw. LAM-Konzentrationen von 0.1 bis 2.5 mM gestartet. Mit beiden
Substraten ist eine geringe Aktivitdt messbar. Der Ky fiir LA liegt um 1 mM, der Ky fiir
LAM deutlich dartiber. Mit 2.5 mM Substrat, was bzgl. LA einer Séttigung entspricht, wurden
80 mU/mg (LA) bzw. 272 mU/mg (LAM) gemessen. Mit LA liegt k¢, um 5-10 min™.

Da auch eine Reaktion zwischen Trx und LA/LLAM beschrieben ist (Holmgren, 1979), wurde
der Assay um die Anwesenheit von PfTrx1 erweitert. In verschiedenen Messreihen wurden
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Trx- und LA-/LAM-Konzentrationen variiert. Sowohl fiir die Reduktion von LA als auch von

LAM ist eine lineare Konzentrationsabhingigkeit von Trx gegeben.

Abb. 3.26. Trx-Abhingigkeit
0,35 der LA- bzw. LAM-Reduktion
03 | durch das Trx-System.
' Gemessen wurde mit einem Trx-
0,25 System aus 200 uM NADPH,
c _— 002 Ul TrxR und
‘g 02 variierenden  Konzentrationen
< 0.15 | Trx. Nach Reduktion von Trx
< wurde mit LA (oben) /LAM
0,1 (unten) ad 0.5 mM gestartet.
Dabei wurden baselines vor
0.05 / Substratzugabe und Kontrollen
0 : : : : ohne Trx beriicksichtigt und bei
0 4 6 10 > 0.01 min-l die
LA [Trx] (uM) Absorptionsabnahme ent-
sprechend korrigiert. Dargestellt
0,6 sind Mittelwerte aus zwei
Messreihen.
05 —
0,4
£
£ | .
g 0,3
0,2
*0
o /
0 T T T T
0 4 6 10
LAM [Trx] (uM)

Da die Variation der LA- bzw. LAM-Konzentration (0.1-4 mM LA / LAM mit 2 uM Trx)
trotz ausreichendem backup-System einer Sittigungskinetik folgt, wurden hier neben k, auch
Ky-Wert, spezifische Aktivitit und k¢, berechnet (Tabelle 3.9).

Reduktion von LA/LAM durch Grx

Die Reduktion von LA bzw. LAM durch Grx wurde mit 200 uM NADPH, 0.7 U/ml GR,
1 mM GSH und 1 uM Grx gemessen. Nach Einstellung einer baseline wurde der Assay mit
variierenden Konzentrationen (50-4000 uM) LA bzw. LAM gestartet. Beide Substrate wurden
konzentrationsabhiingig umgesetzt; die ermittelten Parameter sind in Tabelle 3.9 aufgelistet.
Fiir Grx (0.2-5 uM) konnte ebenfalls eine klare Konzentrationsabhingigkeit (mit 0.2 mM LA
bzw. LAM) festgestellt werden. Ferner konnte eine Reduktion von Grx durch LAM mit dem

LipDH-System als backup detektiert werden. Auch die in der Literatur beschriebene, daran
gekniipfte Reduktion von GSSG (Porras et al., 2002) wurde beobachtet. Diese Messungen
werden allerdings erschwert durch die Priferenz der LipDH, die Reaktion zwischen LAM und
NAD zugunsten der NAD-Reduktion zu katalyiseren (Arnér et al., 1996).
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| Trxl | Grx |
Peroxide | H0, | ky =67+07M's" | / |
CuOOH | k, =1.3+08M's" | / |
tBOOH | k, =0.5+02M"s" | / |
DHA k, =58.5+51M's" k, =919.3+83.05M s’
Ky =1.3 mM Ky =150.5 uM
Viax= 0.5 £ 0.04 U/mg Vinax = 3.28 U/mg
Kea =6.91 +0.04 min™ Kewt = 45.33 min™'
*
LA k, =185.8+19.6M"'s’ k, =551+447M's!
Ky = 1.56 mM Ky = 362 uM
Vinax = 1.78 U/mg Viax=1.19 £0.63 U/mg
Keoe = 23.33 min™ Kew = 16.5 +8.7 min™
| TrxR: Ky ~1 mM, V,,, =0.08 Umg |
LAM k, =3923+439M s k, =862+482M's!
Vinax = 2.7 U/mg Vinax = 1.29 +0.86 U/mg
Kea = 35.99 min™ Kea =17.88 +11.88 min

Tabelle 3.9. Ergebnisse der untersuchen Interaktionen von Trx1 und Grx.
*Die GSH-abhingige DHA-Reduktion wurde berticksichtigt.

3.5 PfAOP

Uber das Stichwort antioxidant wurde in der Datenbank PlasmoDB die Sequenz fiir ein
antioxidant protein in Plasmodium falciparum entdeckt (GeneBank accession number
AY306209). Die annotierte Exonsequenz unterschied sich von den Vorhersagen der
FullPhat-Sequenz).
Gemeinsamkeit der Vorhersagen war die Existenz zweier Exons, die Unterschiede bezogen

Programme Glimmer und Genefinder (letztere identisch mit

sich auf Beginn und Linge des ersten Exons.

3.5.1

Die folgenden Abschnitte beschreiben die Vorgehensweise bis zum Erhalt des reifen, aktiven

Identifizierung der Sequenz von AOP

AOP, welche aufgrund des Vorhandenseins zweier Signalsequenzen mehrere Schritte von
Klonierung, Uberexpression und Aktivititstests umfasste.

Zunichst sollte mit Hilfe einer PCR wunter Verwendung der Oligonukleotidprimer
OpfAOPvint und OpfAOPh die Transkription des zweiten Exons nachgewiesen werden. Dazu
wurden Standard-PCR-Ansitze pipettiert und dem iiblichen Temperatur-Zeit-Programm
unterzogen, wobei die Annealingtemperatur letztlich auf 50°C herabgesetzt wurde. Die PCR
ergab mit den Banken gl und gII das erwartete 510 bp-Produkt ohne weitere Nebenprodukte.
Unter Richtigkeit der
Datenbankvorhersagen beziiglich des ersten Exons untersucht. Zusammen mit dem reverse-

denselben Bedingungen wurde 1im nédchsten Schritt die
Primer OpfAOPh wurden die forward-Oligonukleotide OpfAOPvgen (entsprechend dem
Genbeginn nach Genefinder) und OpfAOPvglm (entsprechend dem Anfang nach Glimmer)
verwendet. Der Primer der Genefinder-Vorhersage fithrte zum Produkt der erwarteten Léange
(723 bp) mit beiden cDNA-Banken, wie Abb. 3.27 zeigt.
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.

Abb. 3.27. Verifizierung der AOP-Sequenz nach Genefinder mittels
Genefinder  Glimmer PCR.

gls gl Vorbereitung und Durchfilhrung des 1%igen Agarosegels erfolgte wie
beschrieben. Der verwendete Marker ist der GeneRuler™ 100 bp (MBI
Fermentas).

Die Richtigkeit des annotierten ersten Exons konnte anhand
dieser Ergebnisse ausgeschlossen werden.

Als mutmallich reale Aminosduresequenz von AOP ergab
sich die in Abb. 3.28 dargestellte gesamte Sequenz.

3.5.2 Klonierung des AOP-Gens

Unter Verwendung entsprechender Primer mit Schnittenden, OpfAOPvgenB und OpfAOPhH,
wurde das Produkt nun in den Vektor pSKII+ kloniert. Das Start-Methionin wurde nicht mit
kloniert, da der spéter zu verwendende Expressionsvektor pQE30 dieses liefert.

Die Durchfiihrung der PCR erfolgte nach Standardprotokoll mit 50°C Annealing-Temperatur.
Beide verwendeten Templates (cDNA-Banken gl und gIl) ergaben das gewiinschte Produkt,
was durch Sequenzierung als das Erwartete bestétigt wurde.

Das PCR-Produkt wurde 2 h bei 37°C verdaut, ansonsten erfolgten Verdau von PCR-Produkt
und Vektor und die anschlieBende Ligation wie beschrieben. Zur Ligation (270 ng Insert und
338 ng Vektor; Insertiiberschuss von Faktor 3.8) wurde die T4-Ligase verwendet wie vom
Hersteller (MBI) empfohlen.

Ein Klon der transformierten XL1Blue-Zellen wurde sowohl durch Restriktionsverdau als
auch durch PCR als korrekt ermittelt. Die Vorgehensweise zur Umklonierung der PTAOP-
Sequenz in pQE30 war wie beschrieben; das PFAOPpSK-Plasmid wurde zusitzlich zu BamHI
und HindIIl mit Sacll geschnitten, um die Religation zu erschweren. Die eigentliche Ligation
wurde mit Hilfe des Ready-to-go'"-Kits durchgefiihrt. Der Erfolg der Umklonierung wurde
durch Restriktionsverdau bestétigt.

3.5.3 Klonierung und Uberexpression der verkiirzten Sequenz AOPoS

Die heterologe Expression des AOP-Gens wurde unter diversen Bedingungen getestet. Dazu
gehorte die Variation der Temperatur (37°C, 30°C), der Induktions-ODgg (0.4-0.6), der
IPTG-Konzentration (0.3-2 mM) in M15- bzw. XL1Blue-Zellen, z. T. unter Zusatz von
Glucose.

Weder die Expressionskontrollen noch Aufreinigungen dieser Expressionen brachten ein
positives Resultat.

Die Analyse der codon usage (E. coli ,,Codon Usage Analyzer*) ergab, dass 26% der fiir AOP
verwendeten Codons unter einem Schwellenwert von 10% liegen, d. h. in E. coli jeweils
weniger als 10% der fiir eine AS benutzten Codons ausmachen. Durch die Verwendung des
Rig-Plasmids, das die codon usage im Fall von AOP theoretisch auf 12.4% verbessern sollte,
konnte jedoch keine Expression des Proteins erreicht werden.
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Bei Annahme der Richtigkeit der Genefinder-Sequenz fiir AOP werden dessen 20 N-
terminale AS von Plasmo-DB als Signalpeptid vorhergesagt; dariiber hinaus geht das
Programm Plasmo-AP von einem Transitpeptid fiir den Apicoplast aus (5 von 5 Kiriterien
erfiillt). Auch PATS hilt AOP mit einem score von 0.836 (0 = kein Kandidat; 1 = sehr
wahrscheinlich Apicoplast-lokalisiert) fiir ein mogliches Apicoplastenprotein; laut diesem
Programm umfasst das allgemeine Signalpeptid die N-terminalen 24 AS. Die Programme
TargetP und SignalP errechneten die Wahrscheinlichkeit fiir ein Signalpeptid mit 85 bzw.
92%.

Aufgrund dieser Vorhersagen wurde auch die Klonierung des N-terminal um 24 AS
verkiirzten Stiickes (AOPoS) durchgefiihrt. Dazu wurde neben OPfAOPhH der Primer
OpfAOPB-24 verwendet; als Template diente die klonierte komplette Sequenz. Die
Komponenten der PCR wurden dem Standard-Protokoll gemif3 eingesetzt. Das Temperatur-
Zeit-Programm, welches 30x durchgefiihrt wurde, enthielt eine 2miniitige Extensionszeit pro
Zyklus, das Annealing erfolgte bei 58°C. Das PCR-Produkt wurde mit BamHI und HindIIl
verdaut und mit Hilfe des Quick-Ligation-Kit direkt in pQE30 kloniert. Die Richtigkeit des
Klons wurde mittels Kontrollverdau und Sequenzierung iiberpriift.

Die darauffolgende Uberexpression in M15-Zellen (Vorgehensweise wie beschrieben) war
erfolgreich, wenn auch die 1 ml-Kontroll-Pellets dies nicht erkennen lieBen. Die Aufreinigung
erfolgte wie beschrieben; fiir 250 ml Kulturvolumen wurde ein Séulenvolumen von 1 ml
verwendet. Nach Auftrag des Rohextraktes auf die mit 5 SV US-Puffer dquilibrierte Sdule
folgte ein Waschschritt von 2 SV US-Puffer, anschlieBend die Elution mit je 2 SV 30, 50, 75,
150 und 500 mM Imidazol in US-Puffer. Das mit JustBio errechnete Molekulargewicht
belduft sich auf 26.62 kDa, der millimolare Extinktionskoeffizient wurde unter Annahme
oxidierter Cysteinreste mit €30 = 21.86 mM ™! cm™! berechnet.

Das Protein AOPoS zeigte im SDS-Gel eine Doppelbande, eine Eigenschaft, die bereits fiir
TPx1 beobachtet wurde (Rahlfs und Becker, 2001). Durch Zugabe von DTT in 22fachem
Uberschuss konnte die Doppelbande nicht in eine einzelne iiberfiihrt werden, und auch nach
Aufreinigung unter reduzierenden Bedingungen (2 mM DTT im Pellet) war die Doppelbande
noch vorhanden.

3.54 DTNB-Titration mit AOPoS

Da das aus der Literatur bekannte, homologe Protein aus Populus trichocarpa selbst bei
Aufreinigung unter nicht-reduzierenden Bedingungen vollstindig reduziert ist (2 SH-
Gruppen/Monomer (Rouhier ef al., 2002), galt ein Test der Frage, ob dies auch fiir AOPoS
nach der standardméBigen Aufreinigung der Fall ist.

Die Erfassung von SH-Gruppen kann iiber die Reduktion von DTNB in zwei TNB-Anionen
erfolgen, welche bei einer Wellenldnge von 412 nm absorbieren. Die Versuchsbedingungen
waren wie unter 3.5.8 beschrieben; mit leichten Modifikationen (TPx-Puffer, 20miniitige
Inkubation nur nach DTNB-Zugabe). In Anwesenheit von 1% SDS wurde eine Netto-
Absorption von 0.133 gemessen, was etwa 10 uM TNB, d. h. 10 uM SH-Gruppen entspricht.
Pro Molekiill AOPoS wiren also 0.5 SH-Gruppen vorhanden. Die unter 3.5.8 geschilderten
Versuche zeigen jedoch, dass 1% SDS, wie es von Rouhier et al. (2002) verwendet wurde, zur
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volligen Denaturierung von AOP nicht ausreicht. Daher ist anzunehmen, dass in AOPoS
zumindest eine der beiden SH-Gruppen reduziert vorliegt, die jedoch im nativen Protein nicht
oder kaum zugénglich ist.

3.5.5 Qualitative Untersuchungen mit AOPoS

Zur Bestimmung moglicher Funktionen von AOPoS wurden verschiedene qualitative Assays
durchgefiihrt. Sofern nicht anders beschrieben, erfolgten diese Messungen in einem
Endvolumen von 0.4 ml bei Raumtemperatur. Es handelte sich stets um gekoppelte Assays,
bei denen eine mogliche Aktivitdit von AOPoS zu einem Verbrauch von NADPH fiihren
sollte, der bei 340 nm spektrophotometrisch gemessen wurde.

Eine eventuelle Funktion als Grx-abhingige Peroxidase wurde untersucht wie in 3.5.9
beschrieben, mit leichten Modifikationen (Konzentrationen von Grx und AOPoS jeweils
1 uM, Verwendung von 70 uM tBOOH als Substrat, Start der Messung durch AOP-Zugabe).
Es war hier keine deutliche Aktivitdt zu verzeichnen. Auch unter verdnderten Bedingungen
(250 uM GSH, 20 uM AOPoS und 200 uM H,0, als Substrat) zeigte AOPoS keine Aktivitit
als Grx-abhingige Peroxidase.

Des weiteren wurde getestet, ob AOPoS als Glutaredoxin arbeiten kann. Dazu wurde in
HEDS-Assay-Puffer 1 uM AOPoS mit 100 uM NADPH, 0.4 U/ml GR und 1 mM GSH
gemischt und nach Erfassung der baseline bei 340 nm der Assay mit HEDS ad 750 uM
gestartet. Verglichen mit der Kontrollaktivitdt ohne AOPoS ergab sich keine Steigerung der
Absorptionsabnahme, AOPoS besitzt also keine Aktivitit als Glutaredoxin.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Verkiirzung von AOP auf AOPoS zwar die
Uberexpression ermoglichte, mit AOPoS jedoch keine deutliche Peroxidase-Aktivitit
nachweisbar ist.

3.5.6 Klonierung der Sequenz fiir das ,,reife‘‘ AOP

Da auch AOPoS bei tatsdchlicher Lokalisation des Proteins im Apicoplast noch nicht dem
reifen Protein entspriache, sondern noch den zweiten Teil der Targetsequenz — das
Transitpeptid — beinhalten wiirde, wurde anhand von BLASTs und damit einhergehenden
Alignments versucht, den Start des nativen Proteins zu identifizieren (Abb. AS). Die deutliche
Sequenzhomologie zu verschiedenen Prx-Proteinen vom Typ V veranlasste zur Verkiirzung
des AOPoS N-terminal um weitere 35 AS zu dem putativ reifen Protein (AOPsk).

Zur Klonierung der entsprechenden Sequenz wurde mit Hilfe eines Primers auf den neuen
Start, OpfAOPvB, und dem bisher verwendeten OPfAOPhH ein PCR-Produkt von 546 bp
Linge generiert (Ansatz und Bedingungen standardméBig, Annealingtemperatur 50°C).
Dieses wurde direkt in pQE30 kloniert. Das entsprechend erhaltene Plasmid wurde anhand
von Kontrollrestriktion und Sequenzierung iiberpriift.

Abb. 3.28 zeigt die verschiedenen bearbeiteten AOP-Varianten.



Ergebnisse 98

(MRGSHHHHHHGS ) MRMRRTILIFTVILIPLTFCFKNALIKHSINIVSKRGNSKNRF SQKVYESKNIDLEND IKE
NDLIPNVKVMIDVRNMNNISDTDGSPNDFTSIDTHELFNNKKILLISLPGAFTPTCSTKMIPGYEEEYDYFIKEN
NFDDIYCITNNDIYVLKSWFKSMDIKKIKYISDGNSSFTDSMNMLVDKSNFFMGMRPWRFVAIVENNILVKMFQE
KDKQHNIQTDPYDISTVNNVKEFLKNNQL*

Abb. 3.28. Aminosiuresequenz des PFAOP.

Dargestellt ist die Sequenz voller Linge. Der Abschnitt AOPoS ist grau unterlegt, die Sequenz des reifen
Proteins (AOPsk) ist zusitzlich fett gedruckt. Die eingeklammerten Reste werden vom Vektor beigesteuert. An
Position 118 (Numerierung vom reifen AOP ausgehend, einschl. Start-M) ist moglicherweise der
Datenbankeintrag der Sequenz falsch, denn hier wurde eine Asparagin- (D) statt einer Glutaminsdure (E)
festgestellt (unterstrichen).

Die mit Hilfe von JustBio errechneten Parameter fiir AOPsk sind:
Mw =22.54 kDa

€280 nm ox. = 20.58 1’1’11\/1_1 Cl’l’l_1

€280 nm red. = 20.34 l’Iﬂ\/I_1 cm‘l

3.5.7 Expression und Reinigung von AOPsk

Die Uberexpression mit AOPskpQE30 in M15-Zellen unter den beschriebenen Bedingungen
war erfolgreich. Die standardméBige Aufreinigung (Elutionsprofil wie mit AOPoS) resultierte
in sauberem Protein, das in der SDS-PAGE als einzelne Bande bei 25 kDa, also leicht
abweichend vom berechneten Molekulargewicht, zu erkennen ist. Eine Doppelbande tritt
nicht auf, wie in Abb. 3.29 zu erkennen.

. USP RE DL w 302 50/2 752 M 150/2 500 i Abb. 3.29. Aufreinigung von AOPsk.

Die Fraktionen der Aufreinigung von AOPsk
wurden wie beschrieben einer 15%igen SDS-
PAGE unterzogen. Die Banden des Markers
entsprechen, von oben nach unten, 116.0,
66.2,45.0, 35.0, 25.0, 18.4 und 14.4 kDa.

Unter Standardbedingungen hatte die

= Expression eine Ausbeute von 33 —
- 38 mg/l Kultur. Durch die
Q * . .

! E Verwendung des Rig-Plasmids ergab
; ; sich theoretisch (von 22% auf 12%
der enthaltenen Codons unter dem

Schwellenwert (10%)), nicht aber praktisch eine Verbesserung.

3.5.8 DTNB-Titration mit AOPsk

Aufgrund der unterschiedlichen katalytischen Eigenschaften von AOPoS und AOPsk war fiir
AOPsk ebenfalls zu kldren, ob es sich nach der standardmifigen Reinigung bereits im
reduzierten Zustand befindet, was wegen der zwei vorhandenen Cysteinreste 2 SH-Gruppen
pro Molekiil bedeuten wiirde.

20 uM AOPsk wurden dazu in HEDS-Puffer 5-20 Minuten im Dunklen inkubiert. Dann
erfolgte die Zugabe von 200 uM DTNB ad 0.4 ml Endvolumen. Nach weiteren 20 Minuten
Inkubation wurde die Bildung des TNB-Anions bei 412 nm (¢ = 13.6 mM™! cm'l) gemessen.
Fiir jede Probe erfolgte parallel eine Kontrolle ohne AOP, um die die Probe bereinigt wurde.
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Die verschiedenen Versuchsanordnungen (nativ/denaturierend; mit/ohne Substrat) zeigt
Tabelle 3.10. Es wurden mehrere unabhingige Messreihen durchgefiihrt, wobei das Protein
stets frisch aufgereinigt war (Messung max. 2 Tage nach Reinigung).

@ netto- [SH—Gruppen] (HM) Tflbell.e 3.10. DTNB-

Ay Titration von AOPsk.
In 04 ml Endvolumen
Ohne SDS | 0.219 | 16115 | wurden 20 UM AOPsk in
Mit 1% SDS Ohne Peroxid | 0.25 | 18407 | HEDS-Puffer mit oder ohne
Mit 200 uM H,0, | 0.023 | 1701 | Zusitze 520 Minuten im
: Dunklen inkubiert.
Mit 200 pM 0.021 1.5+1 AnschlieBend erfolgte die
tBOOH Bestimmung  der  SH-
Mit 6 M GuHCl | Ohne Peroxid | 0.47 | 34.6+03 | Gruppen durch Zugabe von
Mit 200 uM 0.013 1.0 DTNB ad 200 uM und
H,0,* nochmaliger  20miniitiger

Inkubation bei 412 nm.
Korrigiert wurde um entsprechende Kontrollen ohne AOPsk, wobei auch die Imidazolkonzentration der AOP-
Losung beriicksichtigt wurde. *Bis auf diesen Assay sind alle Daten Mittelwerte aus 2-5 Messungen.

AOPsk ist direkt nach der Aufreinigung nahezu komplett reduziert, wie aus der DTNB-
Titration unter vollstandiger Denaturierung ersichtlich (mit GuHCI). Die Zugabe von 1%
SDS, wie sie auch in den Versuchen mit dem Pappel-AOP vorgenommen wurde (Rouhier ef
al., 2002), reicht anscheinend zur volligen Denaturierung nicht aus, wenngleich hier eine
etwas hohere SH-Gruppen-Konzentration gemessen wird als ohne SDS. Trotz der nicht vollig
exakten Stochiometrie ist anzunehmen, dass eine der beiden SH-Gruppen im nativen Zustand
zugiénglich ist. Diese eine nativ zugédngliche SH-Gruppe kann sowohl durch tBOOH als auch
durch H,0O, oxidiert werden, was eine Peroxidase-Aktivitit von AOPsk anzeigt.

3.5.9 Enzymkinetische Charakterisierung von AOPsk

Soweit nicht anders beschrieben, wurden die im Folgenden dargestellten Ergebnisse bei
Raumtemperatur in 0.4 ml-Assays mit TrxR-Puffer erlangt. Fir das Grx-backup-System
wurden stets 150 uM NADPH, 1 mM GSH und 0.5 U/ml GR verwendet. Im Falle des Trx-
backup-Systems wurden 150 uM NADPH und 0.2 U/ml TrxR eingesetzt. Nach Zugabe des
Elektronendonors und des Peroxiredoxins wurde das Erreichen der baseline abgewartet und
der Assay durch Zugabe von 100 uM tBOOH (soweit nicht anders erwihnt) gestartet. Sowohl
baseline als auch Kontrollen ohne Elektronendonor bzw. ohne AOP wurden erfasst und ggf.
(AA >0.01 min™) abgezogen.

Aufgrund der schnellen Inaktivierung des Peroxiredoxins wihrend der Messung wurden zur
Berechnung der Absorptionsabnahme pro Minute nur die Messwerte nach 20 und 30
Sekunden verwendet. Alle gezeigten Daten wurden mehrfach reproduziert.

Grx-Abhingigkeit
Zur Bestimmung der Aktivitdit von AOPsk in Abhidngigkeit von der Grx-Konzentration

wurden Grx-Konzentrationen zwischen 0.1 und 20 uM verwendet, die Prx-Konzentration
betrug 10 pM. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.30 dargestellt. Bei sittigender Grx-
Konzentration (20 uM) entsprach die gemessene Aktivitit einer spezifischen Aktivitdt von
0.32 U/mg; ke betriigt 7.4 min"'. Die Auftragung der Daten nach Lineweaver-Burk ergab
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einen Ky = 2.5 uM fiir Grx (Abb.3.31), was mit der halbmaximalen Geschwindigkeit aus den
Primérdaten (3 uM) gut iibereinstimmt. Die katalytische Effizienz von PFAOP mit Grx liegt
somit bei 4.9 x 10* M"'s”".

Abb. 3.30. Grx-Abhéngigkeit

0,5 der Prx-Aktivitit.
L4 Gemessen wurde der durch die
0.4 | . . Peroxidase-Aktivitdt von 10 uM
’ . ¢ AOPsk verursachte NADPH-
Verbrauch (150 uM) bei 340 nm
€ 03] < . in Anwesenheit von 0.5 U/ml
E 50 GR, 1 mM GSH, verschiedenen
é 02 | . s » . Grx-Konzentrationen und
’ E) ‘ 100 uM tBOOH.
. " b Inset: Reziproke Auftragung der
0.1 - 5 /”( T 2 5 . Grx-Variation nach Lineweaver-
’ “ Burk.
g GR (1uM)
0,0 T T T T T
0 5 10 15 20
[Grx] (LM)

Trx-Abhéngigkeit
Mit 10 uM AOP wurde die Trx-Konzentration zwischen 0.3 und 22 uM variiert; die sonstige

Vorgehensweise war wie oben beschrieben. Wie aus Abb. 3.31 ersichtlich, wird auch hier mit
etwa 20 uM des Elektronendonors eine Sattigung erreicht. Die mit dieser Trx-Konzentration
gemessene Aktivitit liegt jedoch lediglich bei 0.06 U/mg und ist damit um Faktor 5.3
niedriger als mit Grx. Der k., mit Trx errechnet sich zu 1.3 min'], die katalytische Effizienz
70054 x 10° M's™.

Abb. 3.31. Trx-Abhiingigkeit
der Prx-Aktivitiit.

. Dargestellt ist der bei 340 nm
gemessene NADPH-Verbrauch
0,06 1 ¢ von initial 150 uM NADPH,
c basierend auf der Elektronen-
£ - weitergabe iiber 0.2 U/ml TrxR
< 0,04 1 - . und variierende Trx-Konzen-
< 6 trationen an 10 uM AOPsk,
. g welches schlielich 100 pM
2 tBOOH reduzierte.

a0z 02 08 w0 e re 2 Inset: Auftragung der Trx-
> T (1M Variation nach Lineweaver-
0,00 T T T Burk.

0 5 10 15 20
[Trx] (uM)

0,08

*
L 3

1/[U/min]

Anhand der reziproken Auftragung der Primérdaten wurde der Ky mit 4 uM berechnet
(halbmaximale Aktivitit in Abb. 3.31 bei 2.4 pM). Die Affinitdit zu den beiden
Elektronendonoren ist damit, wie auch fiir PtAOP beobachtet (Rouhier er al., 2001), sehr
dhnlich. Die Berechnung von Ky-Werten geschah in Anlehnung an Rouhier ez al. (2002), ist
jedoch mit Vorbehalt zu sehen, da der Substratiiberschuss nicht unter allen Messbedingungen

gegeben war.
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Prx-Abhéngigkeit mit Grx bzw. Trx
Die Abhingigkeit der Peroxidase-Aktivitdt von der AOPsk-Konzentration wurde jeweils in

Anwesenheit von 0.5 uM des Elektronendonors, Grx oder Trx, bestimmt. Die Wahl der Grx-
bzw. Trx-Konzentration deutlich unterhalb der Sittigungskonzentration geschah in

Anlehnung an die Bedingungen von Rouhier et al. (2001). Die Prx-Konzentrationen wurden
zwischen 1 und 40 uM variiert.

Fiir beide backup-Systeme war eine klare Abhéngigkeit von der AOP-Konzentration messbar
(Abb. 3.32 und 3.33).

Abb. 3.32. Prx-Abhéngigkeit
0,20 1 der Aktivitit bei 0.5 uM Grx.
Die Erfassung der Aktivitit in
& Form des NADPH-Verbrauchs
0,15 1 * bei 340 nm durch die Umsetzung
£ . von 100 uM tBOOH wurde mit
§ 010 | * 150 uM NADPH, 0.5 U/ml GR,
<<t] ’ 1 mM GSH und 0.5 uM Grx bei
* ¢ variierenden Konzentrationen
0,05 1 7S AOPsk durchgefiihrt.
*
0,00 +* : : :
0 10 20 30
[AOP] (uM)
Abb. 3.33. Prx-Abhéngigkeit
0,05 o | der AKktivitit bei 0.5 M Trx.
Gemessen wurde die Prx-
0,04 - . Aktivitidt verschiedener AOPsk-
~ Konzentrationen in Anwesenheit
£ 0,03 1 von 150 uM NADPH, 0.2 U/ml
£ . TrxR, 0.5 uM Trx und 100 uM
i 0,02 | - tBOOH.
*
0,01 - PS
*
L 2
0,00 +e ‘ ‘ ‘
0 10 20 30
[AOP] (M)

Vergleich verschiedener Substrate
Wihrend H,0, und CuOOH sich nur méBig als Substrate fiir AOPsk eignen, ist neben tBOOH

auch die Reduktion von Phosphatidylcholinhydroperoxid (PCOOH) recht effektiv. Fiir
letztere zwel Substrate wurden daher vergleichend Aktivititen gemessen und unter

Verwendung des Grx-Systems Abhingigkeitskurven erstellt. Die dabei verwendeten
Bedingungen waren wie in vorigen Abschnitten fiir das Grx-System beschrieben. Von AOPsk
wurden 5 uM, von Grx 10 uM eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.34 und Abb. 3.35
dargestellt.
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Abb. 3.34. Abhiingigkeit der

0,25 + AOPsk-Aktivitit von  der

. * tBOOH-Konzentration.
0,20 - .
.
£ 0,15 ¢
E
< .
< 0,10 .
°
0,05 ..0
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ \
0 20 40 60 80 100
[tBOOH] (M)
0,16 - * Abb. 3.35. Abhiingigkeit der
0,14 | S * AOPsk-Aktivitit  von  der
PCOOH-Konzentration.

0,12 1 . Abb. 3.34 und Abb. 3.35. In
£ 0,10 Anwesenheit des Grx-Systems
£ 0.08 | . bestehend aus 150 uM NADPH,
< . 0.5 U/ml GR, 1 mM GSH und
< 0,06 - 10 uM Grx wurde in 0.4 ml

0,04 | ~ Endvolumen und TrxR-Puffer

0,02 ° die  Umsetzung variierender

’ “0 Konzentrationen tBOOH (a.)

0,00 += T T T T 1 bzw. PCOOH (b) durch 5 HM

0 20 40 60 80 100 AOPsk bei 340 nm gemessen.
[PCOOH] (M)

Das Verhalten von AOPsk gegeniiber den beiden Peroxiden ist sehr @hnlich. Maximale
Aktivitdat wird mit etwa 100 uM, halbmaximale Geschwindigkeit wird mit ~ 25 uM erreicht.
Die Ergebnisse des direkten Vergleichs verschiedener Peroxidsubstrate sind in Tab. 3.11
dargestellt.

| | tBOOH | PCOOH | H,0, | CuOOH |
\ Spezifische Aktivitit (U/mg) | 0.25 | 0.18 | 0.02 | 0.01 |

Tabelle 3.11. Umsetzung verschiedener Hydroperoxide durch AOPsk.
In Anwesenheit von 10 uM AOPsk und dem Grx-backup-System (150 uM NADPH, 0.5 U/ml GR, 1 mM GSH,
10 uM Grx) wurden je 100 uM Peroxidsubstrat getestet.

3.5.10 pH-Verhalten

Die pH-Profile fiir die Aktivitit von AOPsk wurden mit den beiden backup-Systemen unter
Verwendung von 10 uM Trx bzw. Grx erstellt. Die Prx-Konzentration betrug 2 uM (bei
Verwendung des Grx-backups) bzw. 10 uM (im Falle des Trx-backups). Gemessen wurde bei
pH-Werten zwischen 6.4 und 8.4. Fiir jede Messreihe wurde die hochste erhaltene Aktivitit
ad 100% gesetzt und alle anderen Werte darauf bezogen. Fiir beide Systeme wurden die
Ergebnisse zweier Messreihen gemittelt.

Zu erkennen ist mit dem Trx-System ein biphasischer Verlauf des Profils mit Maxima bei pH
7.0 und 7.4. Es kann also von einem breiten pH-Optimum im physiologischen Bereich
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gesprochen werden. Bei pH-Werten > 7.6 nimmt die Aktivitdt drastisch ab. Gegeniiber sauren
pH-Werten ist das System dagegen toleranter.

Unter Verwendung des Grx-Systems ist, was extreme pH-Werte betrifft, genau das Gegenteil
zu beobachten: Im sauren Milieu ist die Aktivitdt deutlich eingeschrinkt, dagegen steigt sie
im basischen kontinuierlich an. Im physiologischen pH-Bereich (zwischen 7.2 und 7.6)
dagegen sind die Aktivitdten mit beiden Systemen in etwa iibereinstimmend.

120 Abb. 3.36. pH-Profile von
AOPsk mit Trx- bzw. Grx-
100 - backup-System.
Gemessen wurde in
g 80 - Anwesenheit von 10 uM Trx
= bzw. Grx unter den fiir die
% 60 1 kinetische Charakterisierung
° 40 beschriebenen Bedingungen. Die
° —&— pH-Profil Trx-System Prx-Konzentration betrug 2 uM
20 - —m— pH-Profil Grx-System (Grx-System) bzw. 10 uM (Trx-
System).
0 ‘ :
6 7 pH 8 9

3.5.11 Reduktion von AOPsk durch Plrx

Aufgrund des bislang noch sehr begrenzten Wissens iiber mogliche in vivo-Funktionen des
Plasmodium-spezifischen Proteins Plasmoredoxin war es nahe liegend, dessen Fihigkeit zur
Reduktion von AOPsk zu testen. Bis dahin war neben dem niedermolekularen GSSG und dem
artefiziellen Disulfidsubstrat Insulin die Ribonucleotid-Reduktase aus 7. brucei das einzige
Protein, fiir das Reduzierbarkeit durch PfPlrx gezeigt wurde (Becker et al., 2003).

Fir die Erfassung einer Interaktion zwischen PfPIrx und AOPsk wurde eine
Endpunktbestimmung als Ansatz gewihlt. Grundlage fiir die Messungen war die Bestimm-
barkeit verfiigbarer SH-Gruppen durch Bildung des TNB-Anions (e412 = 13.6 mM™" ecm™) aus
DTNB. Reduziertes Plasmoredoxin sollte bei Zuginglichkeit aller Cysteine im nativen
Zustand 4 SH-Gruppen pro Molekiil besitzen. Bei gegebener Reduzierbarkeit von AOPsk
durch Plrx sollten in Anwesenheit von tBOOH Elektronen auf das Peroxid weitergeleitet
werden und somit zur Reduktion von DTNB nicht mehr zur Verfiigung stehen. Zur Annahme
der Elektronentransferkette Plrx — AOPsk — tBOOH hatte ferner der Ausschluss einer
direkten Reduktion des Peroxids durch Plrx zu erfolgen.

Positivkontrolle mit Trx
Da AOPsk Trx als Elektronendonor akzeptiert, wurde als Positivkontrolle ein entsprechender

Versuch mit Trx statt Plrx durchgefiihrt. Dazu wurde Trx1 fiir 1 h auf Eis mit DTT im
Uberschuss inkubiert. AnschlieBend wurde die Losung mit US-Puffer um Faktor 4 verdiinnt
ad 0.5 mM DTT und iiber 0.5 ml SV gewaschenen (mit 5 SV US) Ni-NTA-Materials
gegeben. Nach einem Waschschritt von 5 SV US-Puffer wurde mit 200 mM Imidazol in US-
Puffer eluiert und 100 pl-Fraktionen aufgefangen. Nach Konzentrationsbestimmung tiber Ag

wurden die proteinhaltigen Fraktionen gepoolt und nochmals die Trx-Konzentration des Pools

bestimmt.
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In 100 pl-Ansdtzen wurden nun in verschiedenen Kombinationen TrxR-Puffer mit
reduziertem Trx, AOPsk und tBOOH gemischt. Trx war in jedem Ansatz ad 100 uM
enthalten. Wenn verwendet, betrug die AOPsk-Konzentration 40 uM und die tBOOH-
Konzentration 200 pM. Die Zusammensetzung der Proben ist in Tabelle 3.12.
veranschaulicht. Probe 1 sollte die Reduktion von Trx bestitigen. Probe 4 sollte zeigen, dass
in gegebenen Konzentrationen tBOOH nicht von Trx direkt reduziert wird. Fiir Probe 3, die
Trx und AOPsk enthielt, waren zumindest ebenso viele SH-Gruppen zu erwarten wie fiir die
Probe ohne AOPsk (Probe 1). In Probe 2 dagegen sollten die Elektronen von Trx iiber AOPsk
auf tBOOH iibertragen werden und daher wenige bis keine SH-Gruppen mehr messbar sein.
Die Bestimmung der SH-Gruppen erfolgte nach Verdiinnung der Inkubationsansitze mit
TrxR-Puffer um Faktor 10. Die Absorption des verdiinnten Ansatzes bei 412 nm wurde als
Nullwert eingestellt und nach Zugaben von 400 uM DTNB erneut bestimmt. Messungen
erfolgten direkt und nach 15 miniitiger Inkubation.

Tabelle 3.12.

Nr. der Probe — | 1 | 2 | 3 | 4 | S

Komponente | | | | | | Pipettierschema und
Ergebnisse der SH-

TrxR-Puffer | | + | + | | Gruppenbestimmung

PfTrx1 | | + | + | | der Messreihe Trx —
AOQOPsk.

PFAOPsk | - | + | + | . | In TrxR-Puffer wurden, je

tBOOH | - | + | - | + | nach  Probe, 100 uM

SH-Aquivalente (uM) vorreduziertes Trx mit 40 uM

ohne Inkubation 20.5 11.8 210 20.1 | AOPsk und 200 uM tBOOH

— gemischt und nach
SH Aqulvglente (“M.) 20.5 9.1 21.5 18.4 Verdiinnung um Faktor 10
nach 15 min. Inkubation

durch Zugabe von 400 pM
DTNB die SH-Aquivalente bei 412 nm bestimmt.

Wie anhand von Probe 1 ersichtlich, war die Reduktion von Trx mittels DTT erfolgreich,
denn es wurden die bei vollstindiger Reduktion zu erwartenden 20 uM SH-Gruppen
gemessen (10 pM Trx im Endvolumen, 2 SH-Gruppen pro Molekiil). Die leichte
Uberschitzung der SH-Gruppen-Konzentration ist wahrscheinlich damit zu erkliren, dass
keine Bestimmung des Hintergrundes durchgefiihrt wurde. Die Anwesenheit von AOPsk
macht fiir die Erfassung der SH-Gruppen keinen Unterschied (Probe 3). Anhand von Probe 4
wird deutlich, dass unter gegebenen Bedingungen weder sofort noch nach 15 Minuten eine
signifikante Elektroneniibertragung von Trx auf tBOOH stattfindet. In Anwesenheit von
AOPsk ist das jedoch der Fall, was erwartet und durch Probe 2 gezeigt wurde. Allerdings ist
die Ubertragung nicht vollstindig, wie dies im entsprechenden Assay mit TPx1 und H,O,
(siehe 3.6.2) oder auch bei der DTNB-Titration mit AOPsk beobachtet werden konnte. Erklért
werden konnte dies mit der Inaktivierung des Prx durch das Peroxid oder aber damit, dass es
sich bei AOPsk in erster Linie um eine Grx-abhingige Peroxidase handelt, wihrend TPx1 ein
klassisches  Trx-abhingiges Prx ist. Ferner ist der Konzentrationsunterschied
(Endkonzentrationen AOPsk
4 uM vs. 8 uM TPx1) zu beriicksichtigen, welcher angesichts der fiir beide Proteine
beobachteten Inaktivierung durch Peroxide moglicherweise nicht zu vernachlissigen ist.
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Versuch zur Reduktion von AOPsk durch Plrx
Nachdem mittels Trx die Funktionstauglichkeit des Versuchsaufbaus sichergestellt war,

wurden fiir das eigentliche Experiment die Reduktion von Plrx mittels DTT und
anschlieende Separation iiber Ni-NTA-Agarose vorgenommen wie fiir Trx1 beschrieben.
Der Proteingehalt der eluierten Fraktionen wurde bei 280 nm gegen 200 mM Imidazol in US-
Puffer gemessen (&30 = 31.4 mM™" cm™) und die proteinhaltigen Fraktionen gepoolt.
AnschlieBend wurden nach nochmaliger Proteinbestimmung des Pools verschiedene
Inkubationsansitze in TrxR-Puffer vorbereitet. PfPlrx war in allen Proben-Ansitzen in einer
Konzentration von 100 uM vorhanden; die Kontrollen dienten der Erfassung moglicher
Reaktionen ohne Plrx. Von AOPsk wurde in den entsprechenden Ansédtzen 40 uM verwendet,
die tBOOH-Konzentration betrug 200 uM. Tabelle 3.13 gibt die Pipettierschemata fiir Proben
(P)- und Kontrollansitze (K) wieder. Messungen erfolgten direkt und nach 15miniitiger
Inkubation bei Raumtemperatur. Dazu wurden jeweils 40 pl des Inkubationsansatzes mit
TrxR-Puffer auf 400 pul Endvolumen verdiinnt und durch Zugabe von DTNB ad 400 uM die
in der Losung vorhandenen und zugénglichen SH-Gruppen iiber die Entstehung von TNB-
Anionen bei 412 nm bestimmt.

Nr. der Probe /

Kontrolle — Pl P2 P3 P4 K1 K2 K3 K4
Komponente | | | | | | | | | |
Plrx I | N T
AOPsk I I [
tBOOH [ P T | -+
SH-Aquivalente™ 38.3 26.4 38.1 37.1 4.6 6.1 4.6
t=0 (uM) 134 | +44 | £33 | 32 +05 £07 | 05
SH-Aquivalente * | 373 21.1 36.8 333 .

t=15 (uM) +25 | £35 | £31 | £33 Siehe t =0

Tabelle 3.13. Zusammensetzung der Proben- und Kontrollansiitze zur Erfassung der Interaktion Plrx —
AOPsk und Ergebnisse der Messungen.

Je nach Ansatz wurden 100 pM reduziertes Plrx mit 40 uM AOPsk und 200 uM tBOOH in TrxR-Puffer
gemischt. Ein Aliquot des Inkubationsansatzes wurde mit TrxR-Puffer um Faktor 10 verdiinnt und zur Erfassung
der SH-Aquivalente bei 412 nm mit 400 pM DTNB versetzt. P1-4: Probe 1-4. K1-4: Kontrolle 1-4. Die
Unterschiede der Kontrollen K1, K2 und K4 waren vernachlissigbar, daher wurden die Absorptionswerte der
Proben um einen Durchschnittskontrollwert (4.6 uM SH) korrigiert. Kontrollwerte nach 15miniitiger Inkubation
wiesen keine Unterschiede zu denen an t = O gemessenen Werten auf. Die aufgelisteten SH-Gruppen-
Konzentrationen ergeben sich aus Division der Nettoabsorption bei 412 nm mit dem millimolaren
Extinktionskoeffizient des TNB (¢ = 13.6 mM ™' cm™).

* Alle Werte stellen Durchschnitte aus 4-5 unabhingigen Messungen dar. Fiir jede Messreihe wurden die SH-
Gruppen-Konzentrationen berechnet und diese anschliefend gemittelt.

Wie bei vollstindiger Reduktion von Plrx durch DTT erwartet, wurden fiir Probe 1
(entsprechend Reaktion Plrx — DTNB) 40 uM TNB-Anion entsprechend 40 uM SH-
Gruppen detektiert. Die 4 Thiole des Plrx-Molekiils sind somit nativ zuginglich und
redoxaktiv. In Anwesenheit von AOPsk (Probe 3) wurden die Elektronen letztlich ebenfalls

quantitativ auf DTNB iibertragen. Eine erwidhnenswerte Autoxidation durch die 15 miniitige
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Inkubation fand nicht statt. Probe 4 sollte ausschlielen, dass Plrx selbst bereits zur Reduktion
von tBOOH in der Lage ist.

Bei sofortiger Messung war nahezu keine Interaktion festzustellen (37.1 uM SH-Gruppen
vorhanden), und auch nach 15miniitiger Inkubation hatte nur eine begrenzte Oxidation
stattgefunden (3.8 uM SH-Gruppen; bei Beriicksichtigung von ~ 1 puM Autoxidation (Probe 1
und 3) 2.8 uM). Die direkte Interaktion zwischen Plrx und tBOOH ist also deutlich geringer
als zwischen Plrx und H,O, (siehe 3.6.2). Da jedoch auch in der eigentlichen Probe wihrend
der Inkubationszeit nur eine geringe Weiterreaktion stattfand (5.3 uM SH-Gruppen), scheint
eine Beriicksichtigung dennoch ratsam. Dadurch verringert sich die auf das Prx
zuriickfiihrbare, zeitabhidngige Oxidation in P2 auf 1.5 uM SH-Gruppen in 15 Min. Die
spontane Elektronenweiterleitung von Plrx iiber AOPsk auf tBOOH bewirkte den Verlust von
11.7 uM SH-Gruppen. Nach 15 Minuten sind annihernd 20 uM SH-Aquivalente iibertragen,
was einem vollstindigen Reaktionsablauf entspricht, da zwar alle 4 SH-Gruppen des Plrx
potentiell redoxaktiv sind, jedoch nur zwei zum putativen aktiven Zentrum gehoren.

Aufgrund dieser Daten kann also festgehalten werden, dass Plrx als Elektronendonor fiir
AOPsk dienen kann, des weiteren, dass tBOOH im Gegensatz zu H,O, weder spontan noch
zeitabhéngig deutlich durch Plrx reduziert wird. Schlieflich wird durch die Ergebnisse auch
die Annahme zweier katalytisch aktiver Cysteinreste in Plrx gestiitzt.

3.5.12 Qualitative Untersuchungen zur Funktion von AOPsk

Test der DHA-Reduktase-Aktivitéit von AOPsk
Aufgrund der im  Rahmen  dieser  Arbeit  festgestellten  unspezifischen
Dehydroascorbatreduktase-Aktivitdat der PfTPx1 (siehe 3.6.3) wurde diese auch fiir AOPsk

getestet. In diesem Zusammenhang erwies sich das Grx-backup-System als ungiinstig, da

PfGrx selbst, wie im entsprechenden Teil der Arbeit besprochen und fiir andere Glutaredoxine
aus der Literatur bekannt, DHA reduzieren kann (Wells et al., 1990). Mit dem Trx-System
musste ebenfalls eine Hintergrundreaktion in Kauf genommen werden, da Dehydroascorbat
auch mit PfTrx1 interagiert (siehe 3.4.2). Unter den gewéhlten Bedingungen war die Reaktion
aber schwach genug, um die Beobachtung einer eventuellen Verstirkung durch AOPsk
zuzulassen.

In einem Endvolumen von 0.4 ml wurden in TrxR-Puffer zundchst 10 uM Trx durch 0.1 U/ml
TrxR in Anwesenheit von 100 uM NADPH reduziert. Dann erfolgte die Zugabe von AOPsk
ad 40 uM und nach Einstellung der baseline der Start des Assays mittels 80 uM
Dehydroascorbat.

Der bei 340 nm gemessene NADPH-Verbrauch wurde durch die Anwesenheit von 40 uM
AOPsk im Vergleich zur entsprechenden Prx-freien Kontrolle nicht signifikant verstéirkt. Die
Erhohung der NADPH-Konzentration auf 200 uM und der DHA-Konzentration auf 2 mM
brachte keine Verdnderung des Ergebnisses. AOPsk hat demnach keine DHA-Reduktase-
Aktivitit.

Test einer Ascorbat-Peroxidase-Aktivitdt von AOPsk
Ascorbat-abhingige Peroxidasen stellen bei Pflanzen einen Teil des Ascorbat-Glutathion-

Zyklus dar, der der Peroxidentgiftung in Chloroplasten, aber auch in Mitochondrien dient
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(Chew et al., 2003). Es wurde daher iiberpriift, ob AOPsk eine solche Funktion besitzt. Dazu
wurde in einem 0.4 ml-Assay in TrxR-Puffer der Umsatz von 100 uM Ascorbat in
Anwesenheit von 10 uM AOPsk und 100 uM tBOOH bei 265 nm bestimmt. Bei dieser
Wellenlinge wurde der millimolare Extinktionskoeffizient von Ascorbat mit & = 14 mM™’ cm’
angenommen (z.B. Chew et al., 2003). Die Abnahme von 1.5 uM Ascorbat pro Minute im
Kontrollassay (AA = -0.0215 min™) wurde durch die genannte Konzentration AOPsk nicht
verstirkt.

Unter den gegebenen Bedingungen ist AOPsk nicht als Ascorbatperoxidase aktiv.

3.5.13 Oligomerisierung / FPLC-Verhalten

Bei reduzierender SDS-PAGE von AOPsk zeigt sich nur eine Bande, ist dagegen kein
Reduktionsmittel (3-ME / DTT) zugegen, ergeben sich zum einen die Doppelbande, zum
anderen in geringem MafBle auch Banden, die moglicherweise Dimerformen entsprechen (Abb.
3.37). Um zu testen, ob auch nativ solche Formen existent sind, wurden Gelfiltrationen

durchgefiihrt.
kDa Abb. 3.37. Reduzierende/nicht-reduzierende SDS-PAGE von AOPsk.
M + = Auf ein 15%iges SDS-Gel wurden jeweils 5 ug AOPsk in An- bzw.
116.0 Abwesenheit von B-ME im Probenpuffer aufgetragen. Markerbanden von
oben nach unten: 116.0 kDa, 66.2 kDa, 45.0 kDa, 35.0 kDa, 25.0 kDa,
66.0 | N—- 18.4 kDa, 14.4 kDa.
45.0 Gelfiltration mit AOPsk
35.0 Zur Untersuchung des nativen Oligomerisierungszustandes

von AOPsk wurden Gelfiltrationen unter verschiedenen
25.0 - Bedingungen durchgefiihrt. Dazu wurde die HilLoad-Séule

fe— Superdex 75 (Amersham Pharmacia) mit mindestens 2.5 SV
184 — des Laufpuffers dquilibriert; anschlieBend wurden 1.5-2 mg

Protein in einem Volumen von 0.4-0.6 ml aufgegeben. Die
144 | e

Elution erfolgte mit einer Flussrate von 1 ml/min iiber 1 SV

(~ 120 ml), wobei in 2 ml-Portionen fraktioniert wurde. Die
verwendeten Zusitze zur Proteinlosung und erhaltene Peaks sind in Tabelle 3.14 aufgelistet.
Unter allen Bedingungen vorhanden ist ein Peak entsprechend ~ 37 kDa (mit Superdex 200
39 kDa) und fast immer auch einer entsprechend 53 kDa. Die 53 kDa-Form tritt stets nur in
sehr geringen Anteilen (max. 11%) auf; zu erkennen ist jedoch die Tendenz einer Zunahme
unter Oxidation bzw. hoher NaCl-Exposition. Bei Behandlung des Proteins mit tBOOH bzw.
hohen Konzentrationen NaCl erscheint ferner ein Peak im Ausschlussvolumen. Das
entsprechende Molekulargewicht liegt > 250 kDa, da diese Form auch bei Verwendung einer
Superdex 200-Sdule im Ausschlussvolumen eluierte. Nach der SDS-PAGE zu urteilen,
handelt es sich bei allen drei Formen um AOP; dem errechneten Mw zufolge (22.54 kDa)
stellt der 37 kDa-Peak eher das Dimer (errechnet 45.08 kDa) dar. Diese Annahme wurde
durch die Aufkldarung der Kristallstruktur bestitigt (Sarma et al., 2005). Sowohl Dimer als
auch Multimer scheinen iiber nicht-kovalente Wechselwirkungen zustande zu kommen, da
unter denaturierender SDS-PAGE entweder nur die Monomerbande auftritt oder diese den
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Hauptanteil hat. Der geringe Dimeranteil in Abb. 3.37 stellt wahrscheinlich ein
Oxidationsartefakt dar.
Peak 1 Peak 2 | Peak 3 |
Zusitze % der % der % der
MG (kDa) Peakfliache MG (kDa) Peakfliache MG (kDa) Peakfliache
/ | 373 94 53.8 | 3 | |
2mM DTT
1h inkubiert 36.0 89 / / / /
2 mM tBQOH 36.7 74 52.5 11 AV 11
1h inkubiert
3x1h Dialyse gg.
30 mM Tris, 36.3 83 52.5 8 AV 9
1.5 M NaCl, pH 8

Tabelle 3.14. Bedingungen und Ergebnisse der Gelfiltrationen mit AOPsk.

Zur Untersuchung des Oligomerisierungsverhaltens von AOPsk wurden 1.5-2 mg Protein unter Verwendung
verschiedener Zusitze auf eine dquilibrierte Superdex 75-Sdule aufgegeben. Als Laufpuffer wurde US-Puffer,
pH 8.0 benutzt (Ausnahme: Lauf mit NaCl, hier wurden 30 mM Tris, 1.5 mM NaCl, pH 8.0 eingesetzt). Mit
einer Flussrate von 1 ml/min wurde iiber 1 Sdulenvolumen eluiert, wobei 2 ml-Fraktionen aufgefangen wurden.

Die Doppelbande, die mit AOPoS immer pridsent war, zeigt sich mit AOPsk im Gel nur unter
nicht-reduzierenden Bedingungen. Letzteres fiihrt zu der Annahme, dass es sich dabei
zumindest im Fall von AOPsk um ein Oxidationsresultat handelt. Da in der Gelfiltration nicht
scheint die Oxidation ein Artefakt des der SDS-PAGE vorangehenden
Behandlungsprozesses zu sein.

vorhanden,

Massenspektrometrie-Analyse
Um die Identitdt und Beschaffenheit der beiden unter nicht-reduzierenden Bedingungen im

SDS-Gel erhaltenen Banden nédher zu untersuchen, wurden diese aus dem Gel ausgestochen,
tryptisch verdaut und der Massenspektrometrie unterzogen.

Es stellte sich heraus, dass es sich in beiden Fillen um AOPsk handelt. Die eindeutig
identifizierbaren Peptide decken in der unteren Bande 73% der AOP-Sequenz ab, in der
oberen Bande betrigt die Abdeckung 61%. Leider konnte jedoch die Modifikation, die zur
Entstehung der unteren Bande gefiihrt hat, iiber diese Methode nicht nachgewiesen werden:
Alle zugeordneten Peptide sind in beiden Banden identisch; es ist daher eher
unwahrscheinlich, dass die untere Bande ein Spaltprodukt darstellt, wie bei der TPx aus
humaner Erythrozyten-Plasmamembran der Fall (Cha ez al., 2000). Dagegen konnten die
Peptide, die die Cysteinreste enthalten und moglicherweise in der unteren Bande iiber eine

Disulfidbriicke verbunden sind, nicht gefunden werden.

3.5.14 Kristallisation

Die Kiristallisation von AOPsk wurde zunéchst mit Proteinkonzentrationen zwischen 7.0 und
11.6 mg/ml (in der Proteinldsung) unter den Standardbedingungen (Crystal Screen- Kits I und
II, dabei 600 pul CS-Losung + 200 ul H>O fiir Reservoir; 2 pl Proteinlosung + 2 pl Reservoir;
Ansatz bei RT, Aufbewahrung bei RT oder 4°C) versucht, wobei das Protein entweder in US-
Puffer, pH 8.0 (z. T. mit etwa 50 mM Imidazol) oder in 100 mM Hepes, 50 mM KCI, pH 7.4
vorlag. Unter diesen Bedingungen wurde auch der Zusatz von 2 mM DTT bzw. 100 uM H,O,
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(bezogen auf die Proteinlosung) getestet. In allen Fillen war rasche Prizipitation, meist schon
wihrend der Préaparation des Tropfens, festzustellen. Eine Verbesserung beziiglich der
Stabilitit des Tropfens und schlieBlich auch erfolgreiche Kristallisation resultierte aus der
Kombination der Dialyse des Proteins gegen 30 mM Tris, | mM EDTA, pH 8.0, Zusatz von
14 mM B-Mercaptoethanol zur Proteinlosung und Priparation des Kristallansatzes mit
vorgekiihlten Materialien auf Eis. Unter diesen Bedingungen konnten dann auch hohere
Proteinkonzentrationen (bis 20.5 mg/ml) und hohere Reservoirkonzentrationen (bis 750 pl
CS-Losung + 50 pl H,O ohne sofortige Prizipitation getestet werden.

Besonders schone Kristalle wurden unter den Bedingungen erzielt, die in Tabelle 3.15
aufgelistet sind. Diese wurden in der Gruppe von Dr. P. A. Karplus (Department of
Biochemistry & Biophysics, Oregon State University, Corvallis, OR, USA) der
Rontgenstrukturanalyse unterzogen.

Tabelle 3.15.

. Kristallisations-
Pr?::'u;ﬁ)n z Screen Zusitze zum Tropfen Tr(oplgen bedingungen der zur

& H Rontgenstrukturanalyse

o verschickten Kristalle.
14 CSI1#40 Additive Screen 2 # 23 2+2+1 Das Protein lag stets in 30
| 14 | CSI#40 | AdditiveScreen2#18 | 2+2+1 il Tris, | mM EDTA,
p .0 vor. Vor der
\ 14 \ CS 1#40 | Additive Screen 2 # 16 | 2+2+1 | Priparation der Ansitze
wurden der Pro-
14 CS1#40 Additive Screen 2 # 15 2+2+1 teinldsung 14 mM B-ME
— zugefiigt. Das Reservoir
| 14 | CSI#40 | AdditiveScreen2#20 | 2+2+1 | wide aus 600 ul Crystal
14 CS1#40 Additive Screen 2 # 19 2+2+1 Screen-Losung und
200 pl  ag. dest.
‘ 12 ‘ CS I # 40 | / | 242 hergestellt. Die
verwendeten  Losungen
| 10 | CS1#40 | / | 242 waren auf 4°C temperiert;
Préparation von Reservoir
‘ 15 ‘ CS1#40 | / | 2+2 und Tropfen ebenso wie
. die Aufbewahrung der
| 15 | CSU#26 | AdditiveScreen2#17 | 24241 | ool rfolgten eben

falls bei 4°C.

Abb. 3.38. Kristalle des AOPsk.

Die verwendete Proteinlosung enthielt 14 mg/ml
AOPsk in 30 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0 mit
14 mM B-ME. Fiir den Tropfen wurden 2 ul dieser
Losung mit 2 pl Reservoir vermischt und mit 1 ul
der Losung # 23 aus dem Additive Screen 2
versetzt. Das Reservoir enthielt 600 ul CS I # 40
und 200 pl H,O. Die Priparation erfolgte auf Eis
mit auf 4°C vorgekiihlten Materialien. Der Ansatz
wurde bei 4°C aufbewahrt.
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Mittels Rontgenstrukturanalyse und molecular replacement konnte die Struktur von AOPsk
bei einer Auflosung von 1.8 A gelost werden (Sarma et al., 2005). Anhand der mittlerweile 12
bekannten Prx-Strukturen wurden gemeinsame Elemente des Prx fold aufgezeigt. Im Zentrum
dieser Struktur befinden sich 7 B-Faltblattstrukturen, die von 5 o-Helices umgeben werden.
Die erste Windung der a2-Helix bildet den Cp-loop, der das peroxidative Cystein (C59)
enthilt. Die weiteren, in allen Prx konservierten, katalytisch bedeutsamen Reste finden sich
auch in PfAOP (Pro52, Thr56, Argl37). PfAOP ist das erste Prx, in dessen Kristallstruktur
das peroxidative Cystein als Sulfonsidure (CysSOz;H) vorliegt. Eine weitere Besonderheit ist
das sogenannte o-Aneurisma, eine Insertion aus nur einem AS-Rest innerhalb der dem C59
folgenden Windung. Die Lokalisation des C85 innerhalb eines zentralen B-Faltblattes stiitzt

die Annahme, dass PFAOP mechanistisch ein
1-Cys-Prx darstellt. PFAOP liegt im Kiristall
als Dimer vor, und sowohl light scattering-
Experimente als auch die Gelfiltration
zeigen, dass diese Struktur auch in Losung
dominiert. Die interface des Dimers ist vom
sog. A-Typ (alternate) und basiert auf loop-
Strukturen, wihrend der interface vom B-
Typ B-Faltblatt-Strukturen zugrunde liegen.
Dekamer-bildende Prx verwenden beide
interface-Strukturen.

Abb. 3.39. Strukturmodell des PFAOP.

Dargestellt ist das AOP-Dimer; «-Helix- und B-
Faltblattstrukturen, die allen bekannten Prx-Strukturen
gemeinsam sind, haben blaue Farbe; AOP-spezifische
Insertionen sind rot dargestellt. Die active site-
Cysteinreste, die als Sulfonsdure vorliegen, sind im
Kalottenmodell gezeichnet (Sarma et al., 2005).

3.5.15 Intrazellulires Targeting

Da entsprechende Computerprogramme mit

hoher Wahrscheinlichkeit den Apicoplasten
als subzellulédres Ziel von PfAOP angaben, wurde die genaue Lokalisation des Proteins in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. D. Soldati (Department of Genetics & Microbiology, Faculty of
Medicine, University of Geneva, CMU, Switzerland) mittels des verwandten Organismus
Toxoplasma gondii untersucht (Nickel et al., Manuskript eingereicht). Dazu wurde zunichst
die N-terminale Sequenz von PfAOP (AS-Reste 1-66) einschlielich des putativen
zweiteiligen Targeting-Signals iiber PCR amplifiziert (als Template diente das erste klonierte
PfAOP-Konstrukt) und in den Vektor pTGFPTyHx kloniert. Letzterer ist ein Abkommling
von pTGFPHXx, bei dem downstream des GFP ein Ty-1-tag einkloniert wurde (Delbac et al.,
2001). Parallel dazu wurde iiber PCR aus genomischer Toxoplasma-DNA das analoge Tg-
Gen identifiziert und in den Vektor PT8SOD3TyHx kloniert.

AnschlieBend erfolgte die Transfektion der Vektoren zu Tachyzoiten des Tg-Stammes
RHhxgprt” mittels Elektroporation (Soldati, 1993). Transformanden wurden vermehrt und
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durch indirekte Immunfluoreszenz auf die Expression der Transgene hin untersucht. Die auf
Objekttriger fixierten und permeabilisierten Parasiten wurden mit Anti-Tyl-Antikorpern und
Myosin-light chain (MLC)-1-Antikorpern inkubiert. Mit Hilfe der MLC-1-Antikérper wurde
die Pellikula der Parasiten sichtbar gemacht (Herm-Gotz et al., 2002), wihrend die Anti-Ty-
Antikorper die subzellulidre Lokalisation des Ty-getagten Proteins zeigen sollten.

Die Behandlung mit  Anti-Ty-1-tag-Antikorpern  resultierte  sowohl bei  den
pT8PfAOP1‘66GFPTy—exprimierenden als auch bei den pT8TgAOPTy-exprimierenden
Parasiten in einer starken perinukledren Fiarbung, wie sie fiir das Endoplasmatische Retikulum
charakteristisch ist.

Abb. 3.40. Immunfluoreszenz mit Tg-Tachyzoiten.

Oben: Uberexpression des Tg-AOP. Unten: Uberexpression des GFP-Fusionsproteins mit PfAOP-leader-
Sequenz. Griin: Anfiarbung des iiberexprimierten Proteins mittels Ty-Antikorper. Rot: Anfiarbung der Myosin-
light chain. Zweifarbig: Overlay.

3.6 Charakterisierung des erweiterten Substratspektrums der
Pf-Thioredoxinperoxidasel (PfTPx1)

3.6.1 Ermittlung der Grx-abhiingigen Peroxidase-Aktivitit der PfTPx1

Kiirzlich wurden einige pflanzliche Grx-abhingige Peroxiredoxine charakterisiert (Rouhier e?
al., 2001; Bréhélin et al., 2003), auBerdem bakterielle Enzyme, die Fusionsproteine aus Prx
und Grx darstellen (Pauwels er al., 2003; Rouhier and Jaquot, 2003). Wenngleich diese
Peroxiredoxine zur Klasse der TypV-Prx gehoren, so stellte sich bei nidherer Betrachtung der
Literatur doch die Frage, ob nicht fiir manche andere Prx-Proteine die Grx-abhingige
Aktivitdt bisher schlicht itibersehen wurde. Fiir die bislang als Thioredoxinperoxidase
charakterisierte PfTPx1 wurde dieser Test deshalb im Rahmen der vorliegenden Arbeit
gewissermallen nachgeholt.
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Die heterologe Expression und Reinigung der PfTPx1 erfolgte wie unter 3.6.4. beschrieben.
Da sich das Enzym bei Lagerung verdndert, womit sowohl die Verschiebung kinetischer
Parameter als auch das Auftreten einer charakteristischen Doppelbande im SDS-Gel
einhergeht (Rahlfs und Becker, 2001), wurde fiir die hier durchgefiihrten Messungen stets
frisch gereinigtes Enzym verwendet. Die Durchfithrung der Assays erfolgte bei 37°C in
HEDS-Puffer, da in diesem Puffer auch die Aktivitit von Grx gemessen wird. Zur Erfassung
der Grx-Abhingigkeit der Reaktion wurden in 400 ul Endvolumen 200 uM NADPH, 1 mM
GSH, 0.7 U/ml PfGR mit unterschiedlichen Grx-Konzentrationen inkubiert. Nach Erreichen
einer baseline erfolgte die Zugabe von 40 uM PfTPx1 und wiederum nach Einstellung der
baseline der Start des Assays mit 100 uM H,O,.

Die Messung der TPx-Abhidngigkeit erfolgte mit 0.5 pM Grx bei variierenden PfTPx1-
Konzentrationen.

Fiir Vergleichszwecke wurde parallel unter gleichen Puffer- und Temperaturbedingungen die
Peroxidase-Aktivitdt mit dem Thioredoxin-backup-System gemessen. Letzteres bestand aus
200 uM NADPH, variierenden PfTrx1-Konzentrationen, 0.1 U/ml PfTrxR und 0.25 uM
PfTPx1 zur Bestimmung der Trx-Abhingigkeit. Zur Messung der TPx-Abhingigkeit wurden
analog zu den Assays mit Grx 0.5 uM Trx verwendet.

Der GSH-abhingige H,O,-Abbau und dessen Hemmung durch PfTPx1 wurden durch
Kontrollen ohne Grx, welches in den verwendeten Konzentrationen keinen eigenen Einfluss
hat, beriicksichtigt. Das Trx-backup-System betreffend wurden die gemessenen
Absorptionsabnahmen um die Trxl-abhingige HO,-Degradation berichtigt. Alle
dargestellten Messergebnisse wurden mehrfach reproduziert.

Tatséchlich lie sich unter den beschriebenen Untersuchungsbedingungen eine Grx-abhingige
Aktivitdt der PfTPx1 messen; V. dieser Reaktion wurde mit 31.4 + 2 mU/mg berechnet.
Der mittels Lineweaver-Burk-Plot ermittelte Ky fiir Grx liegt bei 0.837 uM. Es ergibt sich ein
Kea/Knmvon 14.51 mM™ s,

Abb. 3.41. Grx-
0,16 Abhéngigkeit der PfTPx1.
0,14 . . Bei 37°C wurde die durch
40 uM TPx1 Kkatalysierte
0,12 Reduktion von 100 uM H,0,
£ o1 < anhand des Verbrauchs von
E oo 200 uM NADPH iiber das
<<t 0.06 . backup-System aus 0.7 U/ml
’ PfGR, 1 mM GSH und
0,04 o variierenden Grx-Konzentratio-
0,02 : nen gemessen.
0 ‘ ‘ T T
0 1 2 3 4 5 Zwar ist mit dem parallel
[Grx] (uM) gemessenen Trx-backup-

System  die  Aktivitit
betrdchtlich hoher (1.91 U/mg), nichtsdestotrotz zeigen die Messungen, dass PfTPx1 Grx-
abhingige Peroxidase-Aktivitit besitzt und damit das erste typische 2-Cys-Prx ist, fiir das eine
solche festgestellt wurde. Dariiber hinaus ist die Affinitét fiir Grx deutlich hoher als fiir Trx,
fiir das der Ky in den Parallelmessungen mit 22.5 uM bestimmt wurde.
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Zum Vergleich der Grx- und Trx-abhédngigen Aktivitdten wurde zudem die TPx-Abhéngigkeit
in Anwesenheit von 0.5 uM des jeweiligen Elektronendonors erfasst. Die Ergebnisse mit dem
Grx-backup-System wurden um die entsprechenden Kontrollen ohne Grx korrigiert.

0,4 0,3
3
0,3
£ £ 027
£ £
i 0,2 s
0,1 -
0,1 -
0 T T T T T T T 0,0 T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 20 40 80
a [TPx1] (uM) b [TPx1] (uM)

Abb. 3.42. TPx-Abhingigkeit mit 0.5 uM Trx (a) bzw. Grx (b).

In Anwesenheit von 0.5 uM Trx bzw. Grx wurde die Peroxidase-Aktivitit verschiedener TPx1-Konzentrationen
gemessen. Die Zusammensetzung der backup-Systeme und die Vorgehensweise waren wie fiir die
Elektronendonor-Abhéngigkeiten beschrieben.

Der x-Achsen-Schnittpunkt der Aktivitidtskurve mit dem Grx-backup aulerhalb des O-Punktes
ist mit der Eigentiimlichkeit der Kontrollen zu erkldren, die mit abnehmender TPx-
Konzentration steigen, dadurch, dass die beobachtete Hemmung des GSH-abhéngigen H,0O,-
Abbaus sinkt. Daraus kann eine leichte Unterschidtzung der Aktivitdt mit niedrigen TPx-
Konzentrationen resultiert haben.

Fiir beide Elektronendonoren ist eine klare Konzentrationsabhidngigkeit zu erkennen. Die
beobachtete Sittigung zeigt das Limit des backup-Systems auf. Die Begrenzung durch die
verwendete TrxR-Konzentration wurde jedoch ausgeschlossen. Aus Abb. 3.43 ist ferner zu
erkennen, dass sich ein Anstieg der TPx-Konzentration mit dem Trx-backup stérker
bemerkbar macht. Zwischen 0 und 5 uM TPx1 betrdgt die Steigung unter Grx-Verwendung
0.0013, mit Trx dagegen das 40fache.

3.6.2 Reduktion der PfTPx1 durch PfPlrx

Analog zur Versuchsreihe mit AOPsk war auch fiir PfTPx1 die Untersuchung einer
moglichen Interaktion mit PfPIrx ein interessanter Versuchsansatz. Auch hierfiir wurde die fiir
AOPsk beschriebene Endpunktbestimmung herangezogen, allerdings unter Verwendung von
H,0, anstelle von tBOOH, da ersteres das priferierte TPx1-Substrat darstellt. Bei gegebener
Reduzierbarkeit der PfTPx1 durch Plrx sollten in Anwesenheit von H,O, die Elektronen auf
das Peroxid weitergeleitet werden und durch DTNB nicht mehr erfassbar sein. Auch hier war
zur Annahme der Elektronentransferkette Plrx — TPx1 — H»>O, der Ausschluss einer
direkten Reduktion des Peroxids durch Plrx notig.

Positivkontrolle mit Trx
Da Trx1 der klassische Elektronendonor fiir TPx1 ist, wurde als Positivkontrolle zunéchst ein

entsprechender Versuch mit Trx statt Plrx durchgefiihrt. Dazu wurde PfTrx1 vorreduziert, wie
in 3.5.11 erldutert. In 100 pl-Ansitzen wurden nun in verschiedenen Kombinationen TrxR-
Puffer mit reduziertem Trx1, TPx1 und H,O, gemischt. Trx1 war in jedem Ansatz ad 100 uM
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enthalten. Wenn verwendet, betrug die TPx1-Konzentration 80 puM und die H;O;-
Konzentration 200 uM. Tabelle 3.16 gibt die Zusammensetzung der Proben wieder.

Tabelle 3.16. Pipettierschema und

Nr. der Probe — | 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘
Komponente | SH-Gruppenbestimmung der
| | | | | Messung der Trx—TPx1-
TrxR-Puffer | | + | + | | Iqteraktlon.
Die Komponenten wurden zu
PfTrxl | | i | + | | folgenden Konzentrationen verwen-
PfTPx1 | - |+ | + | - | dett PfTrxl: 100 uM; PfTPxI:
tBOOH | _ | + | _ | T | 80 uM; H,0,: 200 uM. Zu den
— Zeitpunkten t = 0 und t = 15 min
SH-Aqulvalepte (uM) 22 54 18.7 193 wurden Aliquots der Inkubations-
Ohne._lnkubatlon ansidtze um Faktor 10 verdiinnt und
SH-Aquivalente (uM) mittels 400 uM DTNB die darin
. : 20.5 5. 184 6.4 . .
nach 15 min. Inkubation 0 verfiigbaren = Reduktionsidquivalente

bestimmt.
Die Bestimmung der SH-Gruppen erfolgte nach Verdiinnung der Inkubationsansitze mit

TrxR-Puffer um Faktor 10. Die Absorption des verdiinnten Ansatzes bei 412 nm wurde als
Nullwert eingestellt und nach Zugaben von 400 uM DTNB erneut bestimmt. Messungen
erfolgten direkt und nach 15 miniitiger Inkubation.

Mit Probe 1 wurde die vollstindige Reduktion von Trx nachgewiesen. Die leichte
Uberschitzung der SH-Gruppen (22 uM bei 20 uM durch Trx erreichbaren) ergibt sich aus
dem nicht beriicksichtigten Hintergrund. Probe 3 enthielt erwartungsgemidf annihernd
genauso viele SH-Gruppen. Die geringe Differenz zu Probe 1 konnte damit zu erklidren sein,
dass Elektronen, die zunéchst auf TPx1 {ibertragen wurden, bereits auf Spuren von im Ansatz
vorhandenen Substraten weitergeleitet wurden. Probe 4 zeigt, dass in verwendeten
Konzentrationen zwar nicht sofort eine Elektroneniibertragung von Trx auf H,O, erfolgt; nach
15 Minuten hat diese jedoch in deutlichem Ausmal} stattgefunden. Probe 2 bestitigt die
effektive Weiterleitung der Elektronen iiber TPx1 auf H,0O,, die bereits bei sofortiger
Messung abgeschlossen ist. Die verbleibenden 5 uM SH-Gruppen konnen wiederum auf
Hintergrundabsorption zuriickgehen.

Versuch zur Reduktion von TPx1 durch Plrx
Die Reduktion und Reinigung von PfPlrx erfolgte wie fiir den entsprechenden AOPsk-

Versuch beschrieben. Es wurden folgende Inkubationsansitze in TrxR-Puffer prépariert:
Tabelle 3.17.

Nr. der Probe / ‘ P2 ‘ | P4 ‘ K1 ‘ K2 | K3 ‘ z

Kontrolle — usammensetzung
—omponente) ‘ ‘ | ‘ ‘ | ‘ (Iilfll;ubatlonsansatze
TrxR-Puffer | S T | | | zur Messung der
PfPlrx | '+ |+ | + | - | - | - | Reduktionvon
PfTPx]1 - |+ | + | - | - | + | + | TPxldurchPIrx
H,0, - e - |+ | - ]+ |- | und Ergebnisse.

TrxR-Puffer

SH—Aquivalente (uM) 38.8 26.0 39.0 39.2 Keine signifikanten wurden je  nach
zu t = 0 min +0.5 +0.5 +1.1 +09 Unterschiede Ansatz 100 pM
SH-Aquivalente (uM) | 38.6 | 195 | 37.6 | 263 (4.7-5.2 SH- PfPIrx, 80 uM
zut= 15 min +09 | £09 | +12 | +3.1 Aquivalente) PfTPx1 und 200 uM

- H,0, gemischt und
nach Verdiinnung um Faktor 10 die SH-Aquivalente mit 400 uM DTNB bei 412 nm erfasst. Die Werte stellen
Mittel aus drei Messreihen dar.
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PfPIrx war in allen Proben-Ansitzen in einer Konzentration von 100 uM vorhanden; die
Kontrollen dienten der Erfassung moglicher Reaktionen ohne Plrx. Von PfTPx1 wurde in den
entsprechenden Ansitzen 80 uM eingesetzt, die HO,-Konzentration betrug 200 uM.

Die Vorgehensweise bei den Messungen war wie fiir AOPsk beschrieben (siehe 3.5.11). Die
Unterschiede der Kontrollen waren vernachldssigbar, daher wurden die Absorptionswerte der
Proben um einen Durchschnittskontrollwert korrigiert. In Tabelle 3.17 sind die anhand des
millimolaren Extinktionskoeffizienten von TNB" errechneten SH-Aquivalente aufgelistet.

In Probe 1 wurden anndhernd 40 uM TNB-Anion entsprechend 40 uM SH-Gruppen
detektiert, woraus zu schlieB3en ist, dass Plrx vollstindig reduziert vorlag und alle enthaltenen
Cysteinreste redoxaktiv sind. Die Anwesenheit von TPx1 (Probe 3) veridnderte das Ergebnis
nicht, und auch eine erwédhnenswerte Autoxidation durch die 15miniitige Inkubation fand
nicht statt. Probe 4 zeigt, dass bei sofortiger Messung auch noch keine Interaktion Plrx —
H,0, festzustellen ist (39.2 uM SH-Gruppen vorhanden), zeitabhédngig jedoch eine Reduktion
des Peroxides stattfindet, bei der hier immerhin fast 13 puM SH-Gruppen verbraucht wurden.
Diese langsame direkte Interaktion zwischen Plrx und H,O, muss bei der Betrachtung des
Zeitverlaufs der eigentlichen Probe beriicksichtigt werden. In dieser (Probe 2) war spontan
eine Abnahme der SH-Gruppen um 13 uM zu verzeichnen, was bedeutet, dass eine Elektro-
neniibermittlung von Plrx tiber TPx1 zum Peroxid stattgefunden haben muss. Nach 15 min ist
ein Verlust weiterer 6.5 uM SH-Gruppen feststellbar, womit die active site-Cysteine des Plrx
(20 uM 1m Assay) vollstindig oxidiert sein diirften. Hier ist allerdings schwer zu beurteilen,
welchen Weg die Elektronen genommen haben. Aufgrund der relativ starken Inaktivierung
der TPx1 durch H,O; erscheint es begriindet, diesen zeitabhéngigen Elektronentransfer eher
der direkten Reaktion Plrx — H,0O, zuzuschreiben.

Durch dieses Experiment konnen die Aussagen getroffen werden, dass eine langsame
Reduktion von H,O, durch PIrx selbst stattfindet und v. a., dass Plrx als Elektronendonor fiir
TPx1 dienen kann.

3.6.3 Feststellung der DHA-Reduktase-Aktivitit von PfTPx1

Die Erforschung des Ascorbatstoffwechsels von Plasmodium ist aus mehreren Griinden
interessant: Zum einen wurden in infizierten Erythrozyten Verdnderungen des
Ascorbatstoffwechsels beobachtet (Srivastava et al., 2001; Iheanacho et al., 1993; Stocker et
al., 1986), zum anderen scheint fiir verwandte Organismen (Trypanosomen, Pflanzen) der
Ascorbatstoffwechsel von nicht geringer Bedeutung (Clark et al., 1994; Wilkinson et al.,
2002; Shimaoka et al., 2003). In Anbetracht des enormen oxidativen Stresses, dem der Parasit
ausgesetzt ist, wire es nur nahe liegend, hitte Plasmodium einen eigenen Ascorbathaushalt
oder konnte zumindest das Ascorbat des Wirtes fiir sich nutzen.

Eine DHA-Reduktase-Aktivitit ist in der Literatur zwar fiir Peroxiredoxine nicht beschrieben,
wohl aber fiir verschiedene thiolhaltige Proteine, wie Grx und PDI (GSH-abhéngig)(Xu und
Wells, 1996) und TrxR und Trx (NADPH-abhingig) (May et al., 1997; Morell et al., 1997).
Da im Rahmen dieser Arbeit bereits festgestellt wurde, dass die PfTrxR nicht zur DHA-
Reduktion fihig ist, wohl aber PfTrx1 und PfGrx, war es begriindet, zu untersuchen, ob auch
PfTPx1 Ascorbat umsetzt bzw. die Trx-abhéngige Reduktion noch steigert.



Ergebnisse 116

Dazu wurden 20 uM TPx1 in HEDS-Puffer bei 37°C mit einem backup-System aus 200 uM
NADPH, 10 puM Trx1l und 0.1 U/ml TrxR bis zur Einstellung einer baseline inkubiert.
Gestartet wurden die Messungen durch Zugabe von DHA in variierenden Konzentrationen ad
0.4 ml Endvolumen. Die Beurteilung der DHA-Reduktase-Aktivitit erfolgte anhand des
NADPH-Verbrauchs, der bei 340 nm gemessen wurde. Die Absorptionsabnahme pro Minute
wurde um den jeweiligen ohne TPx1 erfassten Kontrollwert (zustande kommend durch die
Reaktion Trx1 — DHA) korrigiert. Zur Ermittlung der TPx-Abhéngigkeit der Reaktion, die
ebenfalls bei 37°C erfolgte, wurden variierende Konzentrationen TPx1 verwendet und der
Start der Messung durch Zugabe von DHA ad 2 mM vorgenommen. Auch bei dieser
Messreihe wurde die Hintergrundaktivitét beriicksichtigt.
Wie aus Abb. 3.43 ersichtlich, ist PfTPx1 in der Lage, DHA zu reduzieren bzw. die
Reduktion durch Trx1 zu steigern.

02 Abb. 3.43. Substrat-
018 . Abhiingigkeit der Reduktion
’ ’ von DHA durch PfTPx1.
0,16 1 . Mittels 200 uM NADPH, 0.1
0,14 U/ml TrxR und 10 uM Trxl
£ 0,12 wurden 20 uM TPx1 reduziert
£ 01 . und anschlielend die Reduktion
< 0.08 o verschiedener ~ DHA-Konzen-
> i trationen bei 340 nm iiber den
0,06 4 °* NADPH-Verbrauch gemessen.
0,04 -
0,02 |—# Maximale Aktivitit wird
0 T T T T T T T T T

unter gegebenen Bedin-
gungen mit 5 mM DHA
erreicht und errechnet sich
zu 0.063 U/mg. Halbmaximale Geschwindigkeit ergibt sich mit etwa 1.75 mM DHA. Dariiber
hinaus war eine klare Abhingigkeit der Reaktion von der TPx1-Konzentration messbar (Abb.
3.44).

[DHA] (mM)

Abb. 3.44. TPx-
0,18 Abhingigkeit der Reduktion
///’ von DHA.
0,15 Unter Verwendung von 200 uM
/ NADPH, 0.1 U/ml TrxR und
0,12 10 pM  Trxlwurde die
< / Reduktion von 2 mM DHA
50,09 durch  verschiedene  TPxI-
P / Konzentrationen bestimmt.
0,06
Pt Aufgrund der Existenz
0,03 1 von Ascorbat-abhingigen
0 Peroxidasen in Pflanzen
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90| (Hossain und Asada,
[TPX] (HM) 1984) und in

Trypanosomen (Wilkinson
et al., 2002) wurde an dieser Stelle auch getestet, ob PfTPx1 Ascorbat als Elektronendonor
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zur Reduktion von Peroxiden verwenden kann. Dazu wurden bei Raumtemperatur in einem
Assayvolumen von 0.4 ml 100 uM Ascorbat in TrxR-Puffer mit 20 uM TPx1 inkubiert. Nach
Messung der baseline wurde der Assay mit 100 uM H,0O, gestartet und die Abnahme des
Ascorbat bei 265 nm verfolgt. Zur Berechnung des Ascorbatverbrauchs wurde ein
Extinktionskoeffizient von Ascorbat &5 = 14 mM?! cm”! verwendet. Allerdings war in
Anwesenheit von TPx1 keine stirkere Absorptionsabnahme zu beobachten als mit der
entsprechenden Kontrolle ohne TPx. Es kann also gesagt werden, dass unter den gewéhlten
Bedingungen die PfTPx1 keine Ascorbat-Peroxidase-Aktivitit ausiibt.

3.6.4 Mutagenese zu den Formen C74A und C170A

Um die Bedeutung der Cysteinreste C74 und C170 der PfTPx1 zu untersuchen, wurden
mittels site-directed mutagenesis entsprechende Einzelmutanten generiert. Fiir die PCR-
Ansitze, die ansonsten dem in der Einleitung beschriebenen Standard-Ansatz entsprachen,
wurden 30 ng Template-Vektor (PfTPx1pQE30) und 3 U Pfu-DNA-Polymerase verwendet;
die Primer waren OPfTPx1C74Aforward und reverse (C74A) bzw. OPfTPx1C170Aforward
und reverse (C170A). Temperatur- und Zeitbedingungen waren wie beschrieben, die
Annealingtemperatur betrug 60.5°C (C74A) bzw. 59.1°C (C170A), die Extensionszeit 10 min
(berechnet 8.1 min).

Die Ansitze wurden mittels Qiagen PCR-Purification-Kit gereinigt, Dpnl-verdaut und direkt
zu E. coli- XLL1Blue-Zellen transformiert wie beschrieben. Die Richtigkeit préparierter Klone
wurde durch Sequenzierung iiberpriift. Zur Uberexpression erfolgte die Umtransformation in
M15-Zellen. Erste und zweite Vorkultur wurden hergestellt wie gewohnt; die Hauptkultur
wurde 4%ig angeimpft und mit Carbenicillin ad 50 pg/ml und Kanamycin ad 25 pg/ml
inkubiert. Die Induktion erfolgte nach Erreichen einer ODgg9 von 0.7; das iibrige Procedere
war wie beschrieben.

Die Reinigung der Enzymformen iiber Ni-NTA-Agarose erfolgte wie iiblich. Das Protein
wurde nach Waschschritten von je 3 SV US-Puffer und 50 mM Imidazol in US-Puffer mit je
3x 1SV 75,200 und 500 mM Imidazol in US-Puffer eluiert. Die Fraktionen wurden mittels
15%iger SDS/PAGE kontrolliert. Wie aus Abb. 3.45 ersichtlich, eluierten alle drei Formen
zuverlissig und sauber ab einer Imidazolkonzentration von 75 mM.

A. B. .
Abb. 3.45. Reinigungsprofile der PfTPx1 WT (A.), C74A (B.) und C170A (C.).
Die Proben des Reinigunsverlaufs wurden vorbereitet wie gewohnt und in einem 15%igen SDS-Gel unter

reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Die Einzelbilder zeigen von links nach rechts, die Markerspur aufler
Acht lassend, die Fraktionen USP, RE, DL, W, 50/2, 75/2, 200/1, 200/2, 200/3 und 500/2.




Ergebnisse 118

Wihrend die C74A-Mutante hinsichtlich Stabilitdt und Ausbeute bei der Reinigung sich nicht
deutlich vom WT unterschied, prazipitierte die C170A-Mutante entweder bereits bei der
Reinigung, spitestens aber wihrend der Konzentrierung. Nach der Feststellung, dass diese
Instabilitdt weniger mit pH- oder Salzbedingungen zusammenhing, sondern vielmehr mit dem
Oxidationszustand des Enzyms, konnte die Stabilitdt durch Reinigung unter reduzierenden
Bedingungen erheblich verbessert werden. Im Folgenden wurden daher die Reinigungen aller
Enzymformen in Anwesenheit von DTT durchgefiihrt. Dazu wurde 1 mM DTT zu den
Zellsuspensionen gegeben. Die Rohextrakte wurden um Faktor 2 verdiinnt, um die
Kompatibilitit des Ni-NTA-Materials fiir DTT (0.5 mM) nicht zu iiberschreiten.
Aquilibrierungs- und Elutions-Puffer enthielten 0.2 mM DTT. Alle Elutionsfraktionen wurden
mit DTT ad 10 mM Endkonzentration aufgefangen. Die Proteinkonzentration der sauberen,
gepoolten und konzentrierten Fraktionen wurde bei 280 nm bestimmt, wobei die errechneten
Extinktionskoeffizienten (€50 = 21.98 M em™ fiir den WT und €80 = 21.86 M lem™ fiir die
Mutanten) verwendet wurden. Unter Einbeziehung der berechneten Molekulargewichte
(23.206 g/mol fiir den WT und 23.174 g/mol fiir die Mutanten) ergaben sich Proteinausbeuten
von 15-25 mg/I Kultur.

3.6.5 Kinetische Charakterisierung der Mutanten

Die vergleichende Messung der enzymatischen Aktivititen von WT-Enzym und Mutanten
erfolgte unter denselben Bedingungen wie unter 3.6.1 beschrieben. Die Grx-Abhingigkeit
wurde mit 40 uM der jeweiligen TPx-Form bestimmt. Fiir die Ermittlung der Trx-Abhin-
gigkeit wurden im Falle des WT und der C74A-Mutante 0.25 uM, im Falle der C170A-Form
10 uM Enzymprotein verwendet. Auch die Korrektur der gemessenen Absorptionsabnahmen
um die entsprechenden Kontrollwerte erfolgte wie unter 3.6.1 erklért; ebenso wurden die
Enzymproteine fiir die Messungen frisch pripariert.

Die Aktivitit des WT mit Grx als Elektronendonor wurde bereits in Abb. 3.41 gezeigt. Beide
Mutanten stellten sich mit Grx als dhnlich aktiv heraus (Abb. 3.46 und Abb. 3.47).

Die erlangten Daten verdeutlichen, dass fiir die Grx-abhédngige Aktivitiat der PfTPx1 weder
C74 noch C170 notwendig ist und lassen vermuten, dass fiir die Nutzung von Grx als
Elektronendonor die Prisenz des peroxidativen Cysteins ausreicht. Letzteres erfordert jedoch
Bestitigung durch die Doppelmutante C74/170A.

Vinax der TPx1C74A wurde mit 25.8 + 2.8 mU/mg und damit leicht niedriger gemessen als die
des WT (31.4 mU/mg), die maximale Aktivitdt der C170A-Form betrug 32.9 + 4.1 mU/mg.
Anhand der Auftragung nach Lineweaver-Burk wurden die Ky-Werte mit 0.861 uM (C74A),
0.897 uM (C170A) und 0.837 uM (WT) ermittelt. Zur Verwendung der Ky-Werte ist zu
sagen, dass ihre Berechnung im Fall der Peroxiredoxine grenzwertig ist, da einige Vertreter
nicht der Michaelis-Menten-Kinetik folgen (Hofmann ef al., 2002). Nichtsdestotrotz wurden
des ofteren erfolgreich Michaelis-Menten-Parameter fiir Prx bestimmt und veroffentlicht, so
auch fiir PfTPx1 (Rahlfs und Becker, 2001; Akerman und Miiller, 2003). Da die im Rahmen
dieser Arbeit vorgenommenen Messungen einer Sattigungskinetik folgten, werden auch die
entsprechenden Parameter angegeben. Die katalytische Effizienz, dargestellt durch kca/Kwm,
betrigt fiir C74A 11.59 mM™ s™, fiir C170A 14.19 mM's™.
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Abb. 3.46. Grx-Abhingigkeit
0,14 der TPx1C74A.
¢ Bei 37°C wurde die durch
0,12 1 'S 40 puM TPxC74A Kkatalysierte
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Abb. 3.47. Grx-Abhéngigkeit
0,24 der TPx1C170A.
. Vorgehensweise analog Legende
0,2 - . zu Abb. 3.46.
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’ . . . .
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0 2 4 6 8 10 12 . .. .
erkennbar ist, dass fir die
[Grx] (M)

Messungen mit C170A 40x
mehr Enzym verwendet werden musste als fiir die anderen beiden Formen. Fiir das WT-

Enzym (Abb. 3.48.a) wurden 1.91 U/mg als maximale Aktivitit gemessen und der Ky
errechnete sich zu 22.5 uM. Es ergab sich ein k¢,/Ky-Verhiltnis von 32.86 mM st
Wiederum unterschieden sich die Parameter der C74A-Form kaum von denen des WT (Ky =
24.5 uM) (Abb. 3.48.c). Die maximale Aktivitit lag mit 1.62 + 0.2 U/mg erneut leicht unter
der des WT; fiir die katalytische Effizienz ergaben sich 25.14 mM™ s'. Die Mutation des C74
bedeutet also eine Verringerung der Aktivitdt auf 80-85% des WT-Enzyms sowohl mit Grx
als auch mit Trx.

Die Affinitit der C170A-Mutante fiir Trx lag 1.8 bis 8.3fach niedriger als die des WT-
Enzyms (je nach Priparation Ky zwischen 40 und 187 pM). Die maximale Aktivitdt betrug
nur 0.26 £ 0.03U/mg, entsprechend 14% der WT-Aktivitit (Effizienz: 2-11%) (Abb. 3.48.d).
In Anbetracht dieser Ergebnisse kann gesagt werden, dass das C-terminale Cystein der
PfTPx1 das fiir die Trx-abhidngige Aktivitit wichtigere, wenngleich fiir das qualitative
Vorhandensein der Aktivitit nicht absolut essentiell ist.

Hier wiére noch zu kliren, ob C74 im Fall der C170A-Form das C-terminale Cystein zu einem
gewissen Ausmal} ersetzen kann oder ob auch die Doppelmutante C74/170A noch ebenso viel
Aktivitit zeigen wiirde wie C170A, womit die Trx-Verwendungsmoglichkeit der TPx1 nur
vom peroxidativen Cystein abhinge.
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Abb. 3.48. Abhingigkeit der Aktivitit des WT-Enzyms (a. und b.) bzw. der Mutanten C74A (c.) und
C170A (d.) von der Trx-Konzentration.

Auftragung der Absorptionsabnahme bei 340 nm gegen die Trx-Konzentration (a., c., d.) und entsprechende
Auftragung nach Lineweaver-Burk (b). In Anwesenheit variierender PfTrx1-Konzentrationen, 200 uM NADPH
und 0.1 U/ml PfTrxR wurde die Peroxidaseaktivitit von 0.25 uM (WT, C74A) bzw. 10 uM (C170A) PfTPx1 mit
100 uM H,0O, bestimmt. Fiir jede Trx1-Konzentration erfolgten Korrekturen um die Peroxiddegradation ohne
TPxl1.

3.6.6

Abhidngig von Cysteinresten und deren Oxidationszustand zeigen Peroxiredoxine ein

Untersuchung der Oligomerisierung der PfTPx1

charakteristisches Oligomerisierungsverhalten (Hofmann et al., 2002). Im Falle der typischen
2-Cys-Proteine wechseln sich Dimer und Dekamer wihrend des katalytischen Zyklus ab
(Nogoceke et al., 1997; Hofmann et al., 2002).

An Aggregatformen der nativen PfTPx1 wurden per Gelfiltration unter reduzierenden
Bedingungen das Dekamer und in Abwesenheit von DTT ein hoheres Oligomer
(moglicherweise Dodekamer; 400 kDa) nachgewiesen. Beide Formen zeigten sich als
enzymatisch aktiv (Akerman und Miiller, 2003). In der entsprechenden Veroffentlichung wird
leider nichts zu den fiir die Gelfiltration gewéhlten Bedingungen bzgl. pH, Salzkonzentration,
Proteinkonzentration und Anwesenheit bestimmter Kationen (wie Mg** und Ca®*) ausgesagt,
obwohl aus der Literatur hervorgeht, wie grofl die Bedeutung dieser Faktoren auf die
Oligomerisierung von Prx ist (Kitano et al., 1999; Kristensen et al., 1999; Chauhan und
Mande, 2001; Kato et al., 1985; Allen und Cadman, 1979).

Die im Rahmen dieser Arbeit mit PfTPx1 dargestellten Gelfiltrationen erfolgten mit 50 mM
Na-Phosphat, 100 mM NaCl, pH 7.4; das Protein lag auch in diesem Puffer vor. Es wurden
jeweils 2 mg Protein in etwa 500 pul Volumen auf eine dquilibrierte Sephadex 200-Saule
gegeben und mit einer FlieBgeschwindigkeit von 1 ml/min eluiert.
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Mit allen drei Enzymformen ergab sich in Anwesenheit von 10 mM DTT ein einzelner Peak
entsprechend einem Molekulargewicht von 130-147 kDa (entsprechend 5.6-6.3 Molekiilen),
der moglicherweise als das Dekamer interpretiert werden kann. Die Inkubation mit 5 mM
GSSG iiber Nacht, die den Zweck verfolgte, das oxidierte Protein vor der Uberoxidation zu
schiitzen, hatte beim WT keinen Einfluss auf das Ergebnis. Mit der C170A-Form trat neben
dem vorherrschenden ,Dekamer* ein hoher aggregierter Peak auf (262.4 kDa;
11.3 Molekiile), der auch vorhanden war, wenn &lteres Enzym ohne DTT verwendet wurde
(251.4 kDa; 10.8 Molekiile). Die dltere Enzymcharge ohne DTT zeigte ferner einen dritten,
anteilsméBig groBten Peak im Ausschlussvolumen, das ,,.Dekamer* hatte den zweitgrof3ten
Anteil an der Gesamtpeakfliche. Alteres WT-Protein zeigte sich vorwiegend als Dekamer,
aber auch hier war ein hoheres Oligomer detektierbar (371.3 kDa; 16 Molekiile). Die
Resultate mit C74A (+10 mM DTT / dlteres Enzym ohne DTT) entsprachen denen des WT-
Proteins.

Neben der Gelfiltration erfolgte auch die Analyse des Oligomerisierungsverhaltens mittels
15%iger SDS-PAGE. Dazu wurden pro Spur 2 pg Protein aufgetragen, einmal ohne und
einmal mit DTT im Probenpuffer.

Das Gel (Abb. 3.49) zeigt, dass unter denaturierenden Bedingungen kein Dekamer existiert,
die Dimer-Dimer-Assoziation ist demnach wie erwartet nicht-kovalenter Art. In reduzierter
Form sind sowohl WT als auch Mutanten monomerisch, dagegen bilden WT und C74A in
Abwesenheit von DTT fast vollstindig das Dimer aus, wihrend C170A weiterhin als
Monomer erscheint. Dies deutet darauf hin, dass die C170 an der Dimerisierung beteiligt ist
und C74 diese Funktion nicht iibernehmen kann.

KDa M - b - d & f Abb. 3.4?. Verhalten. der PfTPx1-Formen in
116.0 der 15%igen, denaturierenden SDS-PAGE.
Pro Spur wurden je 2 pg Protein ohne DTT (a — ¢)
66.2 HE-. bzw. mit DTT (d — f) der TPx1-Formen WT (a und
45.0 [ m—— d), C74A (b und e) und C170A (¢ und f)
aufgetragen.
350
25.0 | — s — — -
184
144 e
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3.7 Untersuchung der Hemmung verschiedener (Pf-)Proteine
durch Hémin (Ferriprotoporphyrin IX, FPIX)

3.71 Hemmung der Glutathionreduktasen durch FPIX

Die Hemmung der Hefe-GR durch FPIX ist schon seit lingerem beschrieben (Aft und Miiller,
1985). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte diese Untersuchung auf die PfGR erweitert
und um wichtige Kontrollen ergédnzt werden. In einem ersten Experiment wurde die
Reproduktion dieser Ergebnisse vorgenommen. Dazu erfolgte die Inkubation von 10 mU
kommerziell erworbener Hefe-GR in 100 mM NaPhosphat, pH 7.5 mit 200 uM NADPH in
An- bzw. Abwesenheit von 25 uM FPIX. Nach unterschiedlichen Inkubationszeiten wurde
1 mM GSSG hinzugefiigt. Die Einwirkungszeit der verbleibenden GR-Aktivitdt auf das
Substrat GSSG wurde durch Zugabe von 0.5% SDS und 20 uM EDTA auf 40 Sekunden
begrenzt. Die wihrend dieser Zeit gebildete GSH-Menge wurde anschliefend mittels DTNB
(Stammlosung 10 mM in Methanol) ad 1 mM und 1.1 ml Endvolumen bei 412 nm bestimmt
(€412 des TNB-Anions = 13.6 mM™! cm']). Damit unterschied sich der hier beschriebene Assay
hinsichtlich der Bedingungen nur durch die geringeren Konzentrationen Hefe-GR und
NADPH vom Original (72 mU/ml und 300 uM). Allerdings wurde das Experiment um
entsprechende Kontrollen ohne GR erweitert, da bei 340 nm eine Reaktion zwischen NADPH
und Hamin festgestellt wurde. Die Ergebnisse der Reproduktion sind in Abb. 3.50 gezeigt.

0.5 +FP Abb. 3.50. Hemmung der Hefe-

\ —A—-FP GR durch 25 pM FPIX im Assay
nach Aft und Miiller.
10 mU Hefe-GR wurden mit
200 pM NADPH wund ggf.
25 uM FPIX inkubiert; anschlieBend
wurde die GR-Restaktivitidt durch
3 1 mM GSSG iiber 40 s gefordert. Das
0,1 entstandene GSH  wurde  mit
1 mM DTNB bei 412 nm bestimmt.
0 : : : : : : Kurve pink: Restaktivitit der Hefe-
0 10 20 30 40 50 60 GR nach Inkubation mit FP. Kurve
Inkubationzeit (min) blau: Kontrolle ohne FP; gibt die
Inaktivierung durch andere
Assaykomponenten und Verdiinnung wieder. Kurven tiirkis bzw. violett zeigen die TNB-Bildung in Ansitzen
ohne GR mit bzw. ohne FP.

0,4

0,3

0,2

Absorption (412 nm)

Die Hintergrundreaktion ohne Enzym ist mit und ohne FP &hnlich. Ohne deren
Beriicksichtigung (Aft und Miiller, 1985) wurde somit die absolute Aktivitdt der Proben
tiberschitzt, an der Berechnung der Hemmung &ndert sich jedoch nichts. Abb. 3.51 zeigt die
um Kontrollen ohne Enzym bereinigten Kurven.

Die Aktivitit des Ansatzes ohne FP zum Zeitpunkt t = O min (~20 mU/ml) wurde ad 100%
gesetzt. Die Linearitit des Aktivititsabfalls, die von Aft und Miiller beobachtet wurde, war
hier nicht so deutlich ausgeprigt. Aus den Angaben von Aft und Miiller geht nicht klar
hervor, ob der Zeitverlauf der Probe ohne FP mit einbezogen wurde, weshalb der direkte
Vergleich der Ergebnisse schwer fillt.
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Abb. 3.51. Bereinigte Enzym-
120 aktivititen im Assay nach Aft und

Miiller.
100 Absorptionswerte der Kurve + FP
_ \ ——+FP aus Abb. 3.50 wurden um die der
® 80 = -FP Kurve + FP - GR korrigiert, die der
= 60 \ Kurve - FP um die Werte von Kurve
it‘ - FP - GR. Dargestellt sind die pro-
* 40 zentualen Aktivititen bezogen auf
den Wert des Ansatzes ohne FP zum

20 Zeitpunkt t.
0
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Anhand der hier gewihlten Darstellung wird jedoch deutlich, dass auch ohne FP im
Zeitverlauf ein erheblicher Aktivitdtsverlust stattfindet. Dieser ist auf die Destabilisierung der
GR durch NADPH und die Verdiinnung im Assay zuriickzufiihren. Ein deutlicher
Hemmeffekt durch FP ist nur zwischen 0 und 20 Minuten Inkubationszeit zu vermerken.
In den weiteren Untersuchungen wurde die Hemmung durch FP direkt im GR-Assay
gemessen. In diese Bestimmungen wurden nun neben dem Hefe-Enzym auch PfGR und
humane GR miteinbezogen. In jedem Fall wurde eine entsprechende Kontrollmessung ohne
FP durchgefiihrt. Fiir PfGR erfolgten zwei weitere Kontrollen:

- eine mit FP, aber ohne NADPH, um zu sehen, ob fiir einen hemmenden Effekt des FP

eine Vorreduktion des Enzyms notig ist,
- die andere ohne beide genannten Komponenten, um den schidigenden Effekt der
Verdiinnung zu erfassen bzw. um die Destabilisierung durch NADPH zu verhindern.

Die Ergebnisse zeigt Abb. 3.52. Die Restaktivitit bezieht sich auf die Probe ohne FP an t = 0.
Die Messung mit Hefe-GR ergab eine gute Ubereinstimmung zu der Messmethode nach Aft
und Miiller. Der Vergleich der drei Glutathionreduktasen zeigt, dass das plasmodiale Enzym
gegeniiber FP am wenigsten empfindlich ist — die sofortige Hemmung betridgt nur etwa 20%.
Die zeitabhidngige Inhibierung ist dagegen stark ausgeprigt: Nach 40miniitiger Inkubation
sind 80% der Aktivitit gehemmt. Die Anndherung der Kurven mit und ohne FP zeigt, dass
dieser Inkubationseffekt nahezu ausschlieBlich auf die Destabilisierung durch NADPH und
nicht auf FP zuriickzufiihren ist.
Die humane GR weist genau gegensitzliche Charakteristika auf: Wihrend die Inkubationszeit
fiir dieses Enzym die vergleichbar geringste Rolle spielt, ist die sofortige Hemmung durch FP
mit einem Verlust von 60% der Aktivitdt am stirksten.
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Abb. 3.52. Hemmung der Hefe-
GR (a), humanen GR (b) und
PfGR (c) durch 25 uM FP.

Etwa 10 mU/ml des jeweiligen
Enzyms wurden in TrxR-Puffer
mit 100 uM NADPH in An-
/Abwesenheit von 25 uM FP
inkubiert. Der Start der Messung
bei 340 nm erfolgte durch Zugabe
von GSSG ad 1 mM und 0.5 ml
Endvolumen. Im  Falle der
Kontrollen ohne NADPH wurde
dieses erst nach der Inkubation
zugegeben. Die Ergebnisse sind
Durchschnittswerte aus 3-4
Messungen. Die  Hintergrund-
reaktion  zwischen FP  und
NADPH, die unter den gewihlten
Bedingungen ein delta A von
0.007 min’ verursachte, wurde
hier nicht beriicksichtigt, da diese
Intensitdt nur fiir die erste
Inkubationsminute galt.
Auswirkungen hat diese
Interaktion auf die Assays mit FP,
die zum Zeitpunkt t = 0 gemessen
wurden und auf alle Messwerte der
PfGR-Kontrolle mit FP, bei denen
NADPH erst direkt vor Start der
Messung zugegeben wurde (alle
Messpunkte der gelben Serie und
auf den ersten blauen Messpunkt).
So kann diese Hintergrund-
reaktion erkldaren, warum die Probe
mit FP z. T. stirker aktiv ist (nach
30 bzw. 40 Minuten) als die
Kontrolle, die nur GR enthielt.
Ebenfalls vernachldssigbar war der
in der Literatur beschriebene GSH-
abhingige Himinabbau (Atamna
und Ginsburg, 1995).

3.72 Hemmung der Pf-Thioredoxinreduktase durch FPIX

Als das wichtigste regenerierende Enzym des Trx-Systems wurde auch die PfTrxR auf eine

mogliche Beeintrachtigung durch FP untersucht.

Nach initialen qualitativen Tests wurde durch Variation der FP-Konzentration der ICso-Wert

bestimmt. Dazu wurde verfahren wie bei Campanale et al. beschrieben (2003). Der ICso-Wert

wurde mit 1.25 pM bestimmt (Abb. 3.53). Konzentrationen iliber 5 pM steigerten den

Hemmeffekt nicht weiter.
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Abb. 3.53. Bestimmung der

100 4 1C5p-Konzentration fiir FPIX
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Analoge Assays, die mit NADPH gestartet wurden, resultierten in einer deutlich geringeren
Hemmung; der ICsy wurde in diesem Fall erst mit 10 bis >25 uM FPIX erreicht.

Mit 3 mM DTNB als Substrat wurde in Anwesenheit von 25 uM FP bei Start mit NADPH
eine 90%ige Inhibierung beobachtet. Auch mit DTNB war eine Konzentrationsabhéngigkeit
der Hemmung durch FP gegeben, der ICs, (bei Start mit NADPH) betrug hier etwa 5 uM. In
den Assays, in denen > 5 uM FP verwendet wurden, erfolgte die Bereinigung der gemessenen
Absorptionsabnahmen um die jeweils parallel gemessene Kontrolle ohne PfTrxR zur
Beriicksichtigung der Hintergrundreaktion FP < NADPH, die bei 25 pM maximal
0.013 min™ entsprach.

Die Abhingigkeit des Ausmasses der Hemmung vom Redoxzustand des Enzyms deutet, das
erste Substrat NADPH betreffend, auf einen unkompetitiven Mechanismus hin, wie er bereits
fiir die PfGST beobachtet wurde (Harwaldt et al., 2002). Aufgrund der unterschiedlichen
Hemmstirken je nach verwendetem zweiten Substrat kann vermutet werden, dass FP dessen
Bindung beeinflusst. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die stidrkere
Hemmung mit DTNB durch die hohere NADPH-Konzentration in diesem Assay (200 uM)
zustande kommt, wodurch FP mit hoherer Wahrscheinlichkeit auf vorreduziertes Enzym trifft.
Eine Beeintrichtigung der Substratbindung kann entweder durch Kompetition um den Zugang
zum aktiven Zentrum hervorgerufen werden oder durch allosterische Bindung an das Enzym,
die eine Konformationsidnderung zulasten der Substratbindung verursacht. Aufgrund der
geringeren Affinitdt der TrxR fiir DTNB wire die stirkere Hemmung hiermit durchaus mit
einem kompetitiven Mechanismus durch FP erkldrbar.

Die Charakterisierung des Hemmtyps wurde mit etwa 7 mU/ml TrxR unter Verwendung des
physiologischen Substrates Trx durchgefiihrt. Dazu wurden zunidchst Ky-Werte fiir Trx in
Anwesenheit verschiedener FP-Konzentrationen (0, 1.25, 2 und 4 uM) bestimmt. Die Trx-
Konzentration wurde dazu jeweils zwischen 1.25 und 20 uM variiert. Statt mit Trx wurde in
diesem Fall mit NADPH gestartet.

Der Ky-Wert ohne Einwirkung von FP wurde mit 10.7 uM ermittelt, was mit fritheren
Messungen iibereinstimmt (10.4 uM; Kanzok et al., 2000). In Anwesenheit der ICs,-
Konzentration an FPIX lag der Ky bei 23.4 uM, was in etwa einer Verdopplung entspricht
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und damit zur Annahme eines kompetitiven Hemmmechanismus fiihrt. Die Berechnung des
Ki-Wertes ergab 1.2 uM (Variation zwischen 0.98 und 1.48 uM).
Dariiberhinaus wurde die Zeitabhingigkeit der Hemmung ermittelt, die in Abb. 3.54

dargestellt ist.
Abb. 3.54. Zeitabhiingigkeit

120 —e—NADPH + FP der TrxR-Hemmung durch
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Zeitabhingigkeit ist insbesondere fiir die gleichzeitige Inkubation mit NADPH und FP
gegeben: Wihrend die initiale Restaktivitit noch 67% betrug, lag sie nach 30 Minuten nur
noch bei 19%. Die Einwirkung von FP alleine verinderte dagegen die Aktivitdt im Zeitverlauf
kaum (79% Restaktivitit in ty vs. 67% zu t3).

Anhand dieser Daten kann vermutet werden, dass neben dem kompetitiven Wirkmodus des
FP zusitzlich eine kovalente bzw. irreversible Komponente existiert. Beiden ist gemeinsam,
dass ihre Auspriagung mit vorreduziertem Enzym am stérksten ist.

3.7.3 Hemmung von Pf-Glutaredoxin durch FP

Der Einfluss von FP auf PfGrx wurde im HEDS-Assay ermittelt, der mit 200 mU/ml GR und
20 nm Grx durchgefiihrt wurde wie beschrieben. Die Ergebnisse sind Durchschnittswerte aus
3 Messungen: Die Aktivitdit von Grx1 in Abwesenheit von FP, gemessen als NADPH-
Verbrauch pro Minute, entsprach 5 mU/ml und wurde ad 100% gesetzt. 25 uM FP resultierten
in einer Aktivititsabnahme um 70%. Messungen mit 10 bzw. 5 uM FP bestitigten die
Konzentrationsabhingigkeit der Hemmung — die Inhibierung betrug 51 bzw. 27%.

Mogliche Nebenreaktionen wurden durch die jeweilige Kontrolle ohne Grx abgedeckt. Die
GSH-abhingigen FP-Degradation, von Atamna und Ginsburg (1995) beschrieben und eine
mogliche Hintergrundinteraktion des Assays, wurde dennoch gesondert bestimmt. Dazu
wurden 1 mM GSH und 25 pM FP fiir 5 Minuten bei RT in HEDS-Puffer inkubiert und
anschlieend das verbrauchte GSH durch Endpunktbestimmung mit 100 uM NADPH und
200 mU/ml GR ermittelt. Die Interaktion NADPH « FP wurde beriicksichtigt; eine mogliche
direkte Reduktion von FP durch die relativ hoch konzentrierte GR wurde ausgeschlossen. Die
pH-Abhingigkeit des GSH-abhéngigen FP-Abbaus (bei pH 7.0 maximal, bei pH 8.0 dagegen
kaum mehr messbar; Atamna und Ginsburg, 1995) konnte hier bestitigt werden (HEDS-
Puffer pH 8.0; GSH-Verbrauch = 2.3 nmol/ml x min).
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Weitere Kontrollversuche lassen vermuten, dass FP selbst in den Assays ohne Einwirkung
einer anderen Assay-Komponente eine Verdnderung seines Spektrums erfahrt, die bei einer
Konzentration von 25 uM zu einer Absorptionsabnahme von schitzungsweise 0.009 min™’
fiihrt. Aufgrund dessen ist anzunehmen, dass die Hemmung durch FP grundsitzlich eher
unterschitzt wurde und die ermittelten prozentualen Werte als Minimalwerte angesehen
werden konnen. Diese Absorptionsabnahme wird durch unterschiedliche Komponenten
verstiarkt (Tabelle 3.17). Die gezeigten Daten kommen durch systematische Tests zustande,
nachdem eine Untersuchung der Hemmung von P{fTPx1 durch FP aufgrund starker

Hintergrundreaktionen der entsprechenden Assaykomponenten nicht moglich war.

Kombination — 0 1 2 R} 4 5
ASSAY- K P K P K P K P
KOMPONENTE {

NADPH (ad 100 X X X X X X X X
uM)

TrxR (ad 10 mU/ml) X X X
Trx (ad 10 uM) X X X X
FP (ad 25 uM) X X X X X X X X X
H,0, (ad 200 uM) X X X X X
AA/min 0.009 | 0.028 | 0.019 | 0.198 | 0.019 | 0.197 | 0.019 | 0.107 | 0.013 | 0.073
AA/min korrigiert 0.179 0.178 0.088 0.06

Tabelle 3.18. Pipettierschemata und Ergebnisse der Untersuchung einer Interaktion FP <~ H,0,.

Erkennbar ist die vielfach beschriebene (u. a. Ribeiro et al., 1997), peroxidvermittelte FP-
Degradation (Probe 1), die durch die Anwesenheit von NADPH synergistisch verstédrkt wird
(Probe 2). Probe 4 deutet auf die FP-Bindungsfihigkeit von Trx hin — das Protein scheint als
FP-Puffer zu wirken und somit den Abbau zu vermindern. Der fehlende Einfluss der TrxR
(Probe 3) ist wahrscheinlich in der geringen Konzentration begriindet (ca. 0.16 uM). Durch
ithre Anwesenheit zusitzlich zu Trx ergibt sich jedoch eine weitere Verringerung der
Absorptionsabnahme (Probe 5).
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4 Diskussion

4.1 Thioredoxine und Thioredoxin-ihnliche Proteine aus
Plasmodium falciparum

Fir Plasmodium falciparum war bislang nur ein Thioredoxin bekannt, das aufgrund der
Ergebnisse dieser Arbeit als Trx1 bezeichnet wird. Es erfiillt mit seinen 13 kDa und der active
site-Sequenz WCGPC die sequenziellen Anforderungen an ein klassisches Trx. Auch die
tibrigen Charakteristika - Substrateigenschaft an PfTrxR (Ky = 10.4 uM, ke, = 3100 min’!
(Km an der hTrxR = 2 uM, ke = 3300 min'l)) (Kanzok et al., 2000) und
Ribonukleotidreduktase (Rahlfs et al., 2003) - sind gegeben. Trx1 besitzt ein mittleres Re-
doxpotential von -270 mV (pH 7.4, 25°C) und reduziert Glutathiondisulfid (k, = 650 M g!
bei pH 7.4 und 25°C) (Kanzok et al., 2000).

Vergleicht man PfTrx1 mit Sduger-Trx, so ergibt sich eine hohere Ahnlichkeit zu cyto-
solischen als zu mitochondrialen Vertretern. In Anbetracht der starken Belastung von Pf mit
ROS ist die Existenz weiterer, eventuell kompartimentierter Thioredoxine wahrscheinlich.
Sind die im Rahmen dieser Arbeit neu identifizierten und bearbeiteten Trx-dhnlichen Proteine
wirkliche Thioredoxine?

Sie besitzen alle in etwa eine Trx-typische GroBe (15.69, 16.1, 14.08, 19.15 kDa
einschlieBlich His-tag) und wurden iiber Blasts mit der Sequenz des PfTrxl, d. h. iiber
Sequenzhomologie zu diesem typischen Trx entdeckt. Die Ahnlichkeit aller Trx-Proteine aus
Pf zusammengenommen ist jedoch nur méBig (Abb. A3). Allerdings zeigen auch Sduger-Trx-
Formen lediglich 25-35% Identitét. Das kiirzlich beschriebene humane TRP14 beispielsweise
ist dem hTrx1 noch weniger dhnlich (20% Identitit; Jeong et al., 2004).

Im Trx-active site-Motiv (W)CGPC(K) werden Tryptophan und Lysin meist als optional
betrachtet. Das iibrige Motiv CGPC hat von den neu identifizierten Pf-Proteinen nur Tlp1. Die
Abfolge CAPC (PfTlp2) wird von verschiedenen Autoren als alternativ zur CGPC-Sequenz
aufgefiihrt (Nogoceke et al. 1997; Alphey et al., 2003). Jacquot et al. beschreiben die Sequenz
WC[G/P]PC (2002). Allgemein werden z. T. Glycin und Prolin als nicht zwingend notwendig
angesehen (Gromer et al., 2004). In diesem Fall bliebe lediglich CXXC als Kernmotiv iibrig,
womit alle hier beschrieben Pf-Proteine Trx sein konnten. Die typische Thioredoxinstruktur,
die eng mit der CXXC-Sequenz verkniipft ist, bildet ein weiteres Trx-Kriterium. Den sog.
thioredoxin fold, bestehend aus 5 zentralen B-Faltblatt-Strukturen umgeben von 4 o-Helices,
besitzen jedoch nicht nur die Trx im engeren Sinne, sondern zahlreiche andere Proteine, die
zumeist auch ein CXXC-Motiv beinhalten (Glutaredoxine, Proteindisulfidisomerasen etc.).
Diese Faltung ist fiir die beschriebenen Proteine zwar zu mutmalen, aber nicht niher
untersucht.

Trx im eigentlichen Sinne wurde iiber seine Funktion bei der DNA-Synthese entdeckt
(Holmgren, 1989). Die Reduktion der Ribonukleotidreduktase wurde bislang fiir keines der
neuen Pf-Proteine getestet. Diese Eigenschaft ist jedoch ebenfalls nicht Trx-spezifisch: Auch
Glutaredoxine und moglicherweise weitere Proteine mit CXXC-Motiv und thioredoxin fold
konnen als Elektronendonoren fiir RiboR dienen.
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Fir die hier vorgenommene Bezeichnung der neuen Pf-Proteine als Trx oder Tlp
(Thioredoxin-like protein) gab die Reduzierbarkeit durch TrxR den Ausschlag.

In Sduger-Trx1 sind einige strukturell bedeutsame AS konserviert (Spyrou et al., 1997); diese
sind jedoch in keinem PfTrx vollstindig enthalten (Tabelle A2).

4.1.1  Thioredoxin-like protein 1 (Tlp1)

Die wie Trx1 auf Chromosom 14 befindliche Sequenz fiir Tlpl zeigt im Blast deutliche
Ahnlichkeit zu der intermediate chain des Dynein-Molekiils aus Ciona intestinalis und der
Dynein-light chain von Chlamydomonas reinhardtii. Dyneine sind Proteinmultimere mit
ATPase-Aktivitit, die mit den Mikrotubuli assoziiert vorliegen und als molekulare Motoren
fiir Flagellenbewegung und intrazelluldren Transport fungieren.

Dynein-Arm

"5.8:)_ AuBerer
(9?-“ % / und innerer

Abb. 4.1. Schematische Darstellung
eines flagellaren Axonems im Querschnitt.
Nach Silflow und Lefebvre, 2001. Die
Nummerierung bezeichnet die &dufleren
Mikrotubulus (Mt)-Doubletten; ¢l und c2
bilden das zentrale Mt-Paar.

Der dufere Arm des flagellaren Dyneins von Chlamydomonas besteht aus drei schweren, die
ATPase-Aktivitidt beinhaltenden Ketten, zwei mittleren (intermediate) und 8 verschiedenen
leichten Ketten (Silflow und Lefebvre, 2001). Zwei dieser leichten Ketten (Mw 14 bzw.
16 kDa) gehoren zur Thioredoxin-Superfamilie: Sie besitzen das CGPC-Motiv und konnen
tiber Phenylarsenoxid gereinigt werden, was als Nachweis der Redoxaktivitit dient. Letztere
ist, wie gezeigt wurde, auch im nativen Molekiill (duBerer Arm) vorhanden. Die
physiologische Funktion insbesondere des Trx-Motivs ist noch nicht vollig geklért.
Thiolgruppen spielen jedoch eine wichtige Rolle fiir die ATPase-Aktivitit des Dyneins (Patel-
King et al., 1996). Der Einfluss des Redoxzustandes von SH-Gruppen auf die Aktivitit des
outer arm wurde nachgewiesen (Harrison et al., 2002). Es wird angenommen, dass mittlere
und leichte Ketten an der Regulation der Dynein-Aktivitit beteiligt sind, ebenso wie an der
Bindung der ,,Fracht* (Vesikel, Organellen) (Silflow und Lefebvre, 2001).

Sadek et al. (2003) nehmen fiir die Thioredoxin-Familie eine Unterteilung vor in Proteine, die
ausschlieBlich aus der Trx-Domine bestehen (Gruppe I, z.B. hTrx1) und Fusionsproteine mit
weiteren Doménen (Gruppe II). Zur zweiten Gruppe werden die o. g. Chlamydomonas-
Proteine DLC14 und 15 gerechnet, des weiteren die spermatid-spezifischen Proteine Sptrx-1
und -2, die dynein intermediate chain IC1 aus dem Sperma-Axonem des Seeigels und die IC3
von Ciona intestinalis. Alle genannten Proteine werden assoziiert mit Mikrotubulus (Mt)-
Strukturen gefunden und besitzen C-terminal zur Thioredoxin-Domine eine oder mehrere
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Nucleosiddiphosphat (NDP)-Kinase-Domidnen (Padma et al, 2001). NDP-Kinasen
katalysieren den Transfer von y-Phosphaten zwischen Nucleosiden und Nucleosidi- bzw. -tri-
phosphaten. Ein Blast der annotierten Peptide von Pf mit der bekannten Pf-NDK zeigte zwar
auch ein kurzes dhnliches Fragment von Chromosom 14, das zugehorige Peptid enthélt aber
laut ,,CD* (Conserved Domain)-Search keine Kinase-Domine.

Die Trx-Domine des humanen Tx12 (Mw = 36.9 kDa, Trx-Domine 105 AS; Sadek et al.,
2003), ebenfalls einem Mitglied der Gruppe II, zeigt im Insulin-Assay weder mit DTT als
Reduktionsmittel noch mit dem TrxR-System Aktivitit. Lediglich im Kompetitionsassay mit
Trx1 und dem TrxR-System konnte eine leichte, aber konzentrationsabhingige Wirkung von
Tx12 festgestellt werden: Bei dquimolarem Verhiltnis der beiden Trx-Proteine ergab sich eine
etwa 10%ige Hemmung verglichen mit dem Assay ohne TxI2. Tlpl zeigt in entsprechendem
Assay keine Hemmung der Trx1-Reduktion, mit DTNB als Substrat war jedoch sogar eine
Aktivierung festzustellen.

Im humanen System wurde kiirzlich eine weitere Verbindung zwischen Cytoskelet und Trx-
System nachgewiesen: Tubulin, Baustein der Mikrotubuli, sowie die Neuronen-spezifischen
Mt-assoziierten Protein Tau und microtubule-associated protein 2 sind reich an SH-Gruppen
und bilden unter Peroxynitrit- oder H,O,-Behandlung Disulfidbriicken aus. Dadurch wird die
Mt-Assemblierung beeintridchtigt. Alle drei Proteine konnen durch das Trx-System, Tubulin
sogar auch durch das Grx-System reduziert werden. Wihrend Peroxynitrit-Exposition die Mt-
Polymerisierung bei Schweinehirn-Tubulin hemmt, kann der Vorgang mit Hilfe des
Glutaredoxin-Systems wieder normalisiert werden (Landino et al., 2004a). Es ist demnach
davon auszugehen, dass die Mt-Polymerisierung redox-abhiingig reguliert wird (Landino et
al., 2004b). Fiir PfTlpl war jedoch unter den gewihlten Bedingungen keine Interaktion mit
dem Grx-System feststellbar.

Im Cytoplasma von Pf-Merozoiten ist Dynein v. a. in der spdten Merogonie, kurz vor
Freisetzung der Merozoiten nachweisbar (Fowler et al., 2001). In Anbetracht der hohen
Teilungsrate und der starken Kompartimentierung des Organismus ist eine grofle Bedeutung
eines gut ausgebildeten und eng regulierten intrazelluldren Transportsystems wahrscheinlich.
Es ist denkbar, dass das hier identifizierte Tlpl mit einer light chain von Pf-Dynein identisch
ist. BLAST-Vergleiche des Pf-Genoms mit mittleren und schweren Dynein-Ketten aus
Chlamydomonas ergaben ebenfalls deutliche Treffer.

Dass das Disulfid-Vorhersageprogramm ,,Disulfind* keine Verbriickung fiir die Tlp1-Sequenz
findet, konnte anzeigen, dass Tlpl tatsichlich nicht als klassisches Trx fungiert, sondern
vielmehr als Regulationsprotein.

Das humane Sptrx-1 besitzt zahlreiche Phosphorylierungsstellen, was seine Bedeutung als
Regulationsfaktor (noch) wahrscheinlicher macht (Miranda et al., 2001). Laut ,,Prosite*
besitzt auch Tlpl neben dem Trx-Motiv modifizierbare Doménen, zu denen verschiedene
Phosphorylierungs-, aber auch Sulfatierungsstellen gehoren (Tabelle A3). Dariiberhinaus sind
in der Sequenz zusitzliche Cysteine vorhanden (C69, 83 und 102), die Bedeutung fiir
Interaktionen haben konnten, wie es bei Sdauger-Trx der Fall ist (Powis und Montfort, 2001).
Das Alignment in Abb. A3 ldsst ferner die Moglichkeit zu, dass Tlpl etwas kiirzer ist als
bisher angenommen. Die Abfolge IDEHL passt sehr gut zur Schlusssequenz von Trx2
(IKKHL).
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4.1.2  Thioredoxin-like protein 2 (Tlp2)

Das Pf-Thioredoxin-like protein 2 besitzt die mutmaBliche active site CAPC. Die Expression
des Proteins war sowohl heterolog in vivo als auch in vitro schwierig. Bei beiden Methoden
ist das Protein deutlich mit dem Pellet assoziiert, was auf Membranstindigkeit hindeutet. Der
Hydrophobizititsplot indiziert dies jedoch nicht (Abb. 4.2).

Abb. 4.2. Kyte-Doolittle-Plot der Aminosiure-
- | sequenz von Tlp2.

‘ ‘ ' ' T Im Kyte-Doolittle-Plot (Kyte und Doolittle, 1982)
' erhilt jede Aminosdure einen score zwischen 4.5
(sehr hydrophob) und -4.5 (sehr hydrophil).
Regionen, die sich {iiber dem als rote Linie
gekennzeichneten score von 1.8 befinden, zeigen
mogliche Transmembranregionen an.

- Kyte-Doolittle Hydropathy Plot

Das Protein zeigt allgemeine

: Hgdrobathg Scofe.-

Redoxaktivitit im Insulin-Assay, ist jedoch

T L R ' _ - | nicht durch PfTrxR reduzierbar, woraus die

-0 40 6o 2o o0 120 | Bezeichnung Tlp resultierte. Zusitzlich zu

Window Position _ | den Cysteinresten an Position 53 und 56

findet sich Cysl7. Das Programm ,Disulfind* sagt fiir diese Konstellation eine Disulfid-
Bildung zwischen C17 und C53 vorher.

Kiirzlich wurde ein humanes Transmembranprotein mit Trx-Motiv beschrieben, welches
CPAC lautet (Matsuo et al., 2004). Diese Abfolge wird als fiir TMX (Transmembrane trx-
related protein) einzigartig bezeichnet. Das Protein ist 30 kDa grof3, besitzt ein N-terminales
Signalpeptid (26 AS) und ist im ER lokalisiert. Das Protein besitzt kein typisches
Retentionssignal fiir das ER. Es konnte Aktivitdt im Insulin-Assay gezeigt werden, ebenso
wie im scrambled RNase-assay. Bei letzterem wird die Fahigkeit getestet, aufgrund
inkorrekter Disulfidbindungen inaktive RNase zu renaturieren. Die Autoren vermuten daher
eine Funktion bei der Proteinfaltung dhnlich der PDI. Es wurden Orthologe in verschiedenen
Spezies gefunden, die ebenfalls das CPAC-Motiv besitzen und integrale Membranproteine zu
sein scheinen (Matsuo et al., 2004). Das aufgrund des sehr dhnlichen active site-Motivs
durchgefiihrte Alignment (Abb. A4) fillt zwar nur geringfiigig positiver aus als der Vergleich
TMX <« Trx1 (28 * vs. 26%), deutlich besser ist mit Tlp2 jedoch die Ubereinstimmung am N-
Terminus, d. h. mit dem Signalpeptid des TMX (rot unterlegt). Vorhersageprogramme hatten
fiir Tlp2 kein Signalpeptid gefunden. Zieht man, abgeleitet von Abb. A4, die ersten 21 AS der
Sequenz doch als SP in Betracht, dndert sich konsequenterweise die Disulfidbriicken-
Vorhersage zugunsten eines active-site-Disulfids. Diese Anderung konnte die fehlende
Aktivitit des bisher untersuchten Tlp2-Proteins im TrxR-Assay (vorldufige Ergebnisse; nicht
gezeigt) erkldren. Das nicht alignte Fragment in der Mitte der TMX-Sequenz entspricht in
etwa der mutmaBlichen Transmembrandoméne des Proteins (nach ,,DAS“-Transmembrane
Prediction Server).

Fiir weitere Untersuchungen wire interessant, ob auch Tlp2 die Missfaltung von RNase im
PDI-Assay korrigieren kann. Neben der typischen PDI-Funktion ist auch die umgekehrte
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Richtung, die Reduktion von Disulfidbriicken denkbar, um abzubauende Proteine zu entfalten
und so der ERAD (ER-associated degradation) zuginglich zu machen (Matsuo et al., 2004).
Ein Blast des Plasmodium-Genoms mit TMX findet allerdings Sequenzen mit deutlich
stirkerer Ahnlichkeit; so befindet sich z. B. auf Chromosom 13 ein Fragment mit 48
Ubereinstimmungen zu TMX (active site-Motiv WCSHC).

Eine weitere Lokalisationsmoglichkeit ergibt sich aus den Vorhersagen der Programme
»PlasMit*“ und ,,MitoProt“. Sie errechnen fiir Tlp2 eine mitochondriale Lokalisation (91%
bzw. 0.861 probability score).

4.1.3  Thioredoxin 2 (Trx2) und Thioredoxin 3 (Trx3)

Die beiden hier beschriebenen neuen Thioredoxine aus Pf werden mit unterschiedlich hoher
Wahrscheinlichkeit als Apicoplast-lokalisiert vorhergesagt (Trx2: nur ,,PATS* Neural
Network positiv; Trx3: auch Plasmo-AP positiv).

Uber Trx dieser speziellen Organelle ist noch nichts bekannt, wohl aber iiber das
Thioredoxin-System in den verwandten Chloroplasten. Die wohl wichtigste Aufgabe der dort
lokalisierten Trx ist die Redoxregulation lichtabhingig arbeitender Enzyme der
Kohlenstoffassimilation. Einzigartig ist das Chloroplasten-Trx-System aufgrund seiner
reduktiven Seite: Nicht NADP* dient als Elektronendonor, sondern das Protein Ferredoxin
(Fd), welches die Elektronen direkt von Photosystem I erhélt (Vollmer et al., 2001). Neben
der Trx-Reduktion, katalysiert durch die Ferredoxin-Thioredoxin-Reduktase (FTR), kann
NADP" iiber die Ferredoxin-NADP*-Reduktase (FNR) der Elektronenakzeptor sein (Pandini
et al., 2002). Der Elektronenfluss iiber die FNR kann auch in die umgekehrte Richtung
erfolgen und Fd als Reduktionsmittel fiir andere plastiddre Enzyme dienen (Vollmer et al.,
2001). Fir Toxoplasma gondii wurde ein plastididres Reduktionssystem aus Ferredoxin und
FNR identifiziert (Vollmer et al., 2001; Pandini et al., 2002); fiir Pf ist bislang lediglich das
Ferredoxin charakterisiert.

Eine weitere Besonderheit im Chloroplast ist das Vorkommen vier verschiedener Trx-
Varianten mit spezifischen Aufgaben in einer Organelle. So kann beispielsweise Trx f bei der
Aktivierung der Fructose-1,6-bisphosphatase nicht durch Trx m ersetzt werden (Jacquot et al.,
2002; Collin et al., 2003). Die Bezeichnung Trx m riihrt von der Aktivierung der Malat-
dehydrogenase (MDH); diese Funktion kann jedoch auch von den anderen Trx ausgefiihrt
werden (Collin et al., 2003; Meyer et al., 1999). Die dritte Form, Trx x, d@hnelt der Sequenz
nach bakteriellen Homologen und zeigte sich als der effektivste Elektronendonor fiir das Trx-
abhingige 2-Cys-Prx aus Arabidopsis (Collin et al., 2003). Trx y wurde erst kiirzlich
beschrieben und zeichnet sich durch hohe Konservierung in photosynthetischen Organismen
aus. Trx y stellt das erste plastiddre Trx dar, welches die Fructose-1,6-bisphosphatase
aktivieren kann, nicht aber die NADP-MDH. Dariiber hinaus unterscheidet sich Trx y
hinsichtlich Hitze- bzw. Kiltestabilitdt und pH-Toleranz deutlich von anderen Trx (Lemaire ef
al., 2003). Die Spezifitdat der Plastid-Trx ist nicht allein durch mogliche Unterschiede der
Redoxpotentiale erklarbar (Collin et al., 2003). Die Reduktion der Chloroplast-Trx durch
cytosolische NTR erfolgt nur mit geringer Effizienz (Lemaire et al., 2003).
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In Anbetracht der zahlreichen Regulationsfunktionen von Trx im Chloroplast und der
Spezifitit der verschiedenen Proteinvarianten ist es denkbar, dass der verwandte Apicoplast
trotz Verlust der Photosynthese-Fihigkeit ein oder mehrere Trx besitzt. Trx2 und 3 werden
durch die bekannte PfTrxR nur schlecht reduziert; die Ky-Werte liegen fiir beide Proteine
deutlich iiber 100 uM. Falls es sich tatsdchlich um Plastid-Proteine handelt, verwundert dies
angesichts der wahrscheinlich cytosolischen Lokalisation der PfTrxR nicht. Es wire fiir die
Zukunft interessant, zu testen, ob Trx2 und 3 durch das PfFd reduzierbar sind.

Zur Einordnung der Pf-Trx in die pflanzlichen Trx-Gruppen wurden mehrere Alignments
durchgefiihrt, deren Anzahl Ubereinstimmungen (* in der Darstellung) in Tabelle 4.1
aufgefiihrt sind:

Tabelle 4.1. Ubereinstimmungen zwischen Trx

| PfTrx1 | PfTrx2 | PfTrx3 | '
aus Arabidopsis thaliana (At) und Pf.
AtTrx ml | 33 | 35 ‘ 26 ‘ Die jeweils hochsten Ubereinstimmungen sind grau
ATrxfl | 37 |27 |29 | hinterlegt
AtTrx x | 33 | 35 \ 36 \ . i . .. .
PfTrx1 zeigt die stidrkste Uberein-
AtTrxyl | 34 | 26 I | . . .
stimmung mit dem cytoplasmatischen (Trx
AtTrx y2 33 31 27 . .
4 | | ‘ ‘ hl) und dem mitochondrialen (Trx ol)
AtTrx ol 4 33 . .. .
o | 0 | ‘ 39 ‘ Ortholog. Zwar ist fiir die neuen Pf-
AtTrx hl | 39 | 28 ‘ 28 ‘ Proteine die Identitdt zu den pflanzlichen
PTrxl | | 33 | 32 |

Verwandten nicht ganz so hoch, die
Proteine ordnen sich aber sehr gut iibereinander an, wie das Beispiel verdeutlicht:

PfTrx2 MKKYIFFFLFSFIN-—--FFFVYDVIT-—-CTKEVITSTNDDPLTPLNRFDKYYLRMFKKVPR
AtTrxml MAAYTCTSRPPISIRSEMRIASSPTGSESTROMFSVLPESSGLRTRVSLSSLSKNSRVSR
* * . N LKinn o x HIR LK. * LIxLX
PfTrx2 LOQ—————————— NGSNIING—————-— VNMKNTVIVLYFFAKWCQACTMQSTEMDKLQKY
AtTrxml LRRGVICEAQDTATGIPVVNDSTWDSLVLKADEPVEFVDFWAPWCGPCKMIDPIVNELAQK
*i L HE * : H T
PfTrx2 YGKRIYLLKVDLDKNESLARKFSVKSLPTIILLKNKTMLARKDHEVSSNDLIALIKKHL
AtTrxml YAGQFKFYKLNTDESPATPGQYGVRSIPTIMIFVNGEKKDTIIGAVSKDTLATSINKEL

* .. . X o o * . . .. kX ek e khkk o oo * * % . * . * .ok *

Abb. 4.3. Alignment von PfTrx2 mit dem Trxml aus At.

Vorhersageprogramme zur Lokalisation zeigen die Spaltstelle des moglichen Signalpeptids,
machen aber keine Angabe zur Linge des Transitpeptides, welches fiir das Apicoplast-
Targeting verantwortlich ist. Das Alignment von PfTrx3 mit AtTrxyl konnte moglicherweise
einen Hinweis auf die Sequenz des reifen Trx3 geben (Abb. 4.4).

Erstaunlich ist hier die Ubereinstimmung im griin unterlegten Bereich. Wie bereits erwihnt,
ist bei den Proteinen vom Typ y nicht nur das active site-Motiv, sondern die gesamte Sequenz
vergleichsweise hoch konserviert. Wihrend die putativen Signalpeptide noch recht heterogen
sind, beginnt die hohe Sequenzihnlichkeit mit dem N-Terminus des mutmaBlich reifen At-
Proteins. Insbesondere der grau unterlegte Bereich ist in der y-Gruppe streng konserviert
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(meist VEAKKQ); Lemaire et al., 2003). PfTrx1 und 2 besitzen genannte Abfolge nicht. Da
bislang nur die um das SP verkiirzte Trx3-Sequenz exprimiert wurde, ist fiir weitere
Untersuchungen auch eine zweifach verkiirzte Variante interessant.

PfTrx3 MALICIGSVCFSLFHIGVIILLIINYFSSHIKKIFPSFFKNPNKEEIDKHIGNILEAKRK

AtTrxyl MASISLSSSTVPSLNS——KESSGVSAFAS-—RSISAVKFQFPVRR————————— IEAKKQ
KRk LK L.t HE N *ro*or. HEa

PfTrx3 NKQLEQSIYIELKNTGSLNQVFSSTONSSIVIKFGAVWCKPCNKIKEYFKNQLN--YYYV

AtTrxyl T F—--D-SFEDLLVNS-DKPVLVDYYATWCGPCQFMVPILNEVSETLKDKI

Frriiro oo oLl riiln KUoxK o oxxg
PfTrx3 TLVDIDVDIHPKLNDQHNIKALPTFEFYFNLNNEWVLVHTVEGANQNDIEKAFQKYCLEK
AtTrxyl QVVKIDTEKYPSIANKYKIEALPTFILFKDGE———-PCDRFEGALTAKQLIQRIEDSLKV
HE S R S S R S R . R
PfTrx3 AK
AtTrxyl KP

Abb. 4.4. Alignment von PfTrx3 mit dem Trx y1 aus At.

Die Ahnlichkeit der N-Termini in den Abb. 4.3 und 4.4 unterstreicht die Wahrscheinlichkeit,
dass es sich bei Trx2 und 3 um plastiddre Formen handelt.

Laut ,,PlasMit“, einem Vorhersage-Programm speziell fiir mitochondriale Proteine aus Pf,
sind beide Trx zu 99% keine mitochondrialen Proteine; ,,MitoProt“, ein allgemeines
Programm, bestidtigt die geringe Wahrscheinlichkeit fiir Trx2 und findet fiir Trx3 eine
Wahrscheinlichkeit von 48%. Fiir Trx3 fillt jedoch die gute Ubereinstimmung zum
mitochondrialen At-Protein auf (Tabelle 4.1). Die Ahnlichkeit des Trx3 sowohl mit
plastiddrem als auch mitochondrialem AtTrx ist nicht widerspriichlich: Fiir pflanzliche
Proteine ist bereits das duale Targeting zu diesen beiden Organellen beschrieben (Laloi ef al.,
2001). Trx3 ist mit 19.15 kDa einschl. His-tag das grofte der hier beschriebenen Trx-Proteine.
Geht man vom Gesamtprotein aus, umfasst es 180 AS; nimmt man das Motiv LEAK als Start
der reifen Sequenz an, sind es 121 AS. Das mitochondriale Trx der Ratte ist 166 bzw. 106 AS
lang (Mw = 18.2 bzw. 12.2 kDa) (Spyrou et al., 1997). Die Linge des moglichen SP ist damit
sehr &dhnlich. Auch das mitochondriale Trx aus dem Schweineherz ist mit einem
Molekulargewicht von 18 kDa etwas groBler als cytosolische Homologe (Bodenstein und
Follman, 1990). Fiir pflanzliche mitochondriale Trx werden Funktionen bei der Cytochrom c-
Bildung (,,Reifung®, Bindung von Him an Apocytochrom c), der Redoxkontrolle
verschiedener Enzyme (z. B. Citratsynthase und Alternative Oxidase) und der Reduktion von
Prx in Betracht gezogen (Laloi et al., 2001). Defizienz von mitochondrialem Trx fiihrt bei
Séaugern zur Apoptose, nicht nur aufgrund mangelnder ROS-Entgiftung sondern auch iiber die
Beteiligung des Proteins an Gen- und Enzymregulation (Tanaka et al., 2002). Die Regulation
des Apoptose-Enzyms Caspase wird tiber Trx vermittelt (Ueda et al., 1998). Dass auch Pf-
Parasiten wahrscheinlich Apoptose eingehen konnen, wurde kiirzlich beschrieben (Deponte
und Becker, 2004).

Wenn auch die Apicoplast-Vorhersage fiir Trx2 nicht ganz eindeutig war, so sind sich doch
die Programme iiber die Existenz eines Signalpeptids in beiden Sequenzen einig. Es ist
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demnach zumindest der Eintritt in das Endomembansystem wahrscheinlich. Das C-terminale
Motiv KKHL in Trx2 erinnert deutlich an ein ER-Riickhaltesignal, welches im allgemeinen
KDEL lautet (Wilkinson et al., 2002). Dariiber hinaus ist auch die Abfolge KKXX als
Signalmotiv fiir ein ER-Protein beschrieben (Baunaure ef al., 2004). Fiir Trx2 ergibt sich eine
interessante Parallele zu PfAOP, da in beiden Fillen eine Apicoplast-Lokalisation in Betracht
kommit, fiir AOP jedoch eine ER-Lokalisation gezeigt wurde (siehe 3.5.15).

Trx3, fiir das nach bisherigen Erlduterungen sowohl Apicoplast- als auch Mitochondrium-
Lokalisation nicht auszuschlieBen ist, konnte nach der Vorhersage von ,,Predotar* auch ein
ER-Protein sein (probability score = 0.51; die Interpretationsanweisungen besagen, dass fiir
eine Sequenz, fiir die ohnehin Targeting angenommen wird, bereits ein score von 0.2
aussagekriftig sein kann).

Ein allgemeiner BLAST mit PfTrx2 findet v. a. verschiedene Sduger-Trx2 (Trx2 bezeichnet
in Sédugerorganismen das mitochondriale Trx) und Proteindisulfidisomerasen. Die Suche nach
konservierten Dominen (,,CD*“-Search) zeigt neben der Trx-Domine auch die der COG3118-
Familie (Thioredoxin domain-containing proteins) und eine Gruppe von PD-Isomerasen.
Beides konnte auf eine Lokalisation und Bedeutung von Trx2 im ER hinweisen.

Mit der Trx3-Sequenz dagegen taucht die PDI-Domine nicht auf; dem BLAST kann kein
Verwandtschaftsgrad zu einer bestimmten Trx-Gruppe entnommen werden.

Fiir Pf sind vier PDI-Gene annotiert, ein weiteres wird von Bozdech und Ginsburg postuliert.
Dariiberhinaus besteht die Annotation eines Gens fiir Erolp (Oxidoreduktin), welches die PDI
oxidiert und somit regeneriert. Mit der Sequenz der klassischen, charakterisierten PDI (Gene
ID: MALS8P1.17) zeigt Trx2 deutliche Ahnlichkeit (41* vgl. mit 27% im Alignment PDI <«
Trx1). Wihrend Trx1 im Alignment mit PDI iiber deren N-terminaler katalytischer Doméne
angeordnet wird, ,,alignt* Trx2 v. a. mit der katalytischen Doméne im C-Terminus.

PDI besitzt in vitro sowohl Oxidase- als auch Isomerase-Aktivitit. Letztere, welche die
Reduktion von Disulfidbriicken anderer Proteine beinhaltet, ist in vivo zwar, wie fiir Hefe
gezeigt wurde, nicht iiberlebensnotwendig, aber vorhanden (Xiao et al., 2004). Somit
kommen als Funktion fiir ein ER-lokalisiertes Trx sowohl die PDI-Aktivitit selbst in Betracht
als auch die elektronenliefernde Rolle bei der Isomerase-Aktivitéit der charakteristischen PDI.
Ebenfalls denkbar wire die Redoxregulation der verschiedenen Funktionen der PDI, wie sie
fiir das Sduger-ER-Protein ERd;j5 postuliert wird (Cunnea et al., 2003). Fiir dieses Protein, das
eine Trx-Domine besitzt, wird ferner eine vorbereitende Funktion fiir ERAD in Betracht
gezogen: Um Proteine, die sich nicht richtig falten, diesem ER-assoziierten Proteinabbau
(Brodsky und McCracken, 1999) zuginglich zu machen, miissen sie wieder entfaltet werden.
Die dazu nétige Disulfidreduktion konnte auch eine Funktion eines ER-Trx sein.

Eine mogliche duale Lokalisation von Trx in Apicoplast und ER wird gestiitzt durch Studien
mit AtTrx (Marchand et al., 2004). Verschiedene Proteindisulfidisomerasen wurden als Trx-
Targets identifiziert, darunter auch die FKBP-Peptidylprolyl-cis-trans-Isomerase, die sich im
Thylakoid-Lumen befindet. Eine Proteomanalyse der dort lokalisierten Proteine ldsst auch die
Prisenz eines m-Typ-Trx vermuten, welches als Elektronendonor wirken konnte (Peltier et
al., 2002). Zu den weiteren Targets des AtTrx gehoren neben Enzymen von Calvin-Zyklus,
Aminosaure-Stoffwechsel und auch Proteine der ROS-Abwehr, wie das chloroplastische
Typ II-Prx (Bréhélin et al., 2003), Peptidmethionin-Sulfoxidreduktase, Dehydroascorbat-
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Reduktase, Ascorbat-Peroxidase und GST. In Anbetracht der Lokalisationsmoglichkeiten fiir
das hier beschriecbene PfAOP (Apicoplast, ER) erscheint die Existenz eines Trx als
Elektronendonor in beiden Kompartimenten sinnvoll.

Ebenfalls interessant fiir Uberlegungen beziiglich Pf ist die beobachtete intensive Interaktion
von Trx mit Ferredoxin (Marchand et al., 2004). Es ist demnach nicht unwahrscheinlich, dass
ein plastididres PfTrx in Pf auch durch PfFd reduziert werden kann.

Insgesamt sind 10 der identifizierten Trx-Targets cytosolisch, 2 mitochondrial, 21 dagegen im
Chloroplast lokalisiert (Marchand et al., 2004). Die potentielle Bedeutung von Trx fiir den
Chloroplast erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass der verwandte Apicoplast ebenfalls Trx
beinhaltet.

In Séduger-Organismen ist neben der Existenz der ubiquitdren Trx-Systeme 1 (cytosolisch) und
2 (mitochondrial) das gewebespezifische Vorkommen erwédhnenswert. So besitzen Spermien
mehrere spezifische Trx-Proteine, von denen eines (SPTRX-3) im Golgi-Apparat lokalisiert
ist (Jiménez et al., 2004). Wihrend der Spermiogenese unterliegt die Keimzelle drastischen
morphologischen und biochemischen Verdanderungen. Dabei entstehen einzigartige Strukturen
wie beispielsweise das Akrosom, welches sich aus Golgi-Vesikeln formiert. Die Situation ist
der von Pf nicht ganz undhnlich. Auch dieser Organismus ist hochstrukturiert und das
Material fiir die sekretorischen Organellen entstammt dem Golgi-Apparat (Topolska et al.,
2004).

Was eine mogliche Regulationsfunktion der PfTrx2 und 3 betrifft, so besitzt Trx2 innerhalb
der Sequenz des reifen Proteins keine Cysteinreste zusétzlich zum aktiven Zentrum, es enthélt
aber einige Motive, die fiir posttranslationale Modifikationen in Frage kommen, darunter
mehrere Phosphorylierungs- und N-Glycosylierungsstellen und eine Amidierungsstelle
(Tabelle A4).

Wird die Sequenz des putativ reifen Proteins zugrunde gelegt, sagt das Programm ,,Disulfind*
eine Disulfidbriicke im active site-Motiv voraus. Fiir Trx3 verbindet Disulfind in der
Gesamtsequenz die Cysteinreste 5 und 102 bzw. 10 und 99, wihrend bei Annahme des
Startmotivs LEAK die Reste des WCKPC-Motivs verbriickt werden. Dies unterstiitzt die
Vermutung, dass die hier bearbeitete Sequenz noch nicht das reife Protein darstellt, sondern
Trx3 in der Tat ein Transitpeptid besitzt. Trx3 hat ein weiteres Cystein in der reifen
Proteinsequenz (Position 175 bzw. 116) und somit eine potentielle Redoxregulations- oder
Oligomerisierungsstelle. Dariiber hinaus werden von ,Prosite neben mehreren
Phosphorylierungsmoglichkeiten eine N-Glycosylierungs- und eine N-Myristoylierungsstelle
ermittelt (Tabelle AS).

Fiir die Gene von Trx2 und 3 ebenso wie fiir Tlp2 sind Daten zur Transkription im Verlauf
des Zellzyklus verfiigbar (Bozdech und Ginsburg, 2003). Tlp2 und Trx3 (Expressionsdaten
beziehen sich allerdings auf falsche Sequenzvorhersage) werden demnach wahrscheinlich,
genau wie Trx1, im frithen Schizont am stérksten transkribiert. In dieser Phase befindet sich
die Transkription des Trx2-Gens im Minimum. Letztere ist bereits direkt nach der Invasion
hoch, bleibt wihrend des Ringstadiums stark und nimmt im Trophozoit schnell ab.

Die TrxR-Transkription ist im Schizont am intensivsten. Fiir Trx1 und 3 wird das mogliche
regenerierende Enzym demnach parallel exprimiert. In Bezug auf Trx2 konnten diese Daten
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anzeigen, dass TrxR nicht der physiologische Elektronendonor ist, was mit der hier
beschriebenen geringen Affinitéit gut tibereinstimmt. Dass gerade fiir Trx2 schon direkt nach
Invasion hohe Expression angenommen wird, spricht moglicherweise fiir eine Apicoplast-
Lokalisation, da das Plastid funktionell mit dem Invasionsprozess in Verbindung gebracht
wird (He et al., 2001). Die vorhandenen Expressionsdaten indizieren fiir die PDI-Formen und
Erolp maximale Transkriptionsintensitit im Schizontenstadium (Bozdech und Ginsburg,
2003). Dies stellt eine weitere Ubereinstimmung zu Trx2 dar und kénnte wiederum fiir die
ER-Lokalisation oder duales Targeting sprechen.

Bei diesen Uberlegungen ist zu beachten, dass starke Transkription nicht zwingend hohe
Proteinmenge oder —aktivitit bedeutet. Die Transkriptionslevel der TPx1, deren Bedeutung
fiir die antioxidative Verteidigung nachgewiesen wurde (Komaki-Yasuda et al., 2003), zeigen
zwar einen breiten Peak; dieser korreliert interessanterweise jedoch nicht mit dem
Transkriptionsmaximum des bisher angenommenen elektronenliefernden Systems (Trx1 und
TrxR).

Fiir Hinweise auf mogliche in vivo-Funktionen der hier beschriebenen Trx ist in jedem Fall
die Bestimmung der Redoxpotentiale interessant. Die PDI z. B. besitzt zwar auch das Trx-
Motiv CXXC, katalysiert jedoch aufgrund ihres hohen Redoxpotentials (-180 mV) v. a. die
Disulfid-Bildung (Jeong et al., 2004).

Die fehlende (Tlpl und 2) oder nur méBige (Trx2 und 3) Reduktion durch PfTrxR kdnnte zum
einen darin begriindet sein, dass diese nicht der physiologische Elektronendonor ist, und es
weitere, moglicherweise kompartimentierte TrxR in Pf gibt. Die Spezifitit fiir eine Reduktase
ist vom humanen System beschrieben: Wihrend Trx1 (cytosolisch) und Trx2 (mitochondrial)
gleich gut von der cytosolischen (TrxR1) und der mitochondrialen (TrxR2) TrxR-Form
reduziert werden, ist das humane Trx-related protein TRP14 lediglich Substrat fiir TrxR1
(Jeong et al., 2004). Es besteht auch die Moglichkeit, dass Trx2 und 3 nicht in erster Linie
Thioredoxine sind, d. h. der physiologische Elektronendonor keine TrxR ist. Eine andere
Erkldrung fiir eine schlechte Reduzierbarkeit wire eine Funktion, die keiner kontinuierlichen
Regeneration bedarf.

Die fiir Pflanzen-Trx beschriebene funktionale Spezifitit ist auch beim Sduger-Organismus zu
finden. So wird TRP14 zwar durch TrxR1 reduziert, kann aber seinerseits nicht als
Elektronendonor fiir RiboR, Prx oder MetSR dienen (Jeong et al., 2004). Umgekehrt wurde
beobachtet, dass TRP14 in HeLa-Zellen einen stirkeren Effekt auf die Signalskaskade zur
NF-kB-Aktivierung ausiibt als Trx1 (Jeong et al., 2004b). Auch die direkten Targetproteine
sind unterschiedlich. Als ein Interaktionspartner von TRP14 wurde u. a. LC8 identifiziert.
Dabei handelt es sich um eine light chain des cytoplasmatischen Dynein-Komplexes. Da LC8
sowohl mit IF-kBa als auch mit Bim, einem Mitglied der Bcl-2-Familie interagiert, kann
vermutet werden, dass LC8 als Vermittler der TRP14-Wirkungen auf NF-kB-Aktivierung als
auch Apoptose fungiert (Jeong et al., 2004b).

Es ist denkbar, dass Tlpl analog zu LC8 ein multifunktionales regulatorisches Protein
darstellt, dessen Interaktionen sich nicht auf Cytoskelet-Funktionen beschrinken, sondern
auch allgemeine Signaltransduktionen beeinflussen.

Fiir die beschriebenen Trx-Proteine ist ferner selbst im Falle einer Lokalisation im gleichen
Zellkompartiment davon auszugehen, dass ihre Funktionen nicht vollig redundant sind.
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Fir weitere Untersuchungen ist die Erforschung sowohl des physiologischen
Elektronendonors als auch der Zielproteine vorzunehmen. So ist z. B. zu testen, ob PTAOP
durch eines der neuen Trx effizienter reduziert wird als durch Trx1. Zunichst sind jedoch
Expression und Reinigung zu optimieren.

4.2 PfTrxR - Genvariation und Hemmung

4.2.1 N-terminal verinderte TrxR-Formen

Fiir die humane, Méiuse- und Ratten-TrxR1 existieren verschiedene mRNA-Varianten, die
sich hinsichtlich des 5’-Endes unterscheiden. Sie kommen durch alternatives Spleilen der
ersten drei Exons zustande, und die entsprechenden Schnittstellen sind in den drei
Organismen konserviert (Sun et al., 2001b). Die Autoren vermuten darin einen generellen
Mechanismus zur Herstellung verschiedener mRNA-Isoformen, der zur beobachteten
Heterogenitit von Sauger-Trx-Reduktasen beitrdgt. Die unterschiedlichen Transkriptionsstarts
werden nidmlich auch auf die Proteinebene iibertragen. Fiir die N-terminale Doméne der
langsten Maus-TrxR1-Variante konnte bislang keine Homologie zu anderen Proteinen
gefunden werden, und die Funktion dieser Form ist noch nicht bekannt. Generell werden die
Funktionen der diversen mRNA-Formen in der Regulation der Expression und der
Ermoglichung verschiedener subzelluldrer Lokalisationen des Enzyms gesehen. Letzteres ist
z. B. fiir die h'TrxR3 der Fall: Auch hier existieren drei unterschiedliche mRNA-Formen, von
denen eine ein mitochondriales Signalpeptid beinhaltet. Bei einer zweiten Form ist die
gemeinsame Sequenz um lediglich 5 Aminosduren verldngert; diese wird als cytosolische
Variante angesehen, wihrend der dritten Spleissvariante moglicherweise regulatorische
Funktion zukommt (Sun et al., 2001b). Rundlof et al. fanden bei der Untersuchung
verschiedener Zelltypen insgesamt 21 verschiedene hTrxR1-Transkripte, die in 5
unterschiedlichen Isoformen mit differierenden N-Termini resultieren. Eine Form beinhaltet
eine Grx-Doméne (2004). Durch die Spleissvarianten wird das Targeting zu Cytoplasma,
Mitochondrien und Nucleus erreicht. Dass eine alternative Spleissvariante der TrxR1 als
Modulator Ostrogen-abhiingiger Genaktivierung eine spezielle eigene Funktion hat, wurde
von Damdimopoulos et al. gezeigt (2004).

Das TrxR2-Gen kann ebenfalls in mitochondrialen und cytosolischen Varianten resultieren,
abhédngig von der Verwendung des N-terminalen Exons, das fiir das mitochondriale
Targetsignal codiert (Rundlof und Arnér, 2004).

Auch die mRNA der Drosophila melanogaster-TrxR1 existiert in zwei unterschiedlichen
Formen, bei denen es sich ebenfalls um alternative Spleissprodukte handelt. Hier ist das
Transkript der kiirzeren in dem der lingeren Variante nahezu komplett (bis auf das Start-M)
enthalten. Es konnte gezeigt werden, dass die N-terminale Extension der liangeren Form als
mitochondriales Signalpeptid fungiert. Beide Formen sind fiir die Uberlebensfihigkeit der
Fliege essentiell (Missirlis et al., 2002). Erst kiirzlich wurde duales Targeting zu Cytosol und
Mitochondrien fiir beide TrxR aus Arabidopsis (NTRA und B) gezeigt (Reichheld et al.,
2005). Anopheles gambiae besitzt 3 Isoformen der TrxR, die durch Spleissvarianten eines
Gens entstehen (Bauer et al., 2003).
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Watanabe et al. berichten, die Gene von Plasmodium betreffend, nicht nur von einer
ausgepragt langen 5’-untranslated region (UTR; im Durchschnitt 346 Nukleotide), sondern
auch von einer hohen Diversitidt der Transkriptionsstarts (2002). Beide Eigenschaften bergen
wiederum erweiterte Moglichkeiten der Genexpression und -regulation. Die von Watanabe
und Kollegen angestellten Untersuchungen beschrinken sich auf die mRNA-Ebene — ob sich
die Diversitit auch auf Proteinebene findet, bleibt unklar.

Aufgrund der Kenntnisse iiber die Isoformen der humanen und vor allem der Drosophila-
TrxR wurde im Rahmen dieser Arbeit die Sequenz N-terminal des bekannten PfTrxR-Gens
untersucht und ein lidngerer orf als bisher angenommen identifiziert. Diese Extension des 5’-
Endes um 228 bp konnte in der bloodstage-cDNA-Bank nachgewiesen werden; es erfolgten
Klonierung der Sequenz und heterologe Expression der gesamten, um 76 AS verlidngerten
PfTrxR. Die Affinitit fiir Trx, DTNB und NADPH der alternativen Enzymform unterscheidet
sich nicht von der des herkdmmlichen Enzyms.

Urspriinglich mit dem Ziel, Kristallansédtze herzustellen, wurde die Sequenz der altPfTrxR
ohne His-tag kloniert, exprimiert und iiber 2’,5’-ADP-Sepharose gereinigt. Das so erhaltene
Enzym besal} die Grofe der herkommlichen Enzymform, und das Fehlen der Extension wurde
mittels N-terminaler Sequenzierung bestitigt.

Ob E. coli, der keine Signalsequenzen fiir die Lokalisierung in Kompartimenten kennt, die N-
terminale Verldngerung ohne Schutz durch den His-tag tatsdchlich nicht translatiert oder erst
posttranslational abspaltet, bleibt unklar. Wie der Parasit mit dieser nachweislich existenten
Transkriptisoform verfihrt, kann anhand der vorliegenden Ergebnisse ebenfalls nicht
abschliessend beantwortet werden. Sowohl das Vorkommen ungewohnlich langer 5°-UTR’s
als auch mehrerer Transkriptvarianten fiir ein Protein sind fiir Plasmodium beschrieben
(Watanabe et al., 2002). In diesem Fall besteht die Moglichkeit, dass der N-terminalen
Extension eine Modulationsfunktion fiir die Genexpression zukommt. Dennoch ist nicht
auszuschliessen, dass der Parasit das verldngerte Transkript vollstindig translatiert und somit
eine alternative Form des PfTrxR-Proteins generiert.

4.2.2 Inhibitoren der PfTrxR

Wihrend fiir manche Bakterienspezies und Hefe das Trx-System entbehrlich ist, ist es fiir das
Uberleben von Pf unerlisslich. Dies wurde kiirzlich mit entsprechenden TrxR-knock outs
demonstriert (Krnajski et al., 2002). Die Notwendigkeit des Enzyms diirfte sich anhand der
vielfiltigen Funktionsmoglichkeiten von Thioredoxin auf verschiedenen Ebenen des
Parasitenstoffwechsels  (DNA-Synthese, antioxidatives  System, Signaltransduktion,
Enzymregulation, Proteinexpression etc.) ergeben. Das Wissen um ihre Essentialitit
unterstreicht die Bedeutung der TrxR als drug target.

Derzeit in Entwicklung gegen Pf sind sogenannte double-drugs, bislang bestehend aus
Derivaten des bekannten Antimalariamittels Chloroquin (CQ) und einem Inhibitor der
Glutathionreduktase. Die Strategie dabei ist nicht nur die Addition der Einzelwirkungen —
Hemmung von Himdetoxifikation (CQ) und Glutathionregeneration - sondern ein
synergistischer  Effekt im  Hinblick auf Chloroquin-resistente = Stamme, deren
Widerstandsfihigkeit u. a. auf das Glutathionsystem zuriickgeht. Da auch die TrxR bzw. das
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Trx-System zur GSSG-Reduktion beitrigt, ist es sinnvoll, die Inhibierung dieses Systems in
die Konstruktion der double-headed drugs miteinzubeziehen (Biot et al., 2003).

Die Anzahl der an PfTrxR getesteten Verbindungen ist noch begrenzt. Naphtazarin (NZ),
Inhibitor der hTrxR, wirkt auch hier (Krauth-Siegel und Coombs, 1999). Mittlerweile konnten
durch Substitution an den C-Atomen 2 und 3 noch effektivere Derivate synthetisiert werden
(Dessolin et al., 2001). Die ICsp-Werte von NZ und seinen Abkdmmlingen an der PfTrxR
wurden im DTNB-Assay mit 600 nM und 0.3-6 uM bestimmt (Irmler ez al., 2002); an
Parasitenkulturen ergaben sich ebenfalls ICso-Werte in diesem Bereich (471 bzw. 395 nM
(Biot et al., 2003). Problematisch ist hier jedoch, dass das inhibitorische Potential der h'TrxR
gegeniiber noch hoher ist (ICsp-Werte bis zu 5 nM).

Zu den PfTrxR-Inhibitoren gehoren ferner Mannich-Basen. Es handelt sich dabei um eine
relativ heterogene Gruppe von Verbindungen, die in der organischen Chemie fiir Michael-
Additionen verwendet werden. Seit lingerem werden verschiedene Mitglieder dieser Gruppe
auf Aktivitit gegen Plasmodium untersucht (Peters und Robinson, 1984; Scott et al., 1987),
und einige zeigten stirkere Effekte als gingige Verbindungen wie Chloroquin (Kotecka et al.,
1997). Von 350000 Verbindungen der Pfizer-Bibliothek zeigten 15 in einem High-
throughput-screening mit E. coli-Trx an PfTrxR einen ICsp < 18 uM (Smith et al., 1975;
Davioud-Charvet, 2003). 13 davon waren Mannich-Basen, nur sechs waren am
Parasitenenzym effektiver als am humanen. Neben Unterschieden beziiglich der Reversibilitit
der Hemmung und der entstehenden Produkte ist den Substanzen doch gemeinsam, dass sie
nur am reduzierten Enzym wirken und Angriffspunkt das C-terminale Redoxzentrum ist.
Dieses wird am C540 alkyliert (nicht-zyklisches Produkt) bzw. bisalkyliert (Reaktion auch
mit C535, makrozyklisches Produkt). Die alkylierten Enzyme sind inaktiv mit Trx, zeigen
aber noch gewisse Aktivitdt mit dem niedermolekularen Substrat Methylmethanthiosulfonat
(MMTS), da dieses an die active site gelangen und von dieser umgesetzt werden kann.
(Davioud-Charvet et al., 2003).

Den im Rahmen dieser Arbeit getesteten Verbindungen gemeinsam ist der Benzolring und 1-3
Nitrogruppen. Dariiber hinaus besitzen sie entweder einen heterozyklischen Ring oder eine
Trifluoromethylgruppe -C(F)s. Die Synthese erfolgte im Labor von Dr. M. McLeish (College
of Pharmacy, University of Michigan, Ann Arbor, Michigan, USA) und ist bei Andricopulo e?
al. beschrieben (in Vorbereitung). Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte zundchst die
Bestimmung der ICsp-Werte an Pf- und hTrxR; in Anwesenheit der ICso-Konzentrationen
(PfTrxR) wurde zudem der Einfluss auf die Glutathionreduktasen beider Organismen getestet.
An der PfTrxR ergaben sich ICs)-Konzentrationen zwischen 500 nM und > 100 uM. Die
hTrxR wurde von allen Verbindungen deutlich weniger gehemmt, womit eine wichtige
Voraussetzung fiir ein potentielles Antimalariamittel erfiillt ist. Fiir die bislang getesteten
Naphtazarin-Derivate war diese Voraussetzung nicht, fiir die Mannich-Basen nur in wenigen
Fiéllen gegeben. Daher sind die Ergebnisse als vielversprechend zu betrachten, obwohl im
Vergleich relativ hohe Konzentrationen benétigt wurden.

Fir die wirksamsten Verbindungen wurde die ndhere Charakterisierung der Hemmung
begonnen. Drei dieser Substanzen wurden dariiber hinaus an Plasmodien-Kulturen getestet.
Der Ky-Wert fiir NADPH énderte sich durch die Substanzen 028 und 064 nicht; in
Anwesenheit von 036 bzw. 049 war dagegen ein Anstieg um Faktor 5.5 bis 8.6 zu
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verzeichnen. Die Affinitét fiir Trx wurde erstaunlicherweise durch alle vier Verbindungen
sogar erhoht, was auf eine unkompetitive Komponente hindeutet. Zwar bediirfen die
Untersuchungen weiterer Vertiefung, es ist jedoch davon auszugehen, dass der Hemmtyp aller
vier Verbindungen sich aus mehreren Komponenten zusammensetzt.

Ein gemischter Hemmtyp wurde auch fiir NZ und seine Derivate beobachtet. Ein anfdanglicher
kompetitiver Anteil, der fiir PfTrxR stédrker ausgeprégt ist als fiir das humane Enzym, wird
von einer irreversiblen Hemmung gefolgt (Irmler ez al., 2002).

Die an Parasitenkulturen ermittelten ICso-Werte liegen leicht iiber den in vitro fiir PfTrxR
gemessenen (10-18 uM). Zwar werden von einigen Mannich-Basen-Derivaten deutlich
geringere ICsp-Werte an Plasmodienkulturen berichtet (Gorlitzer ez al., 2004), es sind jedoch
auch cytotoxische und Apoptose-induzierende Effekte beschrieben (Davioud-Charvet et al.,
2003). Die hier getesteten Verbindungen verdienen daher durchaus weitere Beachtung.

Die Entdeckung medizinischer Wirkstoffe war und ist auch hiufig heute noch ein Kind des
Zufalls. Nach dem Try-and-error-Prinzip und meist durch Verwendung von Pflanzenteilen
entdeckt, sind einige Antimalaria-Mittel schon lange bekannt. Die Nutzung von Artemisinin,
vorkommend in der chinesischen Qinghao-Pflanze (Artemisia annua), beispielsweise wird
bereits im dritten Jahrhundert erstmals erwihnt (Ridley, 2003). Der Mechanismus der
Wirkung war jedoch bis vor kurzem unklar. Ein Ansatz der Medikamentenentwicklung ist
daher die Aufklirung der Wirkweise bekannter Substanzen und daraufhin die
Weiterentwicklung der Verbindungen mit dem Bestreben, Nebenwirkungen oder Resistenzen
zu umgehen.

Eine andere Vorgehensweise der sog. rationalen Medikamentenentwicklung beginnt mit der
Suche nach einem anzugreifenden Ziel. Geeignet sind im Falle von Infektionskrankheiten
grundsitzlich Stoffwechselwege, die ausschlieBlich im Erreger ablaufen und fiir diesen
tiberlebenswichtig sind. Aber auch Enzyme, die beide, Erreger und Patient besitzen, kénnen
Angriffspunkt sein, vorausgesetzt, sie weisen deutliche Unterschiede auf.

Hilfreich fur diese Verfahrensweise wiederum ist die Kenntnis der Proteinstrukturen, die
anhand ihrer Kristallformen im Detail untersucht werden konnen.

Trotz zahlreicher Versuche war die Kristallisation der Plasmodium-TrxR bis jetzt noch nicht
gelungen. Daher sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit dieses Ziel unter Verwendung
abgewandelter Enzymformen vorangetrieben werden. Sowohl eine His-tag-freie als auch eine
N-terminal verkiirzte (und tag-freie) Variante der PfTrxR wurden dazu heterolog exprimiert
und gereinigt.

Mit beiden Proteinen wurden zahlreiche Kristallisationbedingungen getestet. Bislang ergaben
sich keine Kristallformen, die sich zur Strukturanalyse geeignet hitten. Die Proteine stehen
fiir weitere Tests zur Verfiigung.

4.3 Interaktionen von Thioredoxinl und Glutaredoxin aus Pf

4.3.1 Interaktion mit Peroxiden

Die physiologische als auch schiddigende Wirkung reaktiver Sauerstoff-Spezies wurde bereits
eingangs erldutert. Thioredoxin ist durch Quenching von Singulett-Sauerstoff und Abfangen
von Hydroxylradikalen an der nicht-enzymatischen ROS-Entgiftung beteiligt (Das und Das,
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2000). Fir E. coli und Saccharomyces cerevisiae ist gezeigt, dass reduziertes Trx die
Widerstandsfihigkeit gegeniiber H,O, steigern kann (Takemoto er al., 1998; Garrido und
Grant, 2002). Die direkte Reaktion des Proteins mit dem Peroxid wurde ebenfalls beobachtet
(Mitsui et al., 1992).

Die hierzu durchgefiihrten Versuche mit PfTrx1 zeigen eine Pufferkapazitit fiir verschiedene
Hydroperoxide, die bei lokal stark ansteigenden ROS-Konzentrationen zur Entgiftung
beitragen konnte (Rahlfs er al., 2003). Es ist jedoch anzumerken, dass die Intensitdt der
Reaktion (k = 6.7 M s™) wesentlich geringer ist als die katalytische Effizienz, die mittels der
Elektronenbelieferung der PfTPx1 durch Trx erreicht werden kann (3.29 x 10* M! s‘l) (diese
Arbeit).

Die GSH-abhingige Peroxidase-Aktivitdit von Grx ist fiir Proteine aus Saccharomyces
cerevisiae und Oryza sativa beschrieben (Collinson et al., 2002; Rouhier et al., 2004). Das
PfGrx kann jedoch unter den erlduterten Bedingungen keines der verwendeten Peroxide
reduzieren. Das Grx aus Populus trichocarpa zeigt ebenfalls nachgewiesenermallen keine
GSH-abhingige Peroxidase-Aktivitit mit H,O, (Rouhier et al., 2003). Dafiir beliefert dieses
Grx jedoch ein Peroxiredoxin mit Elektronen (Rouhier ez al., 2001). Hiermit ergibt sich eine
interessante Parallele zu Pf, da PfGrx sowohl iiber die Reduktion von AOP als auch von TPx1
zur Peroxidentgiftung beitragen kann.

4.3.2  Interaktion mit Dehydroascorbat

Untersucht wurde ferner die Interaktion von Trx1 und Grx mit Dehydroascorbat. Ascorbat
dient als Cofaktor fiir verschiedene enzymatische Reaktionen und stellt als Radikalfinger
einen wichtigen Bestandteil des antioxidativen Systems dar. Es entgiftet reaktive Sauerstoff-
und Stickstoffspezies selbst (May et al., 1998b; Morell et al., 1997) und triagt durch die
Regeneration des o-Tocopherylradikals als hydrophiles Molekiil zum Schutz von
Membranlipiden bei (May et al., 1998a). Im Zusammenhang mit Pf interessant ist auBerdem
die Privention der Himoglobin-Oxidation durch Ascorbat (May et al., 1998b).

Die Oxidation von Ascorbat geschieht in Ubertragungsschritten von je einem Elektron. Dabei
entsteht zunidchst das Monodehydroascorbat-Radikal (MDHA). Dieses wird entweder
reduziert, weiter oxidiert, oder es disproportioniert zu Ascorbat und Dehydroascorbat (DHA)
(Mendiratta et al., 1998). Die effiziente Reduktion von DHA ist nicht nur zur
Aufrechterhaltung des Redoxmilieus erforderlich, sondern auch um den Verlust dieser
Verbindung aus der Zelle zu verhindern: Zwar wird in kernhaltigen Zellen Ascorbat v. a. in
reduzierter Form iiber einen hochaffinen, energieabhingigen Transporter entgegen einem
Konzentrationsgradienten akkumuliert; nichtsdestotrotz trigt auch die erleichterte Diffusion
von DHA iiber einen Glucose-Transporter zur Aufnahme in die Zelle bei: Das eindiffundierte
DHA wird intrazelluldar reduziert und kann die Zelle nun nicht mehr verlassen, da das
Ascorbatanion ein schlechtes Substrat fiir den Glucose-Transporter darstellt. Intrazellulidres
DHA jedoch kann iiber diesen Transporter verloren gehen oder aber der irreversiblen
Ringo6ffnung zu 2,3-Diketo-1-Gulonsdure unterliegen (May et al., 1998b). Fiir Erythrozyten
als die Wirtszellen von Pf ist die Kapazitit zur Regeneration von Ascorbat aus einem weiteren
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Grund besonders wichtig: Sie betreiben nicht wie kernhaltige Zellen Akkumulation von
Ascorbat, sondern weisen Gehalte dhnlich der Plasmakonzentration auf (Evans et al., 1982).
Ein Ascorbat-Stoffwechsel in Plasmodium falciparum ist nicht beschrieben. Der veridnderte
Ascorbat-Metabolismus parasitierter Erythrozyten deutet jedoch darauf hin, dass Ascorbat fiir
Plasmodium von Bedeutung ist. In P. berghei-infizierten Erythrozyten wurde mit steigender
Parasitimie auch ein Anstieg der Ascorbatkonzentration beobachtet (Srivastava et al., 2001).
Neben der erhohten Aufnahmefihigkeit von Ascorbat und DHA in die infizierten roten
Blutzellen, welche auf parasit-induzierte Permeabilititserhohung der Erythrozytenmembran
zuriickzufithren sein konnte, sind Steigerung der Reduktionskapazitit und nicht zuletzt
parasitdre Ascorbat-Synthese als Erklarungsmoglichkeiten denkbar (Stocker et al., 1986). Fiir
den Parasit konnte Ascorbat u. a. bei der FPIX-Entgiftung von Bedeutung sein, da Ascorbat
den GSH-abhingigen FPIX-Abbau steigert (Zou et al., 2002).

Fiir Trypanosomen ist die Existenz eines Ascorbat-Stoffwechsels bekannt (Clark ez al., 1994);
kiirzlich wurde eine Ascorbat-abhingige Peroxidase charakterisiert (Docampo et al., 1976;
Wilkinson et al., 2002). Da Trypanosomen weder GSH-GR-System, noch GPx und Katalase
besitzen, wurde ein Ascorbat-abhingiger Zyklus zur Entgiftung reaktiver Sauerstoff-Spezies
postuliert (Clark er al., 1994). Die Existenz einer spezifischen DHA-Reduktase wird fiir
diesen Organismus in Frage gestellt und stattdessen der nicht-enzymatischen Regeneration
durch Trypanothion, dem wichtigsten niedermolekularen Thiol in Trypanosomen eine
bedeutende Rolle zugemessen, da diese Verbindung sehr viel schneller mit DHA reagiert als
GSH (Krauth-Siegel und Liidemann, 1996).

Die Reduktion von DHA zu Ascorbat geschieht im Sédugerorganismus v. a. GSH-abhingig,
zum einen durch die chemische Reaktion (Winkler ef al., 1994), zum anderen enzymatisch
katalysiert durch verschiedene thiolhaltige Proteine, u. a. Glutaredoxin und Protein-
disulfidisomerase (Xu et al., 1996). Es sind auch NADH- (Xu und Wells, 1996) und NADPH-
abhingige Enzyme mit DHA-Reduktase-Aktivitit bekannt, darunter 3*-Hydroxysteroid-
dehydrogenase (Del Bello et al., 1994) und Sauger-TrxR (May et al., 1997). Fiir die TrxR ist
diese Aktivitdt aufgrund ihres breiten Substrat-Spektrums nicht allzu verwunderlich, zumal zu
diesem Spektrum auch Alloxan gehort (Holmgren und Lyckeborg, 1980), eine Verbindung,
die Ascorbat strukturell recht dhnlich ist.

Fir Erythrozyten sind zwei GSH-abhidngige Proteine mit DHA-Reduktase-Aktivitit
beschrieben (Xu et al., 1996; Mieyal et al., 1991), eines davon ist ein Glutaredoxin. Auch
Sauger-Grx anderer Gewebe reduzieren DHA. Dabei bewegen sich die Ky-Werte fiir DHA
zwischen 0.2 und 2.2 mM, womit die Affinitit im Bereich anderer, unspezifischer DHA-
Reduktasen liegt (PDI boviner Leber: Ky = 1 mM, Wells et al., 1990). Wells et al. vermuten
dennoch in der DHA-Reduktion eine Hauptfunktion von Grx und halten auch eine Rolle bei
der Tocopherol-Reduktion iiber diese Reaktion fiir moglich (1990).

Die hier ermittelten Daten zeigen, dass auch PfGrx zur Reduktion von DHA in der Lage ist.
Die Reaktion konnte sowohl im gekoppelten NADPH-abhéngigen Assay bei 340 nm als auch
direkt iiber die Ascorbat-Bildung (265 nm) detektiert werden. Die Reaktion GSH—DHA
wurde stets beriicksichtigt. Der Ky (150.5 pM) liegt im unteren Bereich der Literaturwerte
(Wells et al., 1990); die Aktivitit (3.28 U/mg, ke = 45.33 min'l) ist etwas geringer als fiir die
Séduger-Thioltransferasen beschrieben (140-374 min‘l, Xu et al., 1996).
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Unter Annahme einer bimolekularen, chemischen Reaktion wire k, mit 919.3 + 83.05 M st
zu beziffern. Diese Konstante liegt in der Groenordnung, die fiir Trypanothion mit DHA
gemessen wurde (1300 M s Krauth-Siegel und Liidemann, 1996).

Neben der GSH-abhingigen ist auch die NADPH-abhingige DHA-Reduktase-Aktivitét fiir
intakte Erythrozyten nachgewiesen. Aufgrund der Hemmung durch relativ geringe
Konzentrationen Aurothioglucose (einem Inhibitor von Selenoenzymen, der in niedrigen
Konzentrationen die GPx kaum beeinflusst) konnte diese der TrxR zugeschrieben werden.
Wihrend die GSH-abhingige, Protein-vermittelte Ascorbatregeneration nur die DHA-
Reduktion beinhaltet, bei der das MDHA-Radikal umgangen wird, kann Sduger-TrxR dariiber
hinaus auch die MDHA-Reduktion katalysieren. Die Affinitit fiir das Radikal ist deutlich
hoher (2.8 uM in Anwesenheit von Trx, May et al., 1998b) als fiir DHA (1.5 mM; May et al.,
1997). Was die relative Bedeutung von DHA- und MDHA-Reduktion betrifft, sind fiir
Erythrozyten keine expliziten Daten zu finden; allgemein wird jedoch aufgrund der
unterschiedlichen Affinitidten der Reduktase-Aktivititen angenommen, dass die Umsetzung
des MDHA-Radikals unter normalen Bedingungen den wichtigsten Regenerationsweg
darstellt und die Reduktion von DHA bei oxidativem Stress an Bedeutung gewinnt (May e?
al., 2003).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde festgestellt, dass PfTrxR keine DHA-Reduktase-Aktivitit
besitzt, was die Bedeutung des Selenocysteinrestes in der active site des Saugerenzyms
unterstreicht. Ob auch MDHA nicht umgesetzt wird, bleibt zu testen.

Die Chloroplastenproteine Thioredoxin f und Thioredoxin m besitzen unspezifische DHA-
Reduktase-Aktivitiat (Ky-Werte im millimolaren Bereich; Morell et al., 1997). Die Aktivitit
der Sauger-TrxR ist als durch Trx steigerbar beschrieben (May et al., 1997).

Tatsédchlich ist in Anwesenheit von PfTrxl die Umsetzung von DHA moglich. Unter
Annahme einer bimolekularen, nicht-enzymatischen Reaktion wurde die Reaktionskonstante
mit 58.5 + 5.1 M"'s” ermittelt. Die Parameter einer entsprechenden enzymatischen Umsetzung
(Km =13 mM, Ve = 0.5 £0.04 U/mg; ket = 6.91 £ 0.04 min'l) sind beziiglich der Affinitit
vergleichbar mit den Werten fiir das Sduger-Trx-System (Ky der TrxR = 2.5 mM bzw.
0.7 mM in Anwesenheit von Séduger-Trx); die Aktivitét ist jedoch deutlich geringer (k¢ von
TrxR alleine 75-90 min™; mit E. coli-Trx 201 min™; May et al., 1997). Aufgrund der
Erkenntnis, dass auch reduziertes Trx selbst zur Interaktion mit DHA in der Lage ist (Morell
et al., 1997; diese Arbeit), ist fraglich, inwieweit fiir Ratten-TrxR die beschriebene Senkung
des Ky an der TrxR durch Trx (May et al., 1997) korrekt ist. Priziser scheint es, einen
gesonderten Parameter fiir die Reaktion DHA«<Trx einzubeziehen. Aufgrund der hohen
Affinitit der Reduktase fiir Trx ist anzunehmen, dass in Anwesenheit von Trx nur ein geringer
Teil des DHA von der Séduger-TrxR direkt reduziert wird und der Hauptanteil in einer
Reaktion mit Trx umgesetzt wird. Die Art dieser Umsetzung (nicht-/enzymatisch) ist nicht
klar. In Anbetracht der hier beobachteten Sittigungskinetik wird eine enzymatische Reaktion
in Betracht gezogen.

Ob die Reaktion physiologisch von Bedeutung ist, kann aufgrund des fehlenden Wissens iiber
den Ascorbatstoffwechsel in Plasmodium nicht beantwortet werden; jedoch liegt die
Vermutung nahe, dass ein solch ausgekliigelter Organismus sich auch das fiir die Wirtszelle
so wichtige Antioxidans zunutze machen kann. Es wiire fiir die Zukunft interessant, der Frage



Diskussion 145

nachzugehen, ob auch Grx und Trx bereits das Monodehydroascorbatradikal umsetzen
konnen und ob das mit hoherer Intensitédt geschieht.

4.3.3 Interaktion mit Liponsiure/-amid

Liponsiure ist in Form von Liponamid Bestandteil der Transacetylase-Komponente (E2) des
Pyruvat- und des a-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplexes. Es iibernimmt darin die vom
Substrat zunichst auf die Decarboxylase-Komponente (E1) iibertragenen Elektronen und gibt
sie an E3, die Dehydrogenase-Komponente weiter, die schlieBlich NADH generiert.

Der Lipoyl-Lysin-Teil des Enzyms wird aufgrund seiner Geometrie auch als swinging arm
bezeichnet und kann relativ groe Distanzen — wie iiber 200 A zwischen E1 und E3 —
tiberbriicken. Dieser Schwung stellt eine Gelegenheit dar, die Elektronen von dem Arm
abzugreifen und anderen mitochondrialen oder zellulidren Prozessen zur Verfiigung zu stellen
(Porras et al., 2002). Auch freie Liponsdure kommt physiologisch vor (Gehalte im Plasma 1-
25 ng/ml; Dihydrolipoat 33-145 ng/ml (Arnér et al., 1996) und ist in seiner Dithiolform
(DHLA) ein starkes Reduktans. Empfinger der Elektronen konnen z. B. DHA oder das
MDHA-Radikal sein. Neben der NADH-abhingigen Regeneration von DHLA durch die
Liponamiddehydrogenase wiesen Arnér et al. eine Reduktion von Liponsiure
(LA)/Liponamid (LAM) durch verschiedene Sduger-TrxR nach (1996). Beide Substrate wur-
den gleich effizient umgesetzt, und in Bezug auf LA zeigte sich die TrxR als deutlich aktiver
als die LipDH. Die Ky-Werte lagen je nach Substrat und Enzym zwischen 0.49 und 1 mM.
Damit ist die Affinitdt zwar wesentlich geringer als fiir das physiologische Substrat Trx, die
kea-Werte sind jedoch nicht ganz so unterschiedlich (503-1296 min™ vs. 3000-4200 min‘l).
Dass die TrxR die Reaktion bevorzugt in Richtung Reduktion von LA/LAM Kkatalysiert,
wihrend die Lip-DH eine Priferenz fiir die NAD-Reduktion auf Kosten von DHLA/DHLAM
zeigt, fiihrte die Autoren zu der Vermutung einer physiologischen Relevanz dieser TrxR-
Reaktion (Arnér et al., 1996). Eine potentielle in vivo-Bedeutung der LA-/LAM-Reduktion
durch TrxR ergibt sich aus der Beobachtung, dass Zellen, die keine LipDH besitzen, wie
Erythrozyten, dennoch LA reduzieren konnen, und zwar iiber einen NADPH-abhingigen
Mechanismus (Jones et al., 2002). Aber auch fiir andere Zellen kommt die TrxR-katalysierte
Reaktion in vivo im Cytosol in Betracht, da die o-Ketosdure-DH-Komplexe vorwiegend
mitochondrial (/plastidisch) lokalisiert sind. Constantinescu et al. zeigten, dass humane
Erythrozyten bei Inkubation mit Glucose und LA letzteres aufzunehmen, es zu reduzieren und
wieder abzugeben vermogen (1995). Diese Reduktion, die sich als NADPH-abhéngig erwies,
stellt eine Moglichkeit zur Regeneration von Plasma-LA dar und unterstreicht die mogliche
Bedeutung von exogen zugefiihrtem Lipoat fiir den Schutz von Membranlipiden und
Lipoproteinen.

Die TrxR aus E. coli, die sich nicht nur durch das Fehlen des Selens, sondern auch durch AS-
Sequenz und Struktur deutlich von den Sduger-Enzymen unterscheidet, weist keine LA-
/LAM-Reduktase-Aktivitit auf.

Unter den hier angewandten Bedingungen war die PfTrxR sowohl mit LA als auch mit LAM
aktiv. Die Reaktion ist demnach nicht so eng an Selenocystein gebunden wie die Reduktion
von DHA. Die spezifische Aktivitit mit LA liegt um 80 mU/mg; mit LAM konnte bis
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2500 uM keine Sittigung erreicht werden; die Aktivitdt betrug damit 272 mU/mg. Die hohere
Affinitat fiur LA drickt sich in einem Ky von etwa 1 mM aus, wihrend der Ky, fir LAM
deutlich iiber 10 mM liegt. Die LA/LAM-Reduktase-Aktivitit der PfTrxR ist damit zwar bei
weitem nicht so stark wie die der Siduger-Homologe (kci zwischen 500 und 1300 min’!
gegeniiber etwa 5-10 min™' (mit LA), jedoch vorhanden.

Die Reduktion von Thioredoxin durch freies DHLA/DHLAM ist seit lingerem bekannt
(Holmgren, 1979). Das in den Komplexen Pyruvat-DH, vor allem aber Ketoglutarat-DH
gebundene Lipoat kann in einer parakatalytischen Reaktion ebenfalls mit Trx interagieren
(Bunik, 2003). Dadurch konnte der Enzymkomplex, der tiber die Inaktivierung durch NADH
eine Art Redoxsensor darstellt, iiberschiissige Elektronen aus dem Energiestoffwechsel
abzweigen und fiir Trx-abhingige Prozesse zur Verfiigung stellen. Letztere wiren damit nicht
mehr nur in Anwesenheit von NADPH moéglich. Dazu passt auch die Entdeckung der
Elektronentransferkette Ketoglutarat-DH-Komplex — Trx-like protein (AhpD) — AhpC in
Mycobacterium tuberculosis (Bryk et al., 2002). Trx verhindert damit ferner die Inaktivierung
des Komplexes. Uber Trx erhalten Lipoat und der Enzymkomplex sogar eine Funktion bei
redoxabhéngigen Regulationen, z. B. von Transkriptionsfaktoren (Bunik, 2003).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass auch PfTrx1 zur Interaktion mit
LA und auch mit LAM in der Lage ist. Zwar wurde hier auf die Reduktion von LA/LAM
durch Trx fokussiert, die Moglichkeit der umgekehrten Reaktion besteht damit jedoch eben-
falls. Die Wechselzahlen der Reaktion zweiter Ordnung berechneten sich zu 185.8 =+
19.6 M' s (LA) bzw. 3923 + 439 M' s' (LAM). Aufgrund der beobachteten
Sattigungskinetik ist auch die Betrachtung der Reaktion als enzymatische Umsetzung denkbar
(LA: Ky = 1.56 mM, Vi = 1.78 U/mg, keo = 23.33 min”'. LAM: Ky = 1.2 mM, Vi =
2.7 U/mg, Key = 35.99 min™). Die Existenz eines Pyruvat-DH-Komplexes im Apicoplast und
zwel weiterer o-Ketosdure-DH-Komplexe in den Mitochondrien wurde kiirzlich gezeigt (Foth
et al., 2005; McMillan et al., 2005). Die E2-Untereinheit der PDH zeigt starke Aktivitit in
vitro (Foth et al., 2005). Die oben dargestellte Hypothese beziiglich physiologischer
Funktionen der beobachteten Reaktion kann daher auf Pf ausgedehnt werden. Interessant wére
fiir weitere Arbeiten ferner die Untersuchung einer Trx-Reduktion durch LipDH, da dieses
Enzym zur selben Familie gehort wie TrxR.

Bei einer in vivo-Reduktion von Lipoat/Liponamid durch TrxR wire eine Verstirkung der
Reaktion durch Trx, analog zur Situation mit DHA, nicht abwegig. Dass auch diese Richtung
des Elektronenflusses in Pf moglich ist, wird unterstiitzt von der Beobachtung einer
Inaktivierung der Trypanosoma cruzi-LipDH durch ROS wund die Pridvention durch
verschiedene Thiolverbindungen (Gutierrez-Correa et al., 2000).

Die Effizienz der Reaktion Trx1 <> LAM ist zwar nicht bemerkenswert hoch, allerdings ist
Trx1 vermutlich im Cytosol lokalisiert. Aufgrund der in dieser Arbeit dargelegten Existenz
mehrerer Trx-Proteine in Pf ist auch die Pridsenz eines mitochondrialen Exemplars vorstellbar.
An anderer Stelle ist die besondere Sensitivitdt mitochondrialer Trx fiir die Interaktion mit
Ketoglutarat-DH beschrieben (Bunik, 2003).

Die LA/LAM-Reduktase-Aktivitit der GR ist verglichen mit der GSSG-Reduktion sehr
schwach (Constantinescu et al., 1995). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte jedoch die
Reduktion von LA/LAM durch das GSH-Grx-System detektiert werden. Da die Ergebnisse
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auf eine enzymatische Umsetzung hindeuten, werden hier entsprechende Parameter vorge-
stellt (LA: Ky = 362 uM; Viax = 0.7-1.6 U/mg; Keo = 10.32-22.8 min™'. LAM: Ky = 342 uM;
Viax = 0.7-1.9 U/mg; keo = 9.48-26.28 min‘l). Die Inkubation mit DHLA kann bei Lysaten
humaner Endothelzellen die Fahigkeit zur DHA-Reduktion steigern (Jones ef al., 2002).
Moglicherweise kann Grx die Reaktion zwischen DHLA und DHA, die verschiedentlich
gezeigt wurde (Kagan et al., 1992; Krauth-Siegel und Liidemann, 1996), erhohen.

Ebenso denkbar ist die Reduktion von GSSG als Ende der Reaktionskette. Porras et al.
stellten in Anwesenheit von Hefe-Grx2 eine vierfach gesteigerte DHLA-abhingige GSSG-
Reduktion fest (2002). Fiir verschiedene Grx-Proteine wurden Aktivititen von 5-135 U/mg
gemessen. Der Elektronentransfer LAM—Grx —GSSG wurde hier auch fiir PfGrx bestitigt;
die Bestimmung kinetischer Parameter hat noch zu erfolgen. Fiir die Mitochondrien schlagen
Porras et al. ein Szenario vor, bei dem der swinging arm der Dehydrogenase-Komplexe durch
seine Beweglichkeit auch zur Reduktion von Grx fihig ist. Damit wiare die GSH-Regeneration
NADPH-unabhingig moglich. Im Cytosol dagegen konnte auch die TrxR iiber Liponsidure die
Elektronen fiir Grx liefern und v. a. in Organismen ohne GR die GSSG-Reduktion
gewdhrleisten (Porras et al., 2002). Die Existenz eines TrxR-Grx-Fusionsproteins in der Maus
(Sun et al., 2001) unterstiitzt diese Hypothese.

4.4 PfAOP (antioxidant protein) — ein TypV-Prx

4.4.1 Identifizierung der reifen Proteinsequenz; Reduktionszustand

Das in dieser Arbeit charakterisierte AOP ist als antioxidant protein in der Datenbank
annotiert. Verfiigbare Transkriptionsdaten indizieren die Expression des Gens wihrend des
Erythrozytenstadiums mit einem Maximum im Trophozoit. Aufgrund unterschiedlicher
Vorschlidge der verschiedenen Gen-Vorhersageprogramme wurde zunichst die in dem Stamm
3D7 tatsédchlich transkribierte Sequenz ermittelt. Fiir dieses 723 bp umfassende Fragment, das
als solches zwar kloniert wurde, sich jedoch unter den getesteten Bedingungen nicht heterolog
tiberexprimieren lie, wird von entsprechenden Programmen sowohl eine hohe
Wahrscheinlichkeit fiir die Prisenz eines N-terminalen Signalpeptides errechnet als auch fiir
eine Apicoplasten-Lokalisation des Proteins. Wihrend das um die Signalsequenz (24 AS)
verkiirzte, exprimierbare Protein (AOPoS) noch keine Aktivitit als Peroxidase zeigte, liell
sich mit der um weitere 35 AS, entsprechend eines Apicoplast-Transitpeptides, verkleinerten
Variante (AOPsk) unter verschiedenen Bedingungen die Entgiftung von Hydroperoxiden
zeigen. Diese Proteinform wurde fiir alle folgenden Untersuchungen als die des reifen
Proteins angenommen, wenn auch das Ausmal} der zweiten Verkiirzung lediglich aufgrund
eines Alignments (Abb. A5) gewihlt wurde.

Bei der Bestimmung der pro Molekiil vorhandenen SH-Gruppen hatten sich mit AOPoS unter
partiell denaturierenden Bedingungen 0.5 SH-Aquivalente nachweisen lassen; nativ waren
keine SH-Gruppen messbar. Die unvollstindige Reduktion bzw. schlechte Zugénglichkeit des
reduzierten Cysteinrestes konnten die mangelnde Peroxidase-Aktivitit erkldren und fiir eine
weitere Prozessierung des Proteins sprechen.

Das nochmals verkiirzte Protein (AOPsk) liegt dagegen nach standardmiBiger, heterologer
Expression und Aufreinigung (d. h. ohne Verwendung eines Reduktionsmittels) vollstindig
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reduziert vor. Zwar ist im nativen Zustand auch in AOPsk nur eine SH-Gruppe zuginglich
(0.8 SH-Aquivalente pro Molekiil), denaturierende Bedingungen (6 M GuHCI) zeigten jedoch
die Reduktion beider Cysteinreste (1.7 SH-Aquivalente pro Enzymmolekiil).

Diese ungewohnliche Eigenschaft wurde bislang lediglich fiir das GrxPx aus Populus
trichocarpa und das Prx-Grx-Hybrid aus Neisseria meningitidis (NmPrxGrx) beobachtet
(Rouhier et al., 2001; Rouhier und Jacquot, 2003). Im Unterschied zu PfAOP war bei dem
Pappel-Prx die komplette Reduktion bereits im nativen Zustand feststellbar (Rouhier et al.,
2001).

Bei dem allgemein akzeptierten Reaktionsmechanismus eines Prx ist das peroxidative Cystein
(Cp) in der reduzierten Konformation zuginglich, das resolving cysteine (Cr) von 2-Cys-
Proteinen jedoch abgeschirmt. Durch Oxidation des Cp édndert sich die Konformation zur
Exposition des Cr (Hofmann et al., 2002). Letztlich sollten von einem nativen reduzierten 2-
Cys-Prx daher letztlich 2 Elektronen iibertragbar sein. Die Zuginglichkeit nur eines Cysteins
im nativen AOPsk lieBen vermuten, dass es sich um ein 1-Cys-Prx handelt, was durch die
Kristallstrukturdaten bestétigt wird (s. u.).

Interessant ist ferner, dass die Oxidation des Enzyms in der DTNB-Titration sowohl mit
tBOOH als auch mit Wasserstoffperoxid erreicht wurde, obwohl sich H,O; in Kinetik-Mes-
sungen nicht gut als Substrat eignet. Neben der relativ langen Inkubationszeit (mind. 25 min
insgesamt) konnte eine weitere Erkldrungsmoglichkeit die sein, dass bei der Titration nur eine
einmalige Umsetzung gemessen wird, die anscheinend durchaus mit H,O, moglich ist,
hingegen fiir die Kinetik die mehrmalige Umsetzung erfasst wird. Letztere konnte durch eine
starke Inaktivierung des Enzyms durch H,O, verhindert werden.

4.4.2  Peroxidase-Aktivitiat und Substratspezifitit

4.4.2.1 Reduzierende Substrate; kinetischer Vergleich mit verwandten
Proteinen

Die in den Titrationsversuchen bereits angedeutete Peroxidase-Aktivitdt von PfAOP lie3 sich
anhand verschiedener Assays bestitigen. So erwies sich PfTrx 1 als geeigneter Elektronen-
donor fiir PfAOP; es handelt sich bei diesem Protein damit um die vierte
Thioredoxinperoxidase von Plasmodium falciparum. Erstaunlicherweise ist die Affinitdt von
AOPsk fiir Trx genauso hoch wie die der TPx1 (4 uM; Rahlfs und Becker, 2001) oder sogar
hoher (13-19 uM, Akerman und Miiller, 2003; 22.5 uM, diese Arbeit). Jedoch ist die
spezifische Aktivitit der TPx1 (1.91 U/mg in dieser Arbeit, 3.1 U/mg bei Rahlfs und Becker,
2001) deutlich groBer als die von AOPsk (0.06 U/mg).

Bislang sind nur wenige Peroxiredoxine identifiziert, die Grx als Elektronendonor
akzeptieren. Die vorliegende Literatur weist neben dem Pappel-Prx lediglich je ein Protein
aus den Organismen Haemophilus influenzae (PGdx), Neisseria meningitidis (NmPrxGrx),
Chromatium gracile und Arabidopsis thaliana (PRXII-B) als solche aus (Pauwels et al., 2003;
Rouhier und Jacquot, 2003; Vergauwen et al., 2001; Bréhélin et al., 2003). Die bakteriellen
Enzyme stellen Fusionsproteine aus dem Prx und einer C-terminalen Grx-Doméne dar
(Pauwels et al., 2003). Auch andere Prokaryoten wie Vibrio cholerae und Yersinia pestis
scheinen laut Sequenzanalyse ein solches Hybrid zu besitzen (Rouhier und Jacquot, 2003).
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Wihrend Pappel-Prx und auch die Prx-Domine des NmPrxGrx sowohl mit Trx als auch mit
Grx arbeiten konnen, konnte fiir das HiPGdx und AtPRXII-B keine Trx-abhingige
Peroxidase-Aktivitit gezeigt werden (Pauwels et al., 2003; Bréhélin et al., 2003). Im Falle des
Hi-Enzyms wurde allerdings das komplette Hybrid verwendet, und das At-Prx wurde nur mit
Trxh2 getestet. Trx-abhédngige Aktivitidt der Prx-Doméne (Hi) bzw. mit einem der anderen 8
cytosolischen Trx (At) kann noch nicht ausgeschlossen werden.

Die aufgefiihrten Proteine umfassen 160-165 AS (bei Fusionsproteinen Prx-Domine
gerechnet) und besitzen zwei konservierte Cysteine (Position 49-51 und 75-76). Zusammen
mit der Grx-abhédngigen Aktivitit dienen diese Charakteristika einer Einordnung als Typ C-
Prx (Rouhier et al., 2001; spiter Typ II-Prx; Rouhier und Jacquot, 2003). Ausgehend von der
Sequenzhomologie gehdren genannte Proteine ferner zur Klasse der Typ V-Prx (Hofmann et
al., 2002). Wihrend das humane PrxV, das mit Grx nicht aktiv ist (Seo et al., 2000) zusitzlich
zu C48 und C73 ein weiteres Cystein (C152) beinhaltet und mechanistisch ein 2-Cys-Prx
darstellt, scheinen die Grx-abhédngigen Prx einem 1-Cys-Mechanismus zu folgen. PTAOPsk
(C59 und C85) zeigt deutliche Ahnlichkeit zu den beschriebenen Proteinen (Abb. AS).

Da der Abstand zwischen den Cysteinrestein in allen Proteinen in etwa derselbe ist (25 bzw.
26 AS, konnte man spekulieren, dass die hier gewihlte Sequenz von AOPsk noch ~8 AS zu
lang ist.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass auch AOPsk Grx als
Elektronendonor akzeptiert. Fiir beide Donorsubstrate wird, wie fiir das AOP-Gen, die
Expression wihrend des Blutstadiums mit einem Transkriptionsmaximum im Trophozoit
angenommen. Die Affinitdt von PFAOP zu PfTrx1 bzw. PfGrx ist dhnlich, wie die Ky-Werte
(4 uM bzw. 2.5 uM) verdeutlichen. Die spezifische Aktivitidt, gemessen unter sittigenden
Donor-Konzentrationen, ist jedoch mit Trx deutlich geringer (0.06 U/mg) als mit Grx
(0.32 U/mg).

Die Abhingigkeit der Peroxidase-Aktivitit von der Grx- bzw. Trx-Konzentration wird in der
Form, wie sie hier untersucht wurde, nur fiir das Pappel-Enzym beschrieben. Die Ky-Werte
(Rouhier et al., 2002) sind mit 3 pM (Trx) bzw. 2.5 uM (Grx) denen von PfAOP sehr dhnlich.
Die Affinitit fiir Trx ist ferner vergleichbar mit der des humanen Prx V (Ky = 1 uM; Seo et
al., 2000).

Die Grx-abhidngige Aktivitit des PFAOP ist um Faktor 5.3 stérker ist als die mit Trx; exakt
derselbe Faktor ergibt sich fiir die entsprechenden PtGrxPx-Aktivititen. Insgesamt zeigt das
Pappel-Enzym jedoch deutlich hohere Aktivititen als das plasmodiale Enzym: Die
spezifischen Aktivitidten betragen 8 U/mg mit Grx bzw. 1.5 U/mg mit Trx (Rouhier et al.,
2002). Die maximale Aktivitit des hPrx V wurde bei 37°C mit 2-2.8 U/mg bestimmt (Seo et
al., 2000) und liegt damit ebenfalls deutlich hoher als die des Pf-Enzyms. Zu den Werten des
PtGrxPx ist anzumerken, dass diese mit optimierten Proteinen erreicht wurden: Das
eingesetzte Grx war C-terminal verldngert worden, was in einer erhohten Stabilitdt und
Aktivitdt resultierte; fiir GrxPx erwies sich die Reinigung in Anwesenheit von B-ME als
giinstig, da das Protein vor irreversibler Oxidation geschiitzt wurde. Tests auf einen dhnlichen
Effekt mit PTAOP sind noch durchzufiihren. Mit dem herkdmmlich gereinigten Pt-Protein
waren unter Trx-Sattigung (16 uM) etwa 0.3 U/mg erreicht worden (basierend auf dem
errechneten Mw = 17.408 kDa).
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Dariiber hinaus ist die etwas differierende GroéBe zu beriicksichtigen. Der k., des PFAOP
wurde mit 7.4 min™ (Grx) bzw. 1.3 min’! (Trx) ermittelt. Fiir das etwas kleinere Pt-Enzym
ergibt sich pro Molekiil eine Umsetzungsrate von ~ 140 min” (optimiertes Grx, reduzierende
Reinigung).

pH-Profile sind fiir die genannten, dem PfAOP homologen Prx nicht gegeben. Das hier
ermittelte pH-abhéingige Verhalten von PTAOP zeigte sich iiberraschenderweise als abhingig
vom Elektronendonor. Abgesehen von einer vergleichbaren Aktivitdt im physiologischen
Bereich (pH 7.2-7.6) wurden unter saureren Bedingungen mit dem Trx-System, im
basischeren Milieu dagegen mit dem Grx-System die hoheren Umsetzungsraten gemessen.
Eine Verfilschung durch pH-Optima der backup-Reduktasen ist unwahrscheinlich, da gerade
PfGR standardmiBig bei pH 6.9 getestet wird, wéhrend fiir PfTrxR fiir gewohnlich pH 7.4
verwendet wird.

4.4.2.2 Oxidierende Substrate

Hinsichtlich der iiblicherweise verwendeten Peroxidsubstrate zeigt AOP Priferenz fiir
tBOOH. Wesentlich schlechter werden H,O, und CuOOH umgesetzt (0.02 bzw. 0.01 U/mg).
Die Vorliebe fiir tBOOH und die geringe H,O,-Entgiftung unterscheiden PfAOPsk vom
Pappel-Homolog: Letzteres zeigt mit H,O, tendenziell den stirksten Umsatz; die Differenzen
beziiglich der drei Substrate sind jedoch gering (Rouhier et al., 2001). Das Haemophilus-
Hybridprotein reduziert H,O, ebenfalls mit hoherer Effizienz als tBOOH (Pauwels et al.,
2003). Fiir hPrx V ist nur die Verwendung von H,O; beschrieben — der Ky liegt < 20 uM (Seo
et al., 2000).

Aus der Literatur sind einige Prx bekannt, die Phosphatidylcholin- oder
Linolsdurehydroperoxid reduzieren konnen, so z. B. die Tryparedoxinperoxidasen aus
Trypanosoma brucei (Flohé et al., 2002a), Leishmania donovani (Flohé et al., 2002b) und
Crithidia fasciculata (Nogoceke et al., 1997). Kiirzlich wurden fiir verschiedene Bakterien-
Spezies sogenannte ohr-Gene (organic hydroperoxide resistance) beschrieben, deren Deletion
die Zellen sensitiv gegeniiber organischen Hydroperoxiden, nicht jedoch gegeniiber H,O,
machte (Mongkolsuk et al., 1998). Eine Priferenz fiir Linoylhydroperoxid gegeniiber H,O,
und tBOOH hat auBlerdem das E. coli-BCP (Jeong et al., 2000). Erst kiirzlich wurde die
Umsetzung von PCOOH fiir PtGrxPx gezeigt (Rouhier e al., 2005). Anhand der beobachteten
Sattigung bei 50 uM wird auf einen Ky von ~ 23 uM geschlossen. Der kg, liegt fiir das
Lipidperoxid (2.1 s‘l) zwischen dem fiir H,O, (2.6 s‘l) und tBOOH (1.5 s'l). AOPsk setzt
PCOOH nahezu ebenso gut um wie tBOOH (0.18 U/mg mit PCOOH ggii. 0.25 U/mg mit
tBOOH im direkten Vergleich). Die Affinititen fiir die beiden Substrate stimmen in etwa
tiberein (Y2 Vpax mit ~25 uM) und sind vergleichbar mit dem Wert des PtGrxPx.

PfTPx1 zeigt, ohne eine Sittigung zu erreichen, mit H,O, die grofte Aktivitat. tBOOH und
erst recht CuOOH werden deutlich schlechter, PCOOH gar nicht umgesetzt (Rahlfs und
Becker, 2001). Die Affinitit fiir Peroxide ist jedoch bei TPx1 stirker: In einer jiingeren Studie
wurde mittels schneller Kinetik der Ky fiir H;O, mit 0.25-0.8 uM bestimmt (Akerman und
Miiller, 2003). Das Pf 1-Cys-Prx ist lediglich mit H,O, aktiv, nicht mit Alkylhydroperoxiden
(Krnajski et al., 2001). Die TPxg, die in ihrer AS-Sequenz der Phospholipid-Hydroperoxid-
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Peroxidase (PHGPx, GPx-4) von Sdugern dhnelt, setzt, wie die PHGPx, CuOOH besser um
als H,O, und tBOOH. Wider Erwarten ist sie jedoch mit PCOOH iiberhaupt nicht aktiv
(Sztajer et al., 2001). Somit ist AOPsk bislang das einzige bekannte plasmodiale Prx, das in
der Lage ist, Lipidhydroperoxide zu entgiften. Da Lipidhydroperoxide sehr unterschiedliche
Verbindungen umfassen, bleibt zu testen, ob andere Substanzen dieser Gruppe noch bessere
Substrate darstellen (Rouhier et al., 2005).

Fiir viele Prx ist das Abweichen von einer Sittigungskinetik beschrieben (z. B. Nogoceke et
al., 1997). Mit der TPxg aus Plasmodium wurde beobachtet, dass die Kinetik je nach
Elektronendonor unterschiedlich ist: Wihrend mit GSH nicht der Fall, folgt die TPxg-
Aktivitdt mit Trx-backup der Michaelis-Menten-Kinetik. In beiden Systemen verlduft die
Reaktion nach einem Ping-Pong-Mechanismus, und die kinetischen Parameter beziiglich der
Reaktion mit dem Peroxid sind daher wunabhingig vom Reduktionssystem. Die
Komplexbildung zwischen Enzym und Trx erfolgt jedoch anscheinend schneller als der
Zerfall dieses Komplexes, so dass sich das Prx mit diesem Elektronendonor absittigen lédsst
und ein Ky messbar wird (Sztajer et al., 2001). Fiir einige andere Prx wird Sittigungskinetik
beschrieben (E. coli TPx; Baker und Poole, 2003; S. cerevisiae Typ II-Prx, Jeong et al., 1999;
ScBCP, Jeong et al., 2000). Neben den oben erwihnten Daten fiir Pappel-GrxPx mit PCOOH
folgt das Hi-Hybridprotein mit tBOOH als Substrat anndhernd einer Sittigungskinetik
(Pauwels et al., 2003; Halbsittigung ~ 130 uM); mit NmPrxGrx und H,0O, als Substrat wurde
keine Sittigung erreicht (Rouhier und Jacquot, 2003).

Fir AOPsk wurde sowohl fiir die Elektronendonoren als auch fiir die Substrate eine
Sattigungskinetik ~ beobachtet. Mit beiden  Elektronendonoren  wurden  &hnliche
Halbsittigungskonzentrationen fiir tBOOH erhalten (Daten nicht gezeigt), was mit dem Ping-
Pong-Mechanismus iibereinstimmt.

Die Kp-Angaben fiir AOPsk sind dennoch mit Vorbehalt zu sehen, da die Voraussetzung
[S] >> [E] fir Anwendung der Michaelis-Menten-Kinetik bei den entsprechenden Messungen
nicht durchgehend gegeben war.

Die Grx-Prx-Fusionsproteine zeigen deutlich geringere Affinitit fiir Peroxide als andere Prx
(Pauwels et al., 2003; Rouhier und Jacquot, 2003). Dies steht in Ubereinstimmung damit, dass
die bakteriellen Prx meist unempfindlicher beziiglich Uberoxidation sind (Wood et al., 2003).
Fiir AOPsk wurde ein schidlicher Effekt des Peroxidsubstrates festgestellt, deutlich sichtbar
zum einen im Verlauf der Reaktion (rasch sinkendes AA/min, weshalb nur die
Absorptionsdnderungen nach 20 und 30 Sekunden zur Aktivititsberechnung herangezogen
wurden), zum anderen bei der Variation der Substratkonzentration. War bei 100 uM Peroxid
erst die Sittigung erreicht, wurden mit 200 uM bereits deutlich geringere Aktivitidten
gemessen. Die Inaktivierung ist jedoch unabhéngig vom verwendeten Substrat, im Gegensatz
zu einigen Tryparedoxinperoxidasen, die sich als besonders sensitiv gegeniiber
Lipidhydroperoxiden zeigten, fiir tBOOH aber unempfindlich sind (Flohé et al., 2002; Budde
et al., 2003).

Die Sensitivitidt von AOPsk gegeniiber dem Peroxidsubstrat ist an sich merkwiirdig, denn fiir
diese Empfindlichkeit wird vor allem eine C-terminale Extension und insbesondere der
Lysinrest 191 verantwortlich gemacht (Wood et al., 2003; Cha et al., 2000). Beides besitzen
AOPsk und allgemein die TypV-Prx jedoch gar nicht.
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Das Redoxsystem des Malariaparasiten enthédlt ein bislang einzigartiges Protein,
Plasmoredoxin. Es gehort der Thioredoxin-Superfamilie an, ist aber grofer als Thioredoxin
und Glutaredoxin (Becker et al., 2003). In vitro ist es durch GSH, Grx und Trx reduzierbar
und kann FElektronen auf Ribonukleotidreduktase, GSSG und Insulin iibertragen. Die
beobachteten Aktivitdten als Grx oder Prx sind sehr gering (Becker ez al., 2003). Neben dem
moglichen Beitrag von Plrx zur Regeneration von GSH war und ist es von groflem Interesse,
fiir dieses spezifische Protein mogliche in vivo-Funktionen zu finden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Plrx als Elektronendonor fiir AOPsk
dienen kann: Von den wahrscheinlich 2 katalytischen Cysteinresten pro Plrx-Molekiil konnten
bei einem Konzentrationsverhiltnis Plrx : AOPsk = 2.5 : 1 in Anwesenheit des bevorzugten
AOP-Substrates tBOOH spontan 1.36 SH-Aquivalente (68%) oxidiert werden. Nach
15 Minuten war die Elektroneniibertragung Plrx — AOPsk — tBOOH nahezu komplett (1.89
von 2 SH-Gruppen pro Plrx-Molekiil oxidiert). Es wird fiir die Zukunft die Effizienz dieser
Umsetzung zu untersuchen sein. Da Grx bisher das effektivste plasmodial vorkommende
Reduktionsmittel fiir Plrx ist (Becker er al., 2003; noch effektiver ist einzig Tryparedoxin),
wire ferner zu testen, ob sich die Grx-abhidngige AOP-Aktivitdt durch Zwischenschaltung
von PIrx steigern lésst.

Da vom reduzierten Plrx alleine 4 SH-Aquivalente auf den Endakzeptor der Elektronen,
DTNB, iibertragbar waren, wird dariiber hinaus die Annahme gestiitzt, das im Plrx-Molekiil
zwar 4 nativ redox-aktive Cysteinreste vorhanden, aber nur zwei davon Bestandteil des
aktiven Zentrums sind.

Uber den Ascorbatstoffwechsel in Plasmodium ist der Literatur nichts zu entnehmen. Fiir den
verwandten Organismus Trypanosoma ist ein solcher jedoch beschrieben, und ihm wird
aufgrund des Mangels an Selen-abhingigen Glutathionperoxidasen und Katalase besondere
Bedeutung zugemessen (Clark et al., 1994; Wilkinson et al., 2002). Dariiber hinaus werden in
Plasmodium-infizierten Erythrozyten Verdnderungen des Ascorbatmetabolismus beobachtet,
die womoglich vom Parasit induziert sind (Stocker et al., 1986; Iheanacho et al., 1993).

In Anbetracht der moglichen ER-Lokalisation von PfAOP (s. u.) ist von Bedeutung, dass
Ascorbat in vitro (Mikrosomen) die Oxidation von Proteinthiolen fordern kann (Banhegyi et
al., 2003). Es wird ein Mechanismus postuliert, bei dem Dehydroascorbat im ER durch PDI
reduziert wird, Proteinthiole als Elektronendonatoren fungieren und somit die Bildung von
Disulfidbriicken gefordert wird.

Fiir den Chloroplast sind zahlreiche spezifische und unspezifische
Dehydroascorbatreduktasen beschrieben, da der Ascorbat-Glutathion-Zyklus hier eine
wichtige Rolle bei der Entgiftung von ROS spielt (Chew et al., 2003). Daher wiéren im
Apicoplast lokalisierte DHA-Reduktionsenzyme auch nicht verwunderlich, wenngleich das
Photosynthesesystem als wichtigster ROS-Produzent im Chloroplast hier fehlt.

Den oxidierenden Teil des genannten chloroplastischen Zyklus stellt die Ascorbat-Peroxidase
dar (Chew et al., 2003). In Trypanosoma cruzi ist eine Ascorbat-Peroxidase im ER lokalisiert
(Wilkinson et al., 2002). Der darin begriindete Test einer Aktivitit von AOPsk als DHA-
Reduktase bzw. Ascorbat-Peroxidase fiel unter den hier gewihlten Bedingungen jedoch
negativ aus.
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4.4.3 Oligomerisierungszustand

Atypische 2-Cys sind tiber die Bildung eines intramolekularen Disulfids definiert (Wood et
al., 2002). Fiir das hPrx V wurde diese Verbriickung zwischen den Cysteinresten 48 und 152
nachgewiesen. Das C73 dagegen liegt auch nach H,O,-Behandlung noch reduziert vor und ist
fiir die Katalyse nicht notwendig (Seo et al., 2000). Im Pappel-GrxPx, welches nur zwei
Cysteinreste enthilt, ist das C76 zwar fiir die Aktivitdt von Bedeutung, jedoch nicht essentiell,
wie anhand der entsprechenden Deletion gezeigt wurde. Rouhier ef al. vermuten, dass sich im
Pappel-GrxPx keine Disulfidbriicke zwischen C51 und C76 bildet, sondern das C76
womoglich eher eine strukturelle denn katalytische Funktion wahrnimmt (2002). Die Autoren
schlagen fiir dieses Protein einen 1-Cys-Mechanismus vor. Die Prx-Domédne des Hi-
Fusionsproteins enthilt sogar nur ein Cystein (Pauwels et al., 2003). Es handelt sich bei
genannten TypV-Prx demnach nur im Fall des hPrxV um ein atypisches 2-Cys-Prx. In
Anbetracht von Cysteinverteilung und Titrationsergebnissen war anzunehmen, dass PTAOP
wie PtGrxPx und HiPGdx ein 1-Cys-Prx darstellt. Aufgrund der dargelegten
Reaktionsmechanismen lag es nahe, fiir die Prx-Proteine vom TypV als funktionelle Einheit
das Monomer anzunehmen; PtGrxPx wird auch als solches beschrieben (Rouhier et al., 2002).
Das hPrx V tritt unter denaturierenden Bedingungen unabhiingig vom Redoxzustand ebenfalls
als Monomer auf (Seo et al., 2000), in der Gelfiltration ergab sich jedoch unter reduzierenden
Bedingungen ein Peak entsprechend der GroBe des Dimers. Die Interaktionen in diesem
nativen Dimer, dessen Existenz durch Evrard et al. erneut bestétigt wurde (2004), miissen also
nicht-kovalenter Art sein. Fiir die TPx aus E. coli, die geméf ihrer Sequenz allerdings nicht
eindeutig der Typ V-Klasse zuzuordnen ist, wurden dhnliche Beobachtungen gemacht (Baker
und Poole, 2003).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob PFAOP ebenfalls ein nicht-kovalentes Dimer
bildet. Da auch Deka- und groBBere Multimere fiir verschiedene Prx beschrieben sind und
deren Bildung durch Uberoxidation oder hohe Salzkonzentrationen gefordert wird (Kato et
al., 1985; Wood et al., 2002; Kitano et al., 1999), erfolgten Gelfiltrationsversuche nicht nur
mit AOP allein, sondern auch nach Inkubation mit tBOOH bzw. in Anwesenheit von NaCl.
Die Ergebnisse sind trotz der verschiedenen Bedingungen recht dhnlich. Den prozentual
grofften Anteil hatte stets eine Proteinform entsprechend einem Molekulargewicht von
36-39 kDa, die dem Dimer (45 kDa) nidher kommt als dem Monomer (22.5 kDa). Ferner
zeigte sich eine 53 kDa groen Form, deren Anteil nach Inkubation mit tBOOH bzw. NaCl
etwas hoher war (8-11%) im Gegensatz zu 0% in Anwesenheit von DTT bzw. 3% ohne
Zusatz. Dariiber hinaus fanden sich 9-11% des Proteins im Ausschlussvolumen. Da auch mit
Sephadex 200 dieser Anteil nicht auftrennbar war, muss dieses Aggregat > 250 kDa
Molekulargewicht haben.

In der SDS-PAGE verhilt sich der Hauptanteil des Proteins klar als Monomer (etwa 25 kDa).
Da die 36-39 kDa-Form in der SDS-PAGE nicht auftritt, in der Gelfiltration jedoch auch in
Anwesenheit von DTT dominiert, ist davon auszugehen, dass im Falle eines Dimers die
Bindungen nicht-kovalent sind. Die Kristallstruktur zeigt stark interagierende Dimere, und
erginzende light scattering-Experimente bestdtigen den dimeren Zustand des Proteins in
Losung (Sarma et al., 2005). Der geringe Anteil an dimerem PfAOP in der Gelelektrophorese
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stellt wahrscheinlich ein artefizielles Disulfid dar, das unter stark oxidierenden Bedingungen,
beispielsweise zwischen zwei peroxidativen Cysteinen entsteht. Ein solches Artefakt wurde
auch fiir PtGrxPx (Rouhier et al., 2002) ebenso wie das HiPGdx, das mitochondriale 1-Cys-
Prx aus Saccharomyces cerevisiae und die Typll-Prx B und E aus At beobachtet (Pauwels e?
al., 2003; Pedrajas et al., 2000; Bréhélin et al., 2003). Pauwels und Kollegen halten es fiir
moglich, dass dieses Dimer eine Priventionsmoglichkeit gegen Uberoxidation darstellt
(2003). Falls es sich bei dem SDS-PAGE-Dimer um eine disulfidhaltige Form handelt, ist
nicht auszuschliefen, dass es mit der 53 kDa-Form der Gelfiltration iibereinstimmt, da beide
in dhnlich geringen Anteilen vorhanden sind. Dazu passte dann auch das Fehlen des 53 kDa-
Peaks unter reduzierenden Bedingungen.

In der SDS-PAGE tritt unter nicht-reduzierenden Bedingungen ferner eine zweite Bande
unterhalb der eigentlichen Monomerform auf. Diese Doppelbande erscheint bei einigen Prx,
so auch bei PfTpx1, PtGrxPx und hPrxVI (Rahlfs und Becker, 2001; Rouhier et al., 2001;
Kang et al., 1998a). Wihrend Kang et al. durch DTT-Zugabe die scheinbar kleinere in die
gewohnte Form iiberfithren konnten, war dies bei den erstgenannten Proteinen nicht moglich.
Im Fall von PfTPx1 konnte jedoch die Anwesenheit von DTT bei der Reinigung des Proteins
das Auftreten der Doppelbande verhindern. Da auch die untere Bande des Pappel-Prx nur
unter nicht-reduzierenden Bedingungen auftritt, scheint es sich bei allen drei Proteinen um ein
durch Oxidation induziertes Phdnomen zu handeln. In der Gelfiltration von AOPsk trat die
untere Bande nie auf; deshalb besteht die Moglichkeit, dass die Doppelbande ein Artefakt der
Vorbehandlung zur SDS-PAGE darstellt und durch intramolekulare Disulfidbildung entsteht.
Um die Identitdt der Doppelbande aufzuklidren, wurden beide Banden des PTAOPsk aus dem
Gel extrahiert, tryptisch verdaut und massenspektrometrisch untersucht. Zwar konnte ein
Grofteil der Peptide beider Proteinformen identifiziert werden (61 bzw. 73% Abdeckung),
ungliicklicherweise entgingen gerade die cysteinhaltigen Peptide der Identifizierung, so dass
keine weitere Aussage zum Zustandekommen der Doppelbande moglich ist.

444  Rontgenstruktur

Die Aufkldrung der Struktur von AOP anhand von Kristallen war mit einer Auflosung von
1.8 A moglich (Sarma er al., 2005). Es finden sich Prx-typische Strukturelemente mit
zentralen B-Faltblatt-Anordnungen und umgebenden a-Helices. Dariiber hinaus wurden AOP-
spezifische Elemente beschrieben. Dem fiir Prx-Proteine akzeptierten Mechanismus folgend
wird die Peroxidasefunktion mit Hilfe eines konservierten Cysteins (Cp) ausgefiihrt, dass sich
in der ersten Windung einer o-Helix in der active site pocket befindet. Im Falle von AOP ist
dieses Cystein das C59, der charakteristische Cp-loop ist Teil der a2-Helix. Auf die Oxidation
dieses Restes folgt eine partielle Entfaltung, die in 2-Cys-Proteinen dem losenden Cystein Cr
Reaktivitdt ermoglicht. Da das Cp im AOPsk-Kristall in der Sulfonsdureform vorliegt, sollte
ein Cgr in der Struktur exponiert sein. C85 befindet sich jedoch innerhalb eines zentralen B-
Faltblattes. Dies stiitzt die Annahme, dass PFAOP mechanistisch ein 1-Cys-Prx darstellt. Die
Kristallisation eines Prx in der Cp-SOsH-Form ist bislang fiir AOP einzigartig. An der
Umgebung des Cp wird deutlich, dass mit der Uberoxidation eine Destabilisierung der active

site einhergeht. Eine weitere Besonderheit der AOP-Struktur ist das sogenannte o-Aneurisma,
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eine Insertion aus nur einem AS-Rest innerhalb der dem C59 folgenden Windung. Dieses
Charakteristikum findet sich auch in humanem PrxV und dem Hi-Hybrid-Prx. Wie das
Aneurisma die Funktion beeinflusst, ist noch unklar.

Neben dem Cp finden sich die in allen Prx konservierten, katalytisch bedeutsamen Reste auch
in PTAOP (Pro52, Thr56, Argl37). Fir PtGrxPx konnte erst kiirzlich die Bedeutung von
Thr48 und R129 fiir die Reaktivitit mit dem Peroxidsubstrat bestitigt werden, wihrend
entsprechende Mutanten auf die Regeneration des Enzyms keinen Einfluss haben (Rouhier ef
al., 2005).

Die interface des im AOP-Kiristall vorliegenden Dimers ist vom sog. A-Typ (alternate) und
basiert auf loop-Strukturen, wihrend der interface vom B-Typ B-Faltblatt-Strukturen
zugrunde liegen. Dekamer-bildende Prx verwenden beide interface-Strukturen, was mit dem
fehlenden Dekamer in der Gelfiltration iibereinstimmt. In Anbetracht dieser Ergebnisse ist
davon auszugehen, dass das Multimer im Ausschlussvolumen der Gelfiltration keine native
Bedeutung hat.

4.4.5 Subzellulidre Lokalisation

Plasmodium falciparum besitzt als Mitglied der Apicomplexa auch das fiir diesen Stamm
typische Plastid, den Apicoplast. Diese Organelle ist fiir den Parasit essentiell und stellt als
Angriffspunkt fiir u. a. Antibiotika und Herbizide ein ideales drug target dar (Beckers et al.,
1995; Fichera et al., 1995; Jomaa et al., 1999). Das Plastidengenom enthilt nur sehr wenig
genetische Information, dagegen gibt es zahlreiche kerncodierte Proteine, deren Bestimmung
moglicherweise der Apicoplast ist (Roos et al., 2002).

Bislang wurde jedoch nur fiir wenige der fiir den Apicoplast vorhergesagten Proteine
tatsichlich eine solche Lokalisation nachgewiesen (Jomaa et al., 1999; Jelenska et al., 2001;
Waller et al., 2000).

Fiir die plasmodialen Peroxidasen ist die subzelluldre Bestimmung noch nicht geklért, wih-
rend diese beispielsweise fiir die Sduger-Prx schon recht gut untersucht ist (Immenschuh et
al., 2003). Fiir das Pf1-Cys-Prx wird derzeit untersucht, ob es sich in der Fressvakuole befin-
det, da sie das Zentrum des Himoglobinstoffwechsels darstellt. Eine Funktion des 1-Cys-Prx
beim Himoglobinumsatz wird aufgrund der besonderen Priasenz des Prx in spiten
Trophozoiten vermutet (Kawazu et al., 2000).

Bei PfAOP handelt es sich laut entsprechender Vorhersageprogramme um ein mogliches
Apicoplast-Protein. Von der zweiteiligen Leader-Sequenz wird von diesen Programmen
jedoch nur die Lidnge des ersten Teils, der einem herkdmmlichen Signalpeptid entspricht,
kalkuliert (20 AS nach SignalP, 24 AS nach PATS).

Die Untersuchung der subzelluliren Bestimmung von Pf-Proteinen ist aus verschiedenen
Griinden so interessant wie schwierig: Pf hat unter allen Eukaryoten mit das ungewohnlichste
Protein-Verkehrssystem. Das liegt zum einen an den zahlreichen spezifischen, intraparasitiren
Kompartimenten, zum anderen beziehen die Bestimmungsorte fiir Pf-Proteine auch die
Wirtszelle mit ein (Van Dooren et al., 2000). Daraus resultiert eine besondere Bedeutung der
Signalpeptide. Das sekretorische System des Parasiten muss unterscheiden zwischen den
Zielorten ER, Golgi-Apparat, Fressvakuole, Mikronema, Rhoptries, dense granules,
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Apicoplast, Parasitenmembran, Parasitophorer Vakuole, Membran der Parasitophoren
Vakuole, Erythrocyten-Cytosol und —Plasmamembran (Van Dooren et al., 2000). So
benodtigen denn nicht nur Apicoplasten-Proteine eine mehrteilige Target-Sequenz: Fiir einen
Transport aus der PV in die Rote Blutzelle ist beispielsweise eine zweiteilige VTS-Sequenz
verantwortlich (Lopez-Estrano, 1998).

Eine typische Signalsequenz fiir das Endomembransystem besteht aus drei Regionen: einer
hydrophoben Kernregion, die den wichtigsten Teil fiir das Targeting darstellt, einer polaren c-
und einer ebenfalls eher polaren n-Region. Ungefaltete Proteine werden an der ER-Membran
im Allgemeinen mittels des Sec-Translokon in bzw. durch die Membran geschleust. Fiir
Proteine, die in die Plasmamembran von Bakterien oder die Thylakoidmembran von
Chloroplasten verbracht werden sollen, existiert ein weiteres Transportsystem, das Tat-
System. Die Benennung basiert auf der charakteristischen Eigenschaft der entsprechenden
Signalsequenzen: einem twin-arginine motif, das sich direkt upstream der h-Region befindet.
Fiir die meisten der so transportierten Proteine ist eine Bindungfahigkeit von Redoxcofaktoren
vorhergesagt, Faltung und Oligomerisierung scheinen hier vor der Translokation stattzufinden
(Martoglio und Dobberstein, 1998). Abb. A6 zeigt die erlauterten Regionen n, h und c des
putativen Signalpeptids. Auffillig ist, dass auch hier direkt upstream der Kernregion h ein
Tat-Motiv lokalisiert ist. Ob dieses jedoch tatsdchlich fiir die Translokation von AOP von
Bedeutung ist, kann aus den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen nicht geschlossen
werden.

Die Wahrscheinlichkeit fiir die Prasenz eines Signalpeptids wird von SignalP mit einem score
von 0.818 (score = 1 entspricht hoher, score = 0 niedriger Wahrscheinlichkeit) angegeben;
dagegen handelt es sich laut des Programms dabei nicht um ein Signal-Anker-Peptid (score =
0.181) — es ist also anzunehmen, dass AOP weder ein cytosolisches, noch ein
membranstindiges Protein ist, sondern zunichst in das ER-Lumen transferiert wird. Dies und
moglicherweise eine weitere Verbringung in den Apicoplast sollte mittels Kopplung der
Sequenz AOP"® an GFP und der Expression in Toxoplasma gondii untersucht werden.

Die Tachyzoitenform von 7. gondii ist dem Pf-Merozoit in vielerlei Hinsicht dhnlich (Van
Dooren et al., 2000), daher ist es nahe liegend, aufgrund der leichteren Transfektion und der
deutlicher sichtbaren subzelluldren Organisation von Tg die intrazelluldre Lokalisation von
Pf-Proteinen mit Hilfe dieses Organismus’ zu untersuchen.

Es gibt jedoch auch Unterschiede beziiglich des Proteinaustausches zwischen den genannten
Organismen: Die Strukturen von ER und Golgi-Apparat sind in Pf nicht so eindeutig
auszumachen wie in Tg; die Existenz typischer Proteine in Pf (Golgi: ERD2, Rab6; ER:
Reticuloalbin, GRP; Van Dooren et al., 2000) deuten jedoch auf das Vorkommen eines
klassischen sekretorischen Weges bei Pf hin. Einige Autoren gehen sogar von zwei
verschiedenen ER-dhnlichen Organellen in Pf aus. Eine befindet sich seitlich an der
Peripherie des Parasiten und wird als SERA (secondary ER of apicomplexa) bezeichnet und
als Teil eines alternativen sekretorischen Weges angesehen (Wiser et al., 1997, Cortes et al.,
2003). Alle (bis zum Jahr 2000 bekannten) sekretorischen Proteine von Tg besitzen eine
klassische N-terminale Signalsequenz (Kaasch und Joiner, 2000); Pf dagegen hat auch
entsprechende Proteine, denen ein Signalpeptid fehlt (Foley und Tilley, 1998; Van Dooren ef
al., 2000). Im Gegensatz zu Pf wurde fiir Tg wurde bislang kein Transport von
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Parasitenproteinen in die Wirtszelle beobachtet (Van Dooren et al., 2000). Eine weitere
Besonderheit von Pf ist, dass der Export einiger Pf-Proteine nicht durch Brefeldin A gehemmt
wird (Kaasch und Joiner, 2000; Derocher et al., 2005).

Wihrend Tg-Transitpeptide wie Chloroplasten-TP Serin- und Threonin-reich sind, beinhalten
Pf-TP verstirkt Lysin und Asparagin (Foth und McFadden, 2003). So werden denn auch Tg-
TP relativ sicher von Chloroplast-Vorhersageprogrammen erkannt (Foth und McFadden,
2003), Pf-TP aber nicht (Waller et al., 1998).

Fiir die Verwendbarkeit des Toxoplasma-Systems zur Untersuchung von Plasmodium-
Proteinen sprechen Untersuchungen, denen zufolge Tg-leader-Sequenzen bei Pf funktionieren
und umgekehrt (Waller et al., 2000).

Die Untersuchung des Targetings in Tg, beschrieben in Nickel et al. (Manuskript eingereicht),
zeigte fiir PFAOPsk ebenso wie fiir das Tg-Homolog eine Lokalisation im Endoplasmatischen
Retikulum. Dies ist verwunderlich, da die Apicoplast-Vorhersage fiir das Protein mit recht
hoher Wahrscheinlichkeit erfolgt war (PATS: score = 0.836; PlasmoAP: 5 von 5 Kiriterien
erfiilllt). Des weiteren enthélt die Sequenz des Peroxiredoxins kein fiir ein luminales ER-
Protein typisches Riickhaltemotiv wie KDEL oder HDEL (oder auch SEEL wie im Fall der
PfPDI; Florent et al., 2000). Allerdings sind fiir Plasmodium wie auch fiir Toxoplasma bereits
Proteine bekannt, die auch ohne ein solches Motiv (TgGPxII; Wilkinson et al., 2002) oder gar
zusitzlich ohne Signalsequenz (Pf Phosphatidylserindecarboxylase, Baunaure et al., 2004, hat
weder XDEL noch SP, allerdings aber IKIR ihnlich dem KKXX-Motiv von ER-
Membranproteinen) im ER lokalisiert sind. Zumindest zeigen die Ergebnisse, dass der erste
Teil des entsprechenden Signalpeptids funktional ist und AOP in den sekretorischen Weg
einschleust.

Bei der kritischen Betrachtung der Resultate sind ferner folgende Punkte zu bedenken:

Es ist mehrfach beschrieben, dass die Uberexpression des GFP-Proteins das weitere Targeting
eines Proteins vom ER aus verhindern und zur Akkumulation in diesem oder einem anderen
Kompartiment fithren kann. Die Wahl des Promotors ist daher ein kritischer Faktor des
Experimentes (Van Dooren er al., 2002; Lisenbee et al., 2003). Dies wiirde jedoch nicht
erkldaren, warum das Tg-Homolog des PfAOP, dessen Lokalisation mittels der kompletten
Sequenz untersucht wurde, ebenfalls im ER zu finden war.

Es existiert die Vermutung, dass der Apicoplast innerhalb des ER liegt und somit die duBere
der Plastid-Membranen mittels eines gewohnlichen Signalpeptides passiert wird (Joiner und
Roos, 2002). Fiir die Lage innerhalb des ER spricht die Tatsache, dass noch nie die Fusion
von Vesikeln mit oder deren Abknospen vom Apicoplast beobachtet werden konnte. Dariiber
hinaus kann weder mittels Brefeldin A noch durch den Anhang eines ER-Retentionsmotivs
der Transport eines Proteins zum Apicoplasten gechemmt werden. Damit konnte die gefundene
ER-Lokalisation von Tg- und PfAOP einer Apicoplast-Lokalisation entsprechen. Gestiitzt
wird diese Theorie ferner dadurch, dass bei Cryptomonaden, Gold- und Braunalgen die
duBeren Membranen des Chloroplasten in Beziehung zu ER und Kernhiille stehen, weshalb
dort vom CER (chloroplast endoplasmic reticulum) gesprochen wird (Gibbs, 1981; Maréchal
und Cesbron-Delauw, 2001).
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Das Verbleiben des AOP im ER konnte vom Parasitenstadium abhéngig sein (Kocken et al.;
1998). Falls der Apicoplast jedoch tatsdchlich fiir den Invasionsprozess benotigt wird (Fichera
und Roos, 1997), sollte gerade der Tachyzoit einen voll ausgebildeten Apicoplast besitzen.

Es ist anzunehmen, dass es sich bei der im ER detektierten Variante um die einfach verkiirzte
Form, AOPoS, handelt. Die fehlende Peroxidase-Aktivitit von AOPoS in vitro deutet
allerdings daraufhin, dass diese Form noch nicht das reife Protein darstellt, was fiir ein
weiteres Targeting des Proteins spricht.

Weder fiir den Apicoplast noch fiir das ER von Pf sind bislang antioxidative Enzyme
beschrieben. Eine Ausnahme bildet die Proteindisulfidisomerase (Florent et al., 2000).
Obwohl das ER durch sein oxidierendes Milieu ein sehr wahrscheinlicher Entstehungsort fiir
Hydroperoxide ist, weill man generell noch nicht viel iiber deren Entgiftung (Wilkinson et al.,
2002). Fiir Arabidopsis thaliana wird eine von sieben putativen Glutathionperoxidasen als im
ER lokalisiert angenommen (Rodriguez-Milla et al., 2003). In Trypanosoma cruzi existiert
eine im ER lokalisierte Glutathionperoxidase, die auch mit Thioredoxin arbeitet (Wilkinson e?
al., 2002). Da ihre Substratspezifitidt auf Hydroperoxide von Fettsduren und Phospholipiden
beschrinkt ist, wird vermutet, dass ihre Funktion im Schutz der Lipide liegt, deren
Syntheseort ja klassischerweise das glatte ER ist. Der Schutz der Lipide hat bei Pf aufgrund
der hohen Syntheseleistung — der Schizont besitzt die Sfache Menge an Phospholipiden vgl.
mit einem uninfizierten Erythrozyten (Baunaure er al., 2004) - besondere Bedeutung; die
erlduterte Substratpriferenz unterstiitzt diese Funktionstheorie fiir AOP. Wie PfAOP fehlt
auch TcGPxII ein konventionelles C-terminales ER-Retentionssignal. Von der Sduger-PHGPx
wird ebenfalls eine ER-Lokalisation angenommen und man vermutet fiir dieses Protein neben
der Peroxidase-Funktion eine Modulation der Aktivitit anderer Enzyme, wie z. B. der der
Prostaglandin-Biosynthese (Sakamoto et al., 2000).

ER-Proteine sind von allen zelluldren Proteinen die empfindlichsten gegeniiber oxidativem
Stress in Form von H,O, (Van der Vlies et al., 2003). Da den Peroxiredoxinen allgemein eine
Funktion bei der durch Oxidantien-vermittelten Signaliibertragung zugeschrieben wird (Kang
et al., 1998b; Wood et al., 2003), konnte AOP auch fiir Adaptationsmechanismen (Harding et
al., 2003) eine Rolle spielen.

Die Hypothese, dass es sich bei den Targeting-Ergebnissen um ein Artefakt und bei AOP
doch um eine apicoplastische Peroxidase handelt, erhilt Unterstiitzung durch die bekannte
Existenz von Peroxiredoxinen im verwandten Chloroplast (Baier und Dietz, 1997), darunter
auch Lipidhydroperoxid-entgiftende Enzyme (Blée und Joyard, 1996). Dariiber hinaus konnte
fir das homologe GrxPx aus Populus trichocarpa trotz fehlender Signalsequenzen die
plastididre Lokalisation nachgewiesen werden (Rouhier ez al., 2001).

SchlieBlich bleibt noch die Moglichkeit, dass AOP eine duale Lokalisation besitzt und im ER
und dem Apicoplast zu finden ist. Hier konnte die Akzeptanz verschiedener
Elektronendonoren zum Tragen kommen. Ein solcher Zusammenhang wird auch fiir die
Trypanosoma cruzi-GPxI vorgeschlagen, die in Glycosom und Cytosol zu finden ist und
sowohl mit GSH als auch mit Tryparedoxin arbeitet (Wilkinson et al., 2002). In Anbetracht
der plastiddren Lokalisation des Typ II-Fettsdure-Synthese-Weges und der Substratpriferenz
von PfAOP ist diese Hypothese besonders verlockend. In diesem Kontext ist das PDI-
dhnliche Protein RB60 der Griinalge Chlamydomonas reinhardtii erwdhnenswert, das zu ER
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und Chloroplast gebracht wird (Trebitsch et al., 2001). Die Prédsenz in verschiedenen
Zellkompartimenten ist auBerdem fiir das Rattenleber-Prx I (= HBP23) beschrieben (Cytosol
und Nucleus; Immenschuh et al., 2003), und auch fiir hPrx V wird eine Lokalisation in
Cytosol, Peroxisomen und Mitochondrien postuliert (Seo et al., 2000). Rouhier et al. nennen
die Lokalisation in mehreren Kompartimenten als Charakteristikum der Typ II-Prx (2005).
Zusammenfassend ist zu sagen, dass sowohl hinsichtlich kinetischer Charakteristika
(Akzeptanz von Trx, Grx und Plrx als Elektronendonor, Priferenz fiir Grx, Priferenz fiir
PCOOH als Peroxidsubstrat) als auch der subzelluldren Lokalisation angenommen werden
kann, dass AOP eine spezifische Funktion in Pf ausiibt. Distinkte Aufgaben, bei denen sich
Prx eines Organismus nicht ersetzen konnen, wurden erst kiirzlich auch fiir zwei Prx eines
Cyanobakteriums beschrieben (Hosoya-Matsuda et al., 2005).

4.5 Weitere Charakterisierung der Pf-Thioredoxinperoxidasel
(TPx1)

4.5.1 Substratspezifitit

4.5.1.1 Glutaredoxin

PITPx1 stellt ein typisches 2-Cys-Prx und eine klassische Thioredoxinperoxidase dar (Rahlfs
und Becker). Da neben Trx auch Grx das active site-Motiv CXXC besitzt, was als Grundlage
fir die Eignung als Elektronendonor angesehen wird (Flohé er al., 2003), ist die
Verwendbarkeit von Grx ebenfalls denkbar. Trotzdem wurden bis auf einige zur Klasse V
gehorende Enzyme nur wenige Prx mit Grx getestet. Humanes Prx I-IIT und V sind mit Grx
nicht aktiv (Kang et al., 1998b; Seo et al, 2000), gleiches gilt fiir E. coli-TPx (Baker und
Poole, 2003). Anhand der Resultate mit dem GrxPx aus Populus trichocarpa kann jedoch
gemutmallt werden, dass das peroxidative Cystein (Cp) fiir die Grx-abhidngige Aktivitit
ausreichend ist und weitere Cysteinreste je nach Position forderlich oder stdrend sein konnen
(Rouhier et al., 2002). Daher ergab sich die Frage nach einer moglichen Grx-Interaktion der
PfTPx1. Weitere Unterstiitzung erhielt diese Fragestellung durch die Ahnlichkeit der
Cysteinpositionen Grx-abhéngiger Peroxiredoxine (Pt-GrxPx: C51 und C76) und der ersten
beiden Cysteinreste in TPx1 (C50 und C74). Zwar hatte sich die Einbringung eines dritten
Cysteins (C152) im Pappel-Enzym als hinderlich erwiesen, die Lokalisation des dritten
Cysteins in TPx1 unterscheidet sich jedoch deutlich von dieser Position (C170).

Die Untersuchung einer Grx-abhingigen Aktivitit der TPx1 verlief positiv: Zwar erwies sich
die spezifische Aktivitit mit dem parallel verwendeten Trx-System als erheblich hoher, die
Affinitdt ist jedoch fiir Grx wesentlich grofer. Somit ergeben sich fiir die katalytische
Effizienz nur geringe Unterschiede (Tabelle 4.2).
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Tabelle 4.2. Vergleich der
Grx-System Trx-System kinetischen Parameter der TPxl1-
Aktivitit je mnach Elektronen-

Ky fiir Grx / Trx 0.837 225 donorsystem. o
(uUM) *Unterschiede der hier fiir das WT-
Enzym gemessenen Parameter zu
Vinax 0.031 = 0.002 1.91 + 0.28* Literaturwerten und auch innerhalb
(U/mg) der Literaturwerte (Rahlfs und Becker,
Koo/ Knp . . 2001; Akerman und Miiller, 2003)
A -1 1.45x 10 329x107* konnen in den unterschiedlichen Be-

M sY) ) .
dingungen des aufwendigen backup-

Systems begriindet sein, ebenso wie in der schnellen Inaktivierung der TPx1.

Sattigung wurde unter den angewandten Bedingungen schon bei 2 uM Grx erreicht, jedoch
erst bei 70 uM Trx. Zwar liegen fiir Pf keine Daten vor, generell wird jedoch von zelluldren
Trx-Konzentrationen um 10 uM gesprochen, wihrend die Grx-Konzentration eher um 1 uM
liegt (Fernandes und Holmgren, 2004). Im Falle dhnlicher Konzentrationen in Pf wiirde dieses
Verhiltnis die niedrigere Affinitdt der TPx1 zu Trx1 in etwa aufwiegen, so dass die Trx-
abhingige Aktivitidt gegeniiber der Grx-abhédngigen an Bedeutung iiberwiegt. Der Ausgleich
unterschiedlicher Konzentrationen durch sich reziprok verhaltende Ky-Werte (oder
umgekehrt) ist auch fiir Ribonukleotid-Reduktase beschrieben (10fach geringerer Ky fiir Grx
verglichen mit Trx; Fernandes und Holmgren, 2004). Wihrend sich im Falle o. g.
Konzentrationen an Grx und Trx die Steigerung der Grx-Expression nicht/kaum auf die TPx-
Aktivitdt auswirken wiirde, hitte die Erhohung der Trx-Expression durchaus einen Einfluss.
Die geringere Affinitit fiir Trx hat ferner zur Folge, dass sich ein Anstieg der TPx-
Konzentration mit dem Trx-backup stirker bemerkbar macht. Selbst bei gleichen
Konzentrationen von Grx und Trx wiirde (unter den gegebenen Bedingungen) eine Anderung
der TPx-Konzentration zwischen 0 und 5 uM 40fach stirkere Steigerung der Trx-abhédngigen
Aktivitdt bewirken, was trotz der hier gezeigten Daten die Bedeutung des Trx-Systems als
Elektronendonor fiir die TPx1 unterstreicht.

Dass fiir das humane Prx V keine Grx-abhéngige Aktivitit gemessen wurde (Seo et al., 2000),
konnte neben dem storenden Einfluss des dritten Cysteins (C152) an der geringen
verwendeten Konzentration (1.5 uM) liegen, verglichen mit den hier eingesetzten 40 uM
TPx1. Aus diesem Blickwinkel betrachtet, sind die TPx1-Ergebnisse nicht so eindeutig wie
die mit PtGrxPx (AA = 0.9 min™' mit 2.5 uM Peroxiredoxin und 20 uM Grx; Rouhier et al.,
2002). Die spezifische, Grx-abhidngige Aktivitit des PfAOP ist ebenfalls deutlich hoher
(Faktor 10; 0.32 U/mg vs. 0.031 U/mg). Die Affinitdt der TPx1 fiir Grx (Ky = 0.84 uM) ist
jedoch vergleichbar mit den Werten der beiden TypV-Prx (PtGrxPx: 3 uM; PfAOP: 4 uM).

4.5.1.2 Plasmoredoxin

In einem qualitativen Versuchsansatz wurde, analog zu den Untersuchungen mit AOPsk, die
Interaktion des Plasmodien-spezifischen Proteins PfPlrx mit TPx1 getestet. Im Zuge dessen
wurde die Beobachtung gemacht, dass Plrx selber in gewissem Umfang H,O, reduziert, was
fiir tBOOH nicht der Fall war. Die eigentliche Probe zeigte, dass Plrx als Elektronendonor fiir
TPx1 dienen kann. Das Ausmall der spontanen Reaktion ist identisch mit dem des
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entsprechenden AOPsk-Versuchs. Der Vergleich der Zeitverldufe (Reaktionen nach 15
Minuten) ist aufgrund der Plrx- H,O, —Interaktion nicht moglich.

Fir weitere Untersuchungen ist die Bestimmung der kinetischen Parameter der Reaktion
interessant, ebenso die Aufkldrung der Verdnderungen im Plrx-Molekiil bei seiner Oxidation.
Da im Rahmen dieser Arbeit die Reduktion zweier plasmodialer Prx durch Plrx gezeigt
wurde, wire es ferner wissenswert, ob auch die anderen bekannten Peroxidasen des
Organismus von Plrx mit Elektronen beliefert werden konnen.

4.5.1.3 Dehydroascorbat

Aus den in 3.6.3 geschilderten Griinden wurde im Zuge der weiteren Charakterisierung der
PfTPx1 auch die mogliche Interaktion mit Ascorbat bzw. Dehydroascorbat untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass die TPx1 die Féahigkeit zur Ascorbatreduktion besitzt. Es ist
jedoch notig zu erwihnen, dass es sich bei dieser Aktivitdt — wie bei der anderer Thiolproteine
(Grx, TrxR, PDI) auch — wohl um eine eher unspezifische handelt, was aus der geringen
Affinitidt (halbmaximale Geschwindigkeit mit etwa 1.75 mM DHA) ersichtlich wird. Der Ky
diirfte somit in dhnlichem Bereich liegen wie der anderer unspezifischer DHA-Reduktasen
(TrxR aus Rattenleber 1.5 mM; May et al., 1997). Die Wechselzahl ist jedoch mit 1.45 min™’
(Vmax wurde den Kurvenwerten entnommen) deutlich geringer als die anderer NADPH-
abhingiger DHA-Reduktasen (TrxR z. B. 90 min™, May et al., 1997).

Da die DHA-Konzentration in Plasmodium nicht bekannt ist, kann zur physiologischen
Bedeutung der gemessenen Aktivitit keine Aussage getroffen werden. Es ist jedoch moglich,
dass die bisher mit Sduger-Zellysaten gemessene NADPH-abhingige DHA-Reduktion (z. B.
Mendiratta et al., 1998) nicht nur die Summe der Aktivitdten von TrxR und Trx sind, sondern
die Peroxiredoxine ebenfalls dazu beitragen.

In diesem Zusammenhang wére bei ndherer Betrachtung der Frage nachzugehen, ob die TPx1
auch Monodehydroascorbatreduktase-Aktivitit besitzt. Fiir die TrxR war die Umsetzung des
MDHA-Radikals nachweisbar, und die Affinitit zu dieser Verbindung ist etwa eine
GroBenordnung hoher (~ 2 uM) als fir DHA (May et al., 1998b). Damit hat die durch TrxR
ausgeiibte Ascorbatregeneration auch eine spezifische Komponente, die bei der TPx1 auch
existieren konnte.

Die anders gerichtete Reaktion — die Ascorbat-abhéngige Peroxidase-Aktivitit, wie sie z. B.
fiir Trypanosomen und Chloroplasten beschrieben ist (Docampo et al., 1976; Hossain und
Asada, 1984), konnte unter gegebenen Bedingungen fiir die TPx1 nicht festgestellt werden.

4.5.2 Bedeutung der Cysteinreste C74 und C170

Die Fihigkeit von Peroxiredoxinen, Thioredoxin-abhidngig zu arbeiten, scheint, unabhingig
von der Gruppenzugehorigkeit, an ein zweites Cystein gekniipft zu sein. Einzig fiir das
mitochondriale 1-Cys-Prx aus S. cerevisiae, Prx1p, ist die Hinldnglichkeit des peroxidativen
Cysteins fiir Trx-abhédngige Aktivitit beschrieben. Hier ist das zweite, nicht-konservierte
Cystein (C38) zwar an der Dimerbildung im oxidierten Zustand beteiligt, sein Fehlen
beeinflusst die Trx-abhédngige Aktivitit jedoch nicht (Pedrajas et al., 2000).
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Andere Trx-abhiingige Prx besitzen zwar nur ein konserviertes, dafiir aber weitere, nicht-
konservierte Cysteine, fiir die ein Einfluss auf die Trx-Akzeptanz nicht allgemein
ausgeschlossen werden kann. Das 1-Cys-Prx aus Pf beispielsweise, was zumindest einem
Bericht nach Aktivitdt mit Trx zeigt (Krnajski er al., 2001), hat neben dem peroxidativen
Cystein (C47) weitere in den Positionen 66, 73, 101, 128, 130, 184, 185. Die PfTPx¢ besitzt
neben dem Cystein der katalytischen Triade (C76) zwel zusitzliche Cysteinreste (120 und
154; Sztajer et al., 2001).

Im Gegensatz dazu gibt es auch Enzyme, die trotz des Besitzes mehrerer Cysteine
anscheinend nicht durch Trx reduzierbar sind (humanes ,,1-Cys*“-Prx (hORF6, C47 und 91),
Kang et al., 1998a; Typ II-Prx B (C51 and 76) and E (C121 and 146) aus Arabidopsis
thaliana, Bréhélin et al., 2003).

Ergebnisse zahlreicher Mutagenese-Studien sprechen fiir die Bedeutung eines zweiten
Cysteinrestes fiir die Akzeptanz von Trx. Eine C170S-Mutante des Hefe-TSA (nur noch im
Besitz des einen, peroxidativen C47) zeigte weiterhin Aktivitit mit DTT, nicht jedoch mit
Trx. Es wird ein Reaktionsmodell vorgeschlagen, in dem die Trx-abhiingige Aktivitit zwei
Cysteine einbezieht (Chae et al., 1994). Weitere Hinweise auf die Notwendigkeit eines
zweiten Cysteinrestes wurden mit dem TypQ-Prx aus Sedum lineare (Kong et al., 2000) und
dem PMP20-Protein aus Candida boidinii (Horiguchi et al., 2001) erhalten. Serinmutanten
des E. coli-Bcp (C55S und C99S) behielten zwar ihre TPx-Aktivitit, aber auch hier muss
beriicksichtigt werden, dass jede der Mutanten noch zwei Cysteine besal} (peroxidatives C50
und das entsprechende andere; Jeong et al., 2000).

Fiir das humane, atypische 2-Cys-Prx, Prx V (C48, 73 und 152), wurde nachgewiesen, dass
das C73 ohne Auswirkung auf DTT- oder Trx-abhingige Aktivitit ausgetauscht werden kann,
C152 jedoch fiir die Trx-Aktivitdt vonnoten ist (Seo et al., 2000).

Folgende Erkldarungsmoglichkeiten fiir die Notwendigkeit zweier Cysteinreste fiir die TPx-
Aktivitdt sind vorstellbar: In der Prx-Struktur kommt das peroxidative Cystein (Cp) durch
Oxidation in einer Art Tasche zu liegen, wihrend das 16sende Cystein (Cr) durch die
Oxidation des Cp exponiert wird. Die meisten 1-Cys-Prx sind daher nur durch
niedermolekulare Thiole reduzierbar, nicht jedoch durch sperrigere Proteinthiole. Das grof3te
Hindernis fiir die Reduktion durch Trx konnte also die schlechte Zugénglichkeit des Cp sein.
Per definitionem stellt Trx eine Proteindisulfid-Oxidoreduktase dar. Gemidl dem
Mechanismus, der fiir die Reduktion eines 2-Cys-Prx durch ein Dithiol angenommen wird
(Hofmann et al., 2002), reagiert Trx mit dem Prx-Disulfid, das bei einem typischen 2-Cys-Prx
aus zweil Untereinheiten besteht. In einem 1-Cys-Prx miisste dagegen eine Reaktion mit der
Sulfensédureform des peroxidativen Cysteins stattfinden.

Falls die Reaktion des ersten katalytischen Trx-Cysteins mit der Sulfensidure des Prx zustande
kam, ergeben sich zwei weitere kritische Punkte im Reaktionsablauf: Zum einen miisste das
freie Cystein des Trx in der Lage sein, das gemischte Trx-Prx-Disulfid aufzuldsen, obwohl
dieses nun nicht, wie iblich, mit dem C-terminalen Prx-Cystein, sondern mit dem
peroxidativen gebildet wurde. Falls dies nicht moglich ist, hinge es zum anderen von der
TrxR ab, ob sie statt des intramolekularen Trx-Disulfids nun das gemischte Trx-Prx-Disulfid
reduzieren kann. Dies kidme einem Monothiol-Reaktionsweg des Trx gleich. In allen
geschilderten Fillen konnte das Voranschreiten des Reaktionszyklus ferner entscheidend von
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der im Assay verwendeten Proteinkombination abhingen (werden Proteine desselben
Organismus verwendet oder nicht etc.).

Die C76A-Mutante des PtGrxPx (C51 und C76) behielt ihre Trx-abhingige Aktivitit, und
auch der Ky fiir Trx blieb unveridndert (Rouhier et al., 2002). Dadurch wird die Vermutung
gestiitzt, dass dieses Prx mechanistisch ein 1-Cys-Prx darstellt. Das hier charakterisierte
homologe PfTAOP akzeptiert ebenfalls Trx trotz der fehlenden katalytischen Wirksamkeit des
zweiten Cysteins (C85). Diese Beobachtungen zeigen, dass Trx prinzipiell zur Reaktion mit
der Sulfensédureform in der Lage ist.

Der Mechanismus dieser 1-Cys-Prx schliet die Bildung eines intramolekularen Trx-
Disulfides ein: Wihrend mit den Pappel-Proteinen fiir Grx die Moglichkeit eines Monothiol-
Weges anhand einer Grx-1-Cys-Mutante gezeigt wurde, schlugen Versuche mit einer Trx-1-
Cys-Mutante fehl. Der katalytische Zyklus endete mit dem gemischten Proteindisulfid (Trx +
Wildtyp-Prx) als dead end-Zwischenprodukt (Rouhier et al., 2002). Das bedeutet, dass
letzteres durch die TrxR nicht aufgelost werden kann. Unter der Voraussetzung, dass diese
Beobachtung verallgemeinert werden kann, scheinen daher v. a. die Zugénglichkeit der Cp-
Sulfensédure und die Bildungsmoglichkeit des Trx-Disulfids determinierende Schritte fiir die
Moglichkeit der Trx-Aktivitit eines 1-Cys-Prx zu sein.

Die erwihnte PtGrxPxC76A-Mutante besitzt mit Grx noch 25% Restaktivitit. Die Autoren
fiihren diese Verdnderung weniger auf die katalytische Notwendigkeit des Cysteins selbst als
auf die strukturelle Verdnderung durch den Austausch zuriick. Interessanterweise resultierte
auch die Einfithrung von C152 in einem kompletten Aktivitdtsverlust mit Grx (Rouhier et al.,
2002). Es ist daher anzunehmen, dass fiir die Akzeptanz von Grx als Elektronendonor das
peroxidative Cystein ausreicht und zusitzliche Cysteine je nach Position entweder fordernd
(C76) oder hinderlich (C152) sein konnen.

Weitere Informationen iiber Grx-abhingige Aktivitdt von Prx aus der Literatur sind knapp.
Fiir das humane Prx V ist zwar bekannt, dass der WT nicht mit Grx arbeitet, leider wurden
aber die Mutanten anscheinend nicht daraufhin getestet. Hier wire, die Ergebnisse von
Roubhier et al. beriicksichtigend, v. a. das Verhalten der C152S-Mutante interessant gewesen.
PfTPx1 besitzt drei Cysteine: das peroxidative C50, das C-terminale, in den typischen 2-Cys-
Prx konservierte C170 und ein zusitzliches in Position 74. Die Lokalisation des letzteren
dhnelt zwar der in Typ V-Enzymen (Abb. A7), jedoch handelt es sich, die Gesamtsequenz
betrachtet, um ein typisches 2-Cys-Prx.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, welches Cystein in PfTPx1 neben dem
peroxidativen fiir die Trx-abhiingige Aktivitit verantwortlich ist und wie diese beiden
Cysteine die Aktivitdt mit Grx beeinflussen. Zudem wire interessant herauszufinden, ob ein
zweites Cystein fiir diese Aktivitdten tiberhaupt notwendig ist. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde jedoch auf die Einzelmutanten fokussiert. Diese wurden mittels site-directed
mutagenesis generiert. Bei der heterologen Expression und Reinigung fiel die Instabilitit der
C170A-Mutante auf, die durch Aufrechterhaltung reduzierender Bedingungen vermindert
werden konnte.

Beziiglich Grx als Elektronendonor zeigt die Bestimmung der Ky-Werte, der maximalen
Geschwindigkeit und der katalytischen Effizienz der drei Enzymformen, dass keine der
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vorgenommenen Mutationen die Grx-abhédngige Prx-Aktivitit signifikant beeinflusst (Tabelle
4.3).

\ \ Wildtyp | C74A \ C170A \
Grx-System Ky (UM) \ 0.837 | 0.861 \ 0.897 \
Vimax (U/mg) \ 0.0314 +0.002 | 0.0258 +0.0028 \ 0.0329 +0.0041 \
Keat / K
‘{ ine 1.45x 10* 1.16 x 10" 1.42x 10
M7s7)
Trx-System Ky (uM) | 22.5 | 24.5 \ 40-187 \
Vinax (U/mg) \ 1.91+0.28 | 1.62+£0.2 \ 0.26 +0.03 \
Keat / K
‘{ ine 3.29 x 10* 2.56 x 10* 0.53-3.51x 10°
M7s7)

Tabelle 4.3. Vergleich der kinetischen Parameter fiir WT-TPx1 und Mutanten.

Die hier gewonnenen Ergebnisse bestitigen, dass das Cystein um Position 74 fiir die Grx-
abhéngige Aktivitit nicht unbedingt notwendig ist. Zwar ist diese Aminosidure auch hier
forderlich, der Aktivitdtsverlust durch den entsprechenden Alanin-Austausch ist jedoch
deutlich geringer (18%) als bei PtGrxPx. Ein weiterer Unterschied ergibt sich daraus, dass
auch der PfTPx1-WT mit Grx aktiv ist im Gegensatz zu hPrxV und der V152C-Mutante von
Pt. Es stellt sich allerdings die Frage, ob der Vergleich mit diesen Proteinen legitim ist, da
sich die Positionen des C-terminalen Cysteins doch deutlich unterscheiden. Der Wegfall des
C170 in PfTPx1 hat auf die Grx-abhingige Aktivitit keinen Einfluss.

Aufgrund der dargestellten Ergebnisse liegt die Vermutung nahe, dass zumindest einige der
klassischen 2-Cys-Prx und vielleicht auch der 1-Cys-Enzyme ebenfalls Grx-abhédngige
Aktivitdt zeigen sollten.

Fiir die Aktivitdt mit Trx hat das C74 ebenfalls kaum Bedeutung. Die verringerte Affinitét der
C170A-Mutante hingegen impliziert, dass der Angriff von Trx auf die C50-Sulfensdure (oder
ein in der Mutante gebildetes Disulfid-Intermediat) weniger effektiv geschieht als auf das
C50-C170’-Disulfid. Die geringere Aktivitdt deutet ferner darauf hin, dass auch die
Auflosung des Trx-Prx-Disulfides (oder des intramolekularen Prx-Disulfides) nur schlecht
moglich ist. Nichtsdestotrotz ist das C170 nicht absolut erforderlich fiir die Reduktion durch
Trx. Es kann somit geschlussfolgert werden, dass die PfTPx1 als typisches 2-Cys-Prx das C-
terminale Cystein fiir optimale Aktivitdt mit Trx benotigt, jedoch in geringem Mafle auch als
1-Cys-Prx fungieren kann.

Die Anderung des Reaktionsmechanismus’ wird auch am Verhalten in der SDS-
Gelelektrophorese deutlich: Das WT-Enzym ebenso wie die C74A-Form liegen unter
reduzierenden Bedingungen als Monomer vor, unter nicht-reduzierenden dagegen als Dimer.
Dies passt zu dem allgemein akzeptierten katalytischen Zyklus, der nach Oxidation des
Enzyms die Dimerbildung iiber antiparallele Verbriickung (C50 — C170’) vorsieht (Chae et
al., 1994; Montemartini et al., 1999). Bei der C170A-Mutante dagegen fehlt die
Disulfidbildung, was vermuten lésst, dass C74’ nicht als resolving cysteine dienen kann (es
sei denn, es wiirde in diesem Fall ein intramolekulares Disulfid gebildet, einem atypischen 2-
Cys-Mechanismus entsprechend). Um den genauen Ausweichmechanismus festlegen zu
konnen, wire die Untersuchung der Doppelmutante notwendig.
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4.5.3 Oligomere der TPx1

Beziiglich der Oligomerisierung der PfTPx1 hatten Akerman und Miiller in der Gelfiltration
unter Anwesenheit von 1 mM DTT einen Peak entsprechend dem Dekamer (250 kDa)
gefunden; dagegen eluierte ohne DTT ein Peak von 400 kDa (2003). Aus der entsprechenden
Studie geht jedoch nicht hervor, unter welchen sonstigen Bedingungen die Gelfiltration
durchgefiihrt wurde, obwohl pH-Wert, Salz- und Proteinkonzentration und andere Faktoren
erheblichen Einfluss auf das Oligomerisierungsverhalten haben. Mono- und Dimere wurden
nur in denaturierender SDS-PAGE erhalten (Akerman und Miiller, 2003); PfTPx1 bildet
demnach, wie verschiedene andere Prx, Dekamere durch nicht-kovalente Assoziation von
Dimeren.

Die Interpretation der hier erhaltenen FPLC-Resultate fillt schwer, da die erhaltenen
Molekulargewichte nicht eindeutig einer Oligomerisierungsform zuzuordnen sind. Es wire
jedoch denkbar, dass es sich bei den Molekulargewichten zwischen 129.7 und 166.8 kDa stets
um das Dekamer handelt, wobei sich bei beiden Formen — WT und C170A — die Tendenz
abzeichnet, dass sich das ,,Dekameraggregat” unter oxidierenden Bedingungen ,,grofer
verhilt. Das jeweils hochste beobachtete Molekulargewicht einer Form tritt mit der GSSG-
inkubierten Probe auf. Die unzureichende Genauigkeit bei der Bestimmung der Oligomer-
Stochiometrie konnte auf Wechselwirkungen des Komplexes mit der Sdulenmatrix und
dadurch verursachte Dissoziation einzelner Untereinheiten zuriickfithrbar sein. Prinzipiell
kommt auch eine nicht-globulire Proteinoberfldche zur Erkldrung in Betracht, da die Eichung
mit globuldren Proteinen vorgenommen wurde. Da das ,,Dekamer* spiter eluiert als erwartet,
miisste die Oberfldche allerdings geringer sein als fiir ein globulidres Aggregat antizipiert, was
unwahrscheinlich ist.

Eine Erkldrungsmoglichkeit fiir das Fehlen von Dimeren unter oxidierenden Bedingungen
liegt in der hohen verwendeten Proteinkonzentration: Im Falle von kristallisiertem AhpC
wurde die hohe Konzentration dafiir verantwortlich gemacht, dass unter oxidierenden
Bedingungen trotz erfolgter Disulfidbildung das Dekamer erhalten blieb (Wood et al., 2000).
Unterstiitzt wird dies durch die Beobachtung, dass in Anwesenheit von GSSG, welches die
Bildung von Disulfidbriicken durch die Glutathionylierung unterbinden sollte, dennoch das
,Dekamer* erhalten wird. Man kann spekulieren, dass die leichte scheinbare Erh6hung des
Molekulargewichts unter oxidierenden Bedingungen und besonders in Anwesenheit von
GSSG dadurch verursacht ist, dass die Wechselwirkungen an der Dimer-Dimer-Interface
geschwicht sind. Durch diese Lockerung der Dekamerstruktur konnte die Kompaktheit des
Aggregates herabgesetzt sein.

Die stets etwas hoheren Molekulargewichte der C170A-TPx, verglichen mit dem WT, passen
zu der beobachteten Instabilitit des mutierten Enzyms: Es scheint sich nicht so kompakt falten
zu konnen wie das Protein mit nativer Sequenz, was die Loslichkeit beeinflussen kann. Dass
bei der C170A-Mutante, die offensichtlich kein intermolekulares Disulfid mehr bilden kann,
unter oxidierenden Bedingungen eine zusitzliche Aggregationsform auftritt (251.4 kDa
entsprechend 10.8 Molekiilen ohne DTT), ist bemerkenswert. Ob dies mit einer
Uberoxidation der Sulfensdure des peroxidativen Cysteins zur Sulfin-/Sulfonsiure
zusammenhédngen kann, vor der es ja durch das Wegfallen der Disulfidbildung nicht mehr
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geschiitzt ist, bleibt in diesem Rahmen reine Spekulation. Eine solche Uberoxidation
begiinstigt auch die Bildung von Dekamerstapeln (Kato et al., 1985), was moglicherweise das
Multimer im Ausschlussvolumen (C170A) bzw. entsprechend 16 Molekiilen (WT) erklédren
konnte.

Interessanterweise erhielten Budde er al. bei der Gelfiltration oxidierter TbTXNPx ein
Elutionsprofil, das dem der oxidierten TPx1C170A stark dhnelt: Zunéchst erschien ein Peak
im Ausschlussvolumen, gefolgt von einer kleinen Schulter und einem starken Peak mit
dhnlichem Mw wie dem des reduzierten Enzyms (2003). Hier wurde per
Elektronenmikroskopie gezeigt, dass es sich bei dem ersten Peak um stark aggregiertes
Material ohne erkennbare Strukturen handelte. Die Schulter dagegen enthielt Cluster der im
letzten Peak detektierten Strukturen. Die Autoren weisen auch auf die Tendenz des oxidierten
Enzyms hin, hohere als Dekamer-Aggregate zu bilden (Budde et al., 2003).

Zusammenfassend kann durch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit identifizierten Proteine

und Interaktionen das Schema in Abb. 1.5 wie folgt ausgeweitet werden:

Abb. 4.5. Erweitertes Trx- und GSH-System von Plasmodium falciparum.

*DHA kann auch durch TPx1 reduziert werden. Im Rahmen dieser Arbeit identifizierte Proteine und
Interaktionen sind rot dargestellt. Der Ubersichtlichkeit halber wurden die Pf-Peroxiredoxine TPx2, 1-Cys-Prx
und TPxg, die Glutaredoxin-like-proteins Glpl-3, ferner die Verbindungen zu Glutathion-S-Transferase,
Glyoxalasen und Ribonukleotidreduktase nicht eingezeichnet.
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4.6 Hemmung von Pf-Enzymen durch Ferriprotoporphyrin IX

Der reife Erythrozyt enthélt 310-350 mg/ml Hb, was eine Konzentration von 20 mM bedeutet
(Loria et al., 1999). Da wihrend des intraerythrozytidren Zyklus von Pf 80% des Wirts-Hb,
entsprechend ca. 16 mM (Mashima et al., 2002; Ginsburg, 2003) verdaut werden, entsteht
dabei nicht nur H;O, in &dquimolarem Verhiltnis, sondern ebenso viel freies
Ferriprotoporphyrin IX (FP; FPIX). Aufgrund des Volumenanteils der FV von 3-5% an dem
des infizierten Erythrozyten konnte bei Akkumulation des freigesetzten Hams dessen
Konzentration in der FV auf 0.5 M ansteigen (Loria et al., 1999). Die wachsende FP-
Konzentration steigert den oxidativen Stress auf verschiedene Weisen: Neben dem erwéhnten
H,0, und der Redoxaktivitit des FP entsteht oxidativer Stress auch durch den GSH-
abhédngigen Abbau, da GSH verbraucht, jedoch H,O, und freies Eisen produziert wird
(Atamna und Ginsburg, 1995). Die Hemmung verschiedener Erythrozyten-Enzyme durch FP
ist seit lingerem beschrieben: Zerez et al. (1987) beobachteten u. a. eine Einschrinkung der
Aktivitat des glycolytischen Schliisselenzyms Aldolase und der 6-Phosphogluconat-DH,
welche im Hexosemonophosphatweg ebenfalls eine Schliisselfunktion hat.

In einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Leann Tilley (Dpt. Biochemistry and
Co-operative Research Centre for Diagnostics, LaTrobe University, Melbourne, Australia)
waren mittels FP-Agarose-Perlen verschiedene Parasitenenzyme als Kandidaten fiir eine FP-
Bindung identifiziert worden, darunter auch die Glutathionreduktase (Campanale et al.,
2003). Dies diente als Anlass, den Einfluss von FP auf die Aktivitit antioxidativer Enzyme zu
untersuchen, da gerade fiir diese Proteine hinsichtlich der FP-Toxizitédt eine wichtige Rolle zu
vermuten ist.

Die Glutathionreduktase von Pf erwies sich, verglichen mit dem humanen und dem Hefe-
Homolog, als relativ resistent. Es konnte zwar eine Hemmung beobachtet werden, diese
machte aber bei Verwendung von 25 uM FP nur etwa 20% aus. Eine zeitabhingige
Verstdrkung des Effektes konnte anhand von Kontrollen auf die destabilisierende Wirkung
von NADPH zuriickgefiihrt werden, die im Falle des plasmodialen Enzyms besonders
ausgeprigt ist.

Gemeinsames Merkmal der iiber immobilisiertes FP isolierten Enzymproteine ist die
Anwesenheit von einem oder mehreren Cystein-Resten im aktiven Zentrum, deren
Essentialitét fiir die Enzymaktivitdt entweder bereits nachgewiesen oder zumindest vermutet
wurde (u. a. Padgett und Whorton, 1997; Eggleson et al., 1999). Da FP nachgewiesenermal3en
Thioetherbriicken mit Cysteinresten bildet (Hahn et al., 1982), liegt die Vermutung nahe, dass
zumindest einige der festgestellten FP-Protein-Interaktionen iiber die Cysteinreste zustande
kamen. Dies lieferte den Grund, weitere Enzyme des parasitiren antioxidativen Systems auf
eine Interaktion mit FP zu untersuchen, basieren doch die durch TrxR und Grx katalysierten
Reaktionen ebenfalls auf deren active site-Cysteinen.

Die PfTrxR erwies sich als sehr sensitiv gegeniiber FP. Bereits 1.25 uM verringerten die
Aktivitdt um 50%. Versuche, den Hemmtyp zu bestimmen, zeigten die Existenz sowohl einer
kompetitiven (K; ~ 1 uM) als auch einer kovalenten Komponente. Mit Grx ist ein weiteres
antioxidatives Enzym durch FP hemmbar, allerdings mit moderater Empfindlichkeit
(ICsp ~ 10 uM).
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Im Labor der Kooperationspartner wurde eine besonders starke Hemmung durch FP
aullerdem fiir das glycolytische Enzym Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH)
des Parasiten festgestellt (ICso ~ 0.4 uM; K; = 0.2 uM). Dagegen erwies sich das
Wirtshomolog als wesentlich unempfindlicher (Campanale ez al., 2003).

Aufgrund der erhaltenen Daten liegt die Vermutung nahe, dass die Glycolyse von
Plasmodium bereits durch gering gestiegene FP-Konzentrationen gehemmt wird, was den
Zweck haben konnte, einen groferen Teil der Glucose in den Hexosemonophosphatweg
einzuschleusen, um dem erhohten Bedarf an Reduktionsidquivalenten fiir die antioxidative
Verteidigung nachzukommen (Abb. 4.6). Zu dieser Argumentation passt auch die relative
Unempfindlichkeit der GR, da diese zur Aufrechterhaltung der GSH-Level benétigt wird, mit
Hilfe derer das entstandene FP sowohl direkt (GSH-abhidngige FP-Degradation) entgiftet
werden kann als auch Folgen der erhohten FP-Konzentration beseitigt werden konnen (GSH
als Elektronendonor fiir antioxidative Enzyme).
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“~*GR

GSSG 2 GSH
Energie- // \\; .
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TPx andere  RiboR
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Abb. 4.6. Beeinflussung von Pf-Enzymen durch FP im metabolischen Zusammenhang.
Blau dargestellt sind die durch FP relativ stark gehemmten Prozesse. Die unter méBigen FP-Konzentrationen
relativ stabile Elektronenversorgung der GR ist rot gekennzeichnet.

Die parallel zu diesen Ergebnissen publizierten Beobachtungen von Famin und Ginsburg,
denen zufolge auch das HMPS-Enzym 6-Phosphogluconatdehydrogenase (6-PGDH) durch
FP gehemmt wird, was frithere Ergebnisse von Zerez et al., (1987) bestitigt, stehen insofern
nicht in Widerspruch zu den hier dargestellten, dass der ICsp mit 5 uM fast um Faktor 10
hoher ist als der fiir GAPDH. Die Inhibierung der Glycolyse konnte also ein Regulations-
element des Parasiten darstellen um mit leicht gestiegenen FP-Konzentrationen fertig zu
werden, wihrend die Hemmung des HMPS bereits zu den toxischen Effekten weiter
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angewachsener FP-Level gehort. Es ist aulerdem zu erwéhnen, dass noch kein ICsy fiir die
6-PGDH des Parasiten bekannt ist, deren Sensitivitdt sich moglicherweise von denen des
erythrozytidren und des kommerziell erhéltlichen Enzyms unterscheidet.

Das Trx-System wire aufgrund der hohen Empfindlichkeit der TrxR schon relativ bald von
steigenden FP-Konzentrationen betroffen. Da auch Grx gehemmt wird, sind zwei
Elektronenzufliisse fiir die Ribonukleotidreduktase eingeschriankt, was womoglich in
eingeschriankter DNA-Synthese resultiert.

Um den derzeitigen Kenntnisstand der Einflussnahme von FP auf antioxidative Pf-Enzyme zu
vervollstindigen, muss noch die berichtete Hemmung der Glutathion-S-Transferase durch FP
Erwihnung finden. Fiir die GST, die u. a. zur Entgiftung von Lipidperoxidations-Produkten
beitrdgt, wurde ein unkompetitiver Hemmungsmechanismus durch FP festgestellt (K; =
6.5 uM; ICsp = 4 uM). Das fiihrte, zusammen mit der berechneten hohen Konzentration des
Enzyms (>100 pM), zu der Vermutung, dass das Enzym mdoglicherweise eine Art
Pufferfunktion fiir FP ausiibt (Harwaldt et al., 2002). Auch diese Annahme passt in die hier
dargestellte Hypothese, dass das GR-System des Parasiten in der Anfangsphase des
Héamoglobin-Verdaus ein wichtiges Instrument zur Bekdmpfung der toxischen FP-Effekte
sein konnte.

Zur Beurteilung der physiologischen Relevanz genannter Uberlegungen wire die Kenntnis
der tatsdchlichen FP-Konzentration im Parasiten-Cytosol wiéhrend des intraerythrozytdren
Zyklus notig. Leider existieren dazu kaum Hinweise in der Literatur. Famin und Ginsburg
fanden 1in Chloroquin-behandelten Parasiten 1im Trophozoiten-Stadium 165 uM
proteingebundenes FP, was unter Beriicksichtigung der bis dahin verdauten und nicht
polymerisierten Mengen an Himoglobin bzw. Him (4 mM) bereits ein recht kleiner Anteil ist.
In nicht-behandelten Parasiten konnte iiberhaupt keine FP-Protein-Bindung festgestellt
werden (Famin und Ginsburg, 2003). In einer fritheren Studie dieser Autoren war ebenfalls
kein freies Hdam in infizierten Erythrozyten messbar gewesen (Ginsburg et al., 1998). Diese
Daten lassen zumindest die Moglichkeit einer in vivo-Bedeutung der hier gemessenen
Hemmungsparameter offen, und auch die Feststellung, dass bereits 6 uM freies FP die
komplette Lyse von Erythrozyten bewirken konnen (Chou und Fitch, 1980), sprechen dafiir,
dass die hier beschriebenen Konzentrationsbereiche realistisch sind.

SchlieBlich wurde im Zusammenhang der Messungen mit FP noch die Interaktion mit H,O,
untersucht. FP ist die prosthetische Gruppe verschiedener Peroxidasen, und auch der Abbau
von Lipidhydroperoxiden (Dix und Marnett, 1985, Mashima et al., 2002) und H,0O, (Ribeiro
et al., 1997) durch chemische Interaktion mit freiem FP ist in der Literatur beschrieben. Diese
Reaktion ist jedoch begleitet von der FP-Degradation (Ribeiro et al., 1997). Es wurde
mehrfach beobachtet, dass Antimalaria-Wirkstoffe wie Chloroquin die Katalase- und
Peroxidase-dhnlichen Eigenschaften von FP, gleichzeitig aber auch den FP-Abbau hemmen
(Loria et al., 1999; Ribeiro et al., 1997). Die Bindung von FP an PfHRP2 verringert ebenfalls
die Hydroperoxid-Zersetzung (Mashima et al., 2002). Da jedoch das Ausmass an
heterolytischer Peroxidspaltung im Vergleich zum homolytischen Abbau steigt, d. h. die
Hydroxylradikalbildung vermindert wird, werten die Autoren dieses Verhalten des
Komplexes als antioxidativ.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Interaktionstests mit FPIX und H,0,
durchgefiihrt und der Abbau von FPIX bei 340 nm beobachtet (in der Literatur wird dies bei
360 nm gemessen (Loria et al., 1999), bei 340 nm ist die Dekomposition aber auch gut
erkennbar (Abb. 8 in Ribeiro et al., 1997). Die iberproportionale Verstirkung der
peroxidabhédngigen FPIX-Degradation durch NADPH bleibt eine Erkldrung schuldig. Die
festgestellte Abschwichung der Interaktion FP < H,0, durch die Anwesenheit von Trx (und
TrxR) konnte jedoch ebenfalls mit einer Komplexierung des FP zu erkldren sein. Ob diese
Interaktion lediglich einer Pufferfunktion des Trx fiir FP gleichkommt, oder ob durch die
Komplexbildung auch der Mechanismus der Peroxiddegradation verdndert wird, wie mit
HRP2 der Fall, kann noch nicht gesagt werden. Ferner muss beriicksichtigt werden, dass das
heterolog exprimierte Trx mit dem 6xHis-tag einen His-repeat besitzt, der in diesem Fall
einen FEinfluss haben konnte. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass auch Trx eine
Modulation der Redoxaktivitit von FPIX bewirken kann. Eine solche Wirkung wire dann
auch fiir die anderen Proteine, deren Interaktion mit FPIX hier gezeigt wurde, moglich.
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S Zusammenfassung

Aufgrund zunehmender Verbreitung der Erreger und wachsender Resistenzen werden neue
Medikamente gegen Malaria dringend bendtigt. Der Erreger der tropischen Malaria,
Plasmodium falciparum, ist wihrend seiner Vermehrung in menschlichen Erythrozyten einer
enormen oxidativen Belastung ausgesetzt. Aufgrund dessen wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit das antioxidative System des Parasiten untersucht, dessen Bestandteile
als Zielmolekiile fiir die rationale Medikamentenentwicklung von Bedeutung sind. Da
Katalase und Glutathionperoxidase in Plasmodium fehlen, spielen die auf den NADPH-
abhédngigen Flavoenzymen Thioredoxinreduktase (TrxR) und Glutathionreduktase (GR)
basierenden Systeme eine besondere Rolle. Hier konnte eine alternative Spleissvariante der
TrxR-mRNA identifiziert werden, die analog zu den humanen Formen, Regulations- oder
Targetingfunktion haben konnte. Die herkommliche TrxR-Form und das bislang bekannte
Thioredoxin (Trx) wurden zwecks Kristallisierung ohne His-tag kloniert, exprimiert und
gereinigt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zwei Proteine mit Trx-Aktivitdt (Trx2 und 3) und zwei
weitere Trx-dhnliche Proteine (Tlp1 und 2) identifiziert, kloniert und exprimiert werden. Das
Tlpl reguliert wahrscheinlich als Bestandteil des Dyneinmolekiils die ATPase-Aktivitit
dieses Proteinmultimers und ist somit fiir den intrazelluldren Transport von Bedeutung. Tlp2
besitzt das active site-Motiv CPAC und ist evtl. membranstidndig oder im Mitochondrium
lokalisiert. Die beiden neu identifizierten Trx-Proteine Trx2 und Trx3 sind Substrate der TrxR
und werden aktuellen Vorhersagen zufolge in den Apicoplasten transferiert.

Fiir die bislang als klassische Thioredoxinperoxidase bekannte PfTPx1 wurde im Rahmen
dieser Arbeit Aktivitdit mit Glutaredoxin (Grx) gezeigt. Zwar ist die Aktivitit signifikant
geringer als mit Trx, die Affinitit zu Grx ist jedoch bedeutend hoher. Beziiglich des
Reaktionsmechanismus’ konnte anhand von Cystein-Alanin-Austausch-Mutanten (C74A,
C170A) ein Hinweis geliefert werden, dass das peroxidative Cystein (C50) fiir die Grx-
abhéngige Aktivitit ausreicht (Ky unverdndert; V., nur wenig geringer als beim Wildtyp).
Die Aktivitit mit Trx zeigte sich deutlich abhingig von der Existenz des C170. Da eine
geringe Restaktivitdt zu verzeichnen ist, kann postuliert werden, dass TPx1C170A mit Trx
nach einem 1-Cys-Mechanismus reagieren kann.

Ebenfalls mit beiden Thiolproteinen aktiv ist das hier neu identifizierte Antioxidative Protein
(AQP), ein Peroxiredoxin vom TypV. Die biochemische Untersuchung ergab nur schwache
Reduktion von H;0,, stattdessen Priferenz fiir tert-Butylhydroperoxid und
Phosphatidylcholinhydroperoxid. Damit stellt AOP die erste Pf-Peroxidase zur Entgiftung
von Lipidhydroperoxiden dar. Aufgrund der hohen Membranlipid-Syntheseleistung des
Parasiten kann einer solchen Funktion grole Bedeutung beigemessen werden. Im Gegensatz
zu TPx1 ist im Fall von AOP die Grx-abhingige Aktivitit stirker als die mit Trx1. Die
Affinitét ist dagegen fiir beide Donoren @hnlich. Besonderes Interesse galt der subzelluldren
Lokalisation des AOP. Aufgrund von in silico-Vorhersagen war das Targeting zum
Apicoplasten wahrscheinlich, die Kopplung der leader-Sequenz an GFP und Transfektion von
Toxoplasma gondii zeigte jedoch eine ER-Lokalisation in diesem Organismus. Im Rahmen
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dieser Arbeit gelang es, rontgentaugliche Kristalle von PFAOP zu ziichten. Die durchgefiihrte
Rontgenstrukturanalyse bestitigt Ergebnisse der DTNB-Titration, die indizierten, dass AOP
mechanistisch ein 1-Cys-Prx darstellt. Das Protein liegt nativ als nicht-kovalentes Dimer mit
einer interface vom A-Typ vor. Anhand von Vergleichen mit anderen Prx-Strukturen kann ein
charakteristischer Prx-fold beschrieben werden. Hochkonservierte AS-Reste, welche die
active site bilden, finden sich auch in AOP.

Diese Arbeit beinhaltete zudem zahlreiche Interaktionstests bekannter Pf-Proteine
untereinander und mit H,O,, Ascorbat und Liponsdure. So konnte gezeigt werden, dass
Plasmoredoxin, ein fiir Plasmodium spezifisches Redoxprotein, sowohl TPx1 als auch AOP
und Dehydroascorbat reduzieren kann. Auch Trx1, Grx und TPx1 sind zur DHA-Reduktion in
der Lage, wihrend AOP keine Aktivitit zeigte. Wasserstoffperoxid wird von Trx1 umgesetzt,
jedoch nicht von Grx. Beide Thiolproteine sind in der Lage, Liponsdure bzw. Liponamid zu
reduzieren. PfTrxR zeigt ebenfalls schwache LA-/LAM-Reduktase-Aktivitit; diese
Eigenschaft ist demnach nicht zwingend an ein Selenocystein gebunden. Die in vivo-Relevanz
dieser Interaktionen ist aus verschiedenen Griinden wahrscheinlich.

SchlieBlich wurde eine mogliche Hemmung von TrxR, Grx und GR durch
Ferriprotoporphyrin IX (FP), einem Produkt des parasitiren Himoglobinabbaus getestet. Fiir
alle drei Proteine war eine Inhibition festzustellen. Da die Empfindlichkeit der PfGR jedoch
deutlich geringer war als die der vergleichend untersuchten humanen bzw. Hefe-GR und auch
des glycolytischen Schliisselenzyms Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase = wird
postuliert, dass bei beginnender FP-Toxizitit zunédchst die Glycolyse gedrosselt wird, um
Glucose in den Hexosemonophosphatweg zu schleusen und somit NADPH zur Entgiftung
reaktiver Sauerstoffspezies verfiigbar zu machen.

Eine Hemmung der TrxR konnte auch fiir einige putativ inhibitorische Verbindungen bestitigt
werden, wobei sich z.T. ICsp-Werte im unteren mikromolaren Bereich ergaben. An Plas-
modium-Kulturen wurden diese Hemmeffekte fiir drei Substanzen bestitigt. In Anbetracht der
im Vergleich beobachteten iiberwiegend geringeren Hemmung der humanen TrxR sind diese
Werte vielversprechend.

Insgesamt konnte im Rahmen dieser Arbeit das Verstindnis des komplexen Redoxsystems
von Malariaparasiten vergroflert werden. Es wurde ein Beitrag zur Strukturaufkldrung
moglicher Zielmolekiille der Medikamentenentwicklung geleistet, und verschiedene
Inhibitorverbindungen wurden charakterisiert. Der Kenntnis des Wirkmodus’ gingiger
Antimalaria-Substanzen wie Chloroquin, die die Steigerung der FP-Toxizitdt beinhaltet,
wurden durch die hier erzielten Resultate neue Aspekte hinzugefiigt.
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6.3 Computerprogramme

6.3.1 Schnittstellensuche

JustBio Cutter
http://www.justbio.com/cutter/index.php

6.3.2 Sequenziibersetzung DNA—Protein

JustBio Translator
http://www.justbio.com/aligner/index.php

6.3.3 BLASTs

NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.eov/BLAST/

PlasmoDB-BLAST
http://plasmodb.org/plasmodb/servlet/sv?page=blast

6.3.4  Proteinparameter

MBS ProtCalc (— jetzt JustBio)
http://www.justbio.com/protcalc/index.php

6.3.5 Alignments

JustBio Aligner
http://www.justbio.com/aligner/index.php

ClustalW
http://www.ch.embnet.org/software/Clustal W.html

6.3.6  Signalpeptidvorhersage

SignalP
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/#submission

TargetP
http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/

PSORT /iPSORT
http://psort.nibb.ac.jp/form.html

6.3.7  Vorhersage der Apicoplast-Lokalisation

PATS
http://gecco.org.chemie.uni-frankfurt.de/pats/pats-index.php

PlasmoAP
http://plasmodb.org/restricted/PlasmoAPcgi.shtml
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6.3.8  Vorhersage der Mitochondrium-Lokalisation
PlasMit
http://gecco.org.chemie.uni-frankfurt.de/plasmit.

MitoProt 11
http://ihg.gsf.de/ithg/mitoprot.html

Predotar
http://genoplante-info.infobiogen.fr/predotar/

6.3.9  Analyse der codon usage

E. coli Codon Usage Analyzer by Morris Maduro
http://www.faculty.ucr.edu/~mmaduro/codonusage/usage.htm

6.3.10 Hydrophobizititsplot und Transmembran-Vorhersage

Kyte Doolittle Hydropathy Plot
http://occawlonline.pearsoned.com/bookbind/pubbooks/bc_mcampbell genomics 1/medialib/
activities/kd/kyte-doolittle.htm

SOSUI
http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/cgi-bin/adv_sosui.cgi

TMpred
http://www.ch.embnet.org/cgi-bin/TMPRED form parser

“DAS”’-Transmembrane Prediction server
http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/

PredictProtein
http://cubic.bioc.columbia.edu/predictprotein/

6.3.11 Konservierte Dominen
NCBI Conserved Domain (CD)-Search
http://www.ncbi.nlm.nih.eov/Class/MLACourse/Modules/BLAST/cdd_search.html

6.3.12 Posttranslationale Modifikationen

Prosite
http://au.expasy.org/prosite/

6.3.13 Disulfidbriicken
Disulfind
(http://cassandra.dsi.unifi.it/cysteines/)
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7 Anhang

vgenB

Lan- Re—_
Bezeichnung Sequenz ‘ ge sFrlk—

(bp) tions-

stelle

OpfDynv | 5°- CGCGGGATCCAAACGAACTGACGATAAAATTTACG - 3° | 35 | BamHI
OpfDynh | 5'— GCGCAAGCTTTCAATTTATTTTCTTATTCATCAAATG — 3° | 37 | HindIII
OPfTrx9vl | 5°'- ATGTGAGAAGATATATACTTTGAAC - 3° | 25 |
OPfTrx9v2 | 5°'- GCTGGAACAAACTCAATTATAACAATICC - 3’ | 29
OPfTrx9vA | 5°- ATGAAACCTAAAGATCCAGTAAC - 3’ | 23 |
OPfTrx9vB | 5'— ATGATATATTTAAAAAAAGAATACAT — 3° | 26
OP£fTrx9vC | 5°- ATGATCATTTTTTATTTATTT - 3’ | 21 |
OPfTrx9vDB | 5°— CGCGGGATCCTTTTTTCTTCAAAATTTAAAAAAAATTACC - 3’ | 40 | Bamaz
OPfTrx90SP | 5°- CGCGGGATCCAAATATTTATGCACAAC - 3’ | 27 | BamHI
OPfTrx9hl | 5°— CAATCACTCTGATGTTTTTCAACGG - 3° || 25 |
OPfTrx9h2 | 5°- ACCTATAATCTTGTCCAAATATTTCC - 3’ | 26 |
OPfTrx9vliB | 5°- CGCGGGATCCTATGTGAGAAGATATATACTTTGAAC - 3’ | 36 | Bamaz
OPfTrx9hlH | 5'- GCGCAAGCTTTCAATCACTCTGATGTTTTTCAACGG - 3’ | 36 | HindIII
OPfTrx13/52 | 5°— ACAAAAGAAGTAACATCAACAAATGATG — 3° | 28
OPfTrx13/3 | 5°'- TTATAAATGTTTTTTAATTAATGCTATC - 3’ | 28
OPfTrx13/5 | 5°'— ATGAAGAAGTATATATTTTTCTTTCTIC - 3° | 27
OPfTrxIXs | 5°'- AAAAACACTGGAAGTTTAAACCAGG - 3° | 25 |
OPfTrxIXas | 5°- TAATGTTATGTTGATCATTTAATTTTGG - 3’ | 28
OPfIXvl | 5'- ATGAAGTGTTATGAAATGATAAAC— 3’ | 24 |
OP£IXh2 | 5°'- CTCATTATATAGAACAAGAAAATAA - 3° | 25
OPf9API | 5°'- ATGGCTCTTATTTGCATCGGATCAG - 3’ | 25
OP£9-n | 5'— CATATAAAAAAAATATTTCCTTCC — 3° | 24
OP£IXN | 5°- CGCGGGATCCGCTCTTATTTGCATCGGATCAGTATG - 3 | 36 | Bamaz
OPfIXN-ap | 5'- CGCGGGATCCCATATAAAAAAAATATTTCCTTCCTTC-3’ | 37 | Bamaz
OP£IXC | 5°- GCGCAAGCTTTCATTTTGCTTTTTCTAAACAGTACTTC- 3° | 38 | HindIII
g%i?g;* S — EEEEE~TTAAAGAGGAGARATTATATCE - 3° ‘ 30 ‘
pQE-Hisrev* | 5 - GABCECATAJr2ATTTCTCCTCTTTAATH - 3° | 30 |
OPfTrxRaN | 5°'- ATGAACAATGTAATTTCTTTCATTGG - 3 | 26 |
OPfTrxRas | 5°- TTGTACAGTTGTAACTAATTTICTICC - 3’ | 26 |
OPfTrxRaNB | 5°— CGCGGGATCCAACAATGTAATTTCTTTCATTGG — 3° | 33 | BamaI
OPfTrxRasH | 5'- GCGCAAGCTTTTGTACAGTTGTAACTAATTTICTTCC - 3’ | 36 | HindIII
OPfTrxRCterm | 5°- TTATCCACATTTTCCACCCCCAC - 3° | 23 |
iiziingR_ 5°- AACAATGTAATTTCTTTCATTGGAAATTIC - 3° 29
TrxRmutrl | 5°'- CGATCCTCTCATAGTTAATTICTCC - 3° | 25 |
;ii?Short 5~ GATTCGARAGCATATGGATGG - 3° 21
;i:iShort 5~ CCATCCATATGCTTTCGAATC — 3° 21
OpfGrxPxvint | 5°— AATGACGTAAGAAATATGAACAACATATCTG - 3’ N |
OpfGrxPxh | 5°- TTATAACTGATTATTTTTTAAAAACTCTTTTAC - 3’ | 33 | |
OpfGrxPxvgen | 5°— AGAATGAGAAGAACAATACTAATATTTACTG - 3’ N |
OpfGrxPxglm | 5°- GTTACTTACTTTACATTTTTGAAATATAAATG - 3’ | 32 | |
OpLGrx=Fx 5~ CGCGGGATCCAGAATGAGAAGAACAATACTAATATTTACTG - 3° ‘ 41 ‘ BamHI
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OpfGrxPxhH | 57 GCGCAAGCTTTTATAACTGATTATTTTTTAAAAACTCTTTTAC - 3 43 | HindIII
OpfGrxPxB-24 | 5°— CGCGGGATCCTTATTTAAGCATTCTATTAATATAGTATCC - 3° 40 | BamHT
OpfGrxPxvB | 5°— CGCGGGATCCAAAGAAAATGATCTTATTCCTAACG - 3~ 35 | BamHI
OpfTPx1C74A 5°— TTGAATTAATAGGCGCTAGTGTGGATAG - 3~ 28
forward
OPETPx1CT74A 57 CTATCCACACTAGCGCCTATTAATTCAA - 3~ 28
reverse

7 , .
OPETPx1C170A 5 GATGTTGCTCCAGCAAACTGGAAAAAG - 3 27
forward
OPETPx1CL70A 5’ CTTTTTCCAGTTTGCTGGAGCAACATC - 3~ 27
reverse

Tabelle Al. Verwendete Oligonukleotide. Die unterstrichenen Basen stellen die Erkennungssequenz des
Restriktionsenzyms mit Uberhingen dar und hybridisieren nicht.
* 5’-Phosphorylierung
magenta: EcoRI-Schnittstelle

griin: BamHI-Schnittstelle

blau: mutierte Basen, die die Einfiihrung einer Ndel-Schnittstelle bewirken

MKRTDDKIYVDINNEEEYKNLEFDDKNDILYIIDIYTRWCGPCIFTFEMINKIYKNNLIFSENVKLESICAQTVSS

LKNYDNNCKPEFYITILKNGEITIQQIQGCNIPLIFSFIDEHLMNKKIN

Abb. Al. Aminosiuresequenz des Thioredoxin-like protein 1 aus Plasmodium falciparum.
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601

661

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

TATATTTATATTCATATTTATTTATTTAATATAACATTATGTATGTGAGAAGATATATAC
Yy I Yy I H I Y L F N I T L C M * E D I Y
1 Fr 1Fr 1 F 1 v 1 1+ 8 Yy v SRR
Y L Y S Y1 F I * Y NI MYV RR Y I L
TTTGAACATAATAACATTTCTGCATTCTCTTTTTTTTGCTGCTTTATAAAAAAATGTTTT
F E H N N I S A F s F F C C F I K K C F
F F A A L * K N V F
* T * * H F C I L F
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720

780

840

900

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

Abb. A2. Genomische Sequenz des Tlp2. Primer vA begann an Position 275.Grau: Primer v1 ;_ Primer
h1; QB8 Primer h2; Gelb: Primer v2; Griin: Aminosiure laut Vorhersage A.
bearbeitete Tlp2-Sequenz.

. orf. Fett: hier
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Trxl = ——mmmmmmmmm o MVKIVTSQ-———————————————— SEFDSIIS—-QNEL
Tlp2 ~  ————m—— - MFFLONLKKITHPKYLCTTIRRNVYTELNKIDDYLSKVN--GNKL
Trx3 HIKKIFPSFFKNPNKEEIDKHIGNILEAKRKNKQLEQSIYIELKNTGSLNQVFSSTONSS
Trx2 = ————————— o MFKKVPRLQQONG-———————————————— SNIINGVN-MKNTV
Tlpl ——m—mmm——————— o MKRTDDKIYVDIN-————————————— NEEEYKNLEDDKNDIL
Trxl VIVDFFAEWCGPCKRIAPFYEECSKT——--YT-KMVF IKVDVDEVSEVTEKENITSMPTFK
T1p2 VVAQFGASWCAPCKKMKPVIEKLGED---ND-NIESLYIDIDEFPELGENEDINELPTIL
Trx3 IVIKFGAVWCKPCNKIKEYFKNQLNY---YY-—VTLVDIDVDIHPKLNDQHNIKALPTFE
Trx2 IVLYFFAKWCQACTMQSTEMDKLOKY--—YGKRIYLLKVDLDKNESLARKFSVKSLPTII
Tlpl YIIDIYTRWCGPCIFTFEMINKIYKNNLIFSENVKLESICAQTVSSLKN-YDNNCKPEFYI

. * % * . . . . . . *
Trxl VYKNGS—-—-—SVDTLLGANDSALKQLIEIYAA—————
Tlp2 LRKNGK—--—--YLDKIIGMNESDLIKAVEKHQSD————
Trx3 FYFNLNNEWVLVHTVEGANQND IEKAF QKYCLEKAK-
Trx2 LLKNKT—---MLARKDHFVSSNDLIALIKKHL-—————
Tlpl ILKNGE-—-—IIQQIQGCNIPLIFSFIDEHLMNKKIN
* . .

Abb. A3. Alignment der Trx-Proteine aus Pf. Sterne zeigen Ubereinstimmung, (Doppel-)Punkte (hohe)
Ahnlichkeit an. Gelb unterlegt ist das Trx-active site-Motiv.

Tabelle A2. Konservierte

funktionale AS in Trx.

Konserviert in | PfTrx1 PfTrx2 PfTrx3

Sauger-Trx

Phe-12 | Phe-11 | - || - |
Pro-40 | Pro-38 | - | - |
Asp-59 | - | - | Asp-60 |
Lys-82 | - | Lys-83 | Lys-84 |
Ala-93 | Ala-91/Ala-95 | Ala91 | - |
Glu-57 | - | - | Glu-58 |
Position Modifikation Aminosiuremuster
(AS)

29 | Tyrosinkinase-Phosphorylierungsstelle | KrtdDkiY |
2-16 | Tyrosin-Sulfatierungsstelle | krtddkiYvdinnee |
11-25 | Tyrosin-Sulfatierungsstelle | dinneeeYknlfddk |
75-77 | Proteinkinase C-Phosphorylierungsstelle | SIK |
109-112 | Caseinkinase II-Phosphorylierungsstelle | SfiD |

Tabelle A3. Maogliche
posttranslationale Mo-
difizierungsstellen in
der Tlp1-Sequenz.
Grofle Buchstaben be-
zeichnen die  Con-
sensus-Aminosiuren.
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TMX g < = s ' VRV I TDENWRELLEGD - —WMIEF YAPWCPA
T1p2 --—-MFFLQNLKKITHPKYLCTTIR-RNVYTELNKIDDYLSKVNGNKLVVAQFGASWCAP
*ooe. N to - A
TMX CONLQPEWESFAEWGEDLEVNIAKVDVTEQPGLSGRFIITALPTIYHCKDGEFRRYQGPR
T1lp2 CKKMKPVIEKLGEDNDNIES—-LYIDIDEFPELGENEDINELPTILLRKNG-—-KY———-
R IR S PR R R Xk kokkk *x H
TMX TKKDF INF ISDKEWKS IEPVSSWFGPGSVLMS SMSALFQLSMWIRTCHNYFIEDLGLPVW
Tlp2 W  —m e
TMX GSYTVFALATLFSGLLLGLCMIFVADCLCP SKRRRPQPYPYPSKKLLSESAQPLKKVEEE
T1p2 s LDKIIGMNESDLIKAVEK
R
TMX QEADEEDVSEEEAESKEGTNKDFPONAIRQRSLGPSLATDKS
T1lp2 HQSD— === ———
o s ok

Abb. A4. Alignment des ER-Transmembranproteins TMX mit der PfTIp2-Sequenz. Gelb unterlegt sind die
Trx-active site-Motive, rote Unterlegung kennzeichnet das Signalpeptid des TMX.

Putative posttranslationale Modifikationen an Trx2 |

Position (AS) | Modifikation | Aminosiuremuster |
29-32 StnD
30-33 . . TndD
90-93 Caseinkinase-Phosphorylierungsstellen TemD

145-148 SsnD
58-61 NGSN

113-116 N-Glycosylierungsstellen NESL

133-136 NKTM
99-102 | Amidierungsstelle | yGKR

cAMP-/cGMP-abhingige
118-121 Proteinkinase-Phosphorylierungsstelle RKES
Proteinkinase C-
121-123 Phosphorylierungsstelle SvK

Tabelle A4. Mogliche posttranslationale Modifikationen an PfTrx2 nach Vorhersage von Prosite.

Putative posttranslationale Modifikationen an Trx3 |
Position (AS) | Modifikation | Aminosduremuster |
62-69 | Tyrosinkinase-Phosphorylierungsstelle | Kql.EgsiY |
87-90 | N-Glycosylierungsstelle | NSSI |

1965 1_—110606 N-Mpyristoylierungsstelle gAA;:lVISg
119-122 | Caseinkinase-Phosphorylierungsstellen | TIvD |

Tabelle A5. Mogliche posttranslationale Modifikationen an PfTrx3 nach Vorhersage von Prosite.
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Tg MNKRVYRFFSHSAGFKQTKFLLMTKTMAKALCCTATMATVALLATVLLGNLPAGSEFSEFVI 60
pf 0 MRMRRTILIFTVILIPLTFCFKNALIKHSINIVSKRGNSKN——————— 41
Py @ —————————————= MKRIIFLIFPILLNVYLCFRKNLAHNKPLNFVSKRWNENN——————— 39
Vvp 0 - MEFVSKEGQN 9
Ve = 0 0-——————————————— = — MRNTMFTSKEGQT 13
rt @ @ -—-—— MAPIAVGDV 9
At 0 0@00-—-—— MAPIAVGDV 9
Hs - """"""—"¥—"\—"\—"—"—"\—"—"—"—"—"—"¥—"—"¥—“"—~\—~\—~"—(—(—(—¥—————————— MAPIKVGDA 9
Tg GTKAVGSVPLGSAASSGGMCSSVSGGPASVEFSSSALKAASALGSRSLAFAKTKTLSEGDP 120
rf @@ @ -——— REFSQKVYESKNIDLENDIKENDL 64
ry @ @--— - = —— REFSHKLGESKNIDLANDIKENDL 62
VP VPQVTFPTRQ-——————————————————— GDTWVNVTSDDLFKGKTVIVESLPGAFTPTC 50
VC IPQVTFPTRQ——————————————————— GDAWVNVTSDELFKGKTVIVFESLPGAFTPTC 54
Pt LPDGKLAYFDE-——----———————————— QODQLQEVSVHSLVAGKKVILFGVPGAFTPTC 51
AT VPDGTISFFDE-——————-——————————— NDQLQTASVHSLAAGKKVILFGVPGAFTPTC 51
Hs IP--AVEVFE-———————---————————— GEPGNKVNLAELFKGKKGVLFGVPGAFTPGC 48
Tg APECVWKVRAAAP—————————————— EGGMTWAELESTTMFKNKRVVIFSLPGAFTPTC 166
P f IPNVKVMIDVRNM———NNISDTD-——-GSPNDFTSIDTHELFNNKKILLISLPGAFTPTC 117
Py IPNVKVMVDVGNIGIVNNFGEEEKKSSGEESPFRSIDTHELFKSKRILLISLPGAFTPLC 122
* . .* :::.:****** *
VP SSSHLPRYNELFP-VFKEHGVDEILCISVNDAFVMNAWKHDQ-EAEHITFIPDGNGEFTD 108
VC SSTHLPRYNELFP-VFKEHGVDSILCVSVNDTFVMNAWKDDQ-NADNITFIPDGNGEFTD 112
Pt SLKHVPGFIEKAG-ELKSKGVTEILCISVNDPFVMKAWAKSYPENKHVKFLADGSATYTH 110
AT SMKHVPGFIEKAE-ELKSKGVDEIICFSVNDPFVMKAWGKTYPENKHVKFVADGSGEYTH 110
Hs SKTHLPGFVEQAE-ALKAKGVQVVACLSVNDAFVTGEWGRAHKAEGKVRLLADPTGAFGK 107
Tg SSRHLPDFDKEYD-AIRALGIDEVYCLSVNDTFVMNAWASSL-NVKHVKMIPDGNGCFETS 224
P f STKMIPGYEEEYDYFIKENNFDDIYCITNNDIYVLKSWEKSM-DIKKIKYISDGNSSFTE 176
Py TSKMIPEYEKEYDNFIRENKEFDDIYCITNNDIYVLKSWEFKSM-DIKKIKYISDGNSSFTE 181
R S Koo Rk ok * H I
Vo GMGMLVD—--KNDIGFGKRSWRYSMLVKDGVIEKMF IEPNE-——-PGDPFKVSDADTMLNY 162
VC GMGMLVD--KNDLGFGKRSWRYSMLVKDGVVEKMF IEPNE-——-PGDPFKVSDADTMLKY 166
Pt ALGLELD--LQEKGLGTRSRRFALLVDDLKVKAANIEG—————— GGE-FTVSSAEDILKD 161
At LLGLELD--LKDKGLGVRSRRFALLLDDLKVTVANVES—————— GGE-FTVSSADDILKA 161
Hs ETDLLLDDSLVSIFGNRRLKRFSMVVQDGIVKALNVEP—————— DGTGLTCSLAPNIISQ 161
Tg KMGMLVD--KTNLGFGPRSWRYAMVVRNGTIEKLLVEPEKRDDAEDDPFVASDVASVLKY 282
P f SMNMLVD—--KSNFFMGMRPWRFVAIVENNILVKMFQEKDKQHNIQTDPYDISTVNNVKEF 234
Py SMNMLVD—--KSNYFMGMRPWRYVAIVENNILIKIFQENEKQHNIQTDPYDISSVDHVKEF 239
i . P . : * *

Vo IAPEYRTQESITVFTKPGCPFCMKAKQONLIDHGLQYEEVILGKDATSVSLRAITGRTTVP 222
VC IAPQYKVQESVTIFTKPGCPYCAKAKQALIDAGLQYEELILGKDATTVSLRAVSGRTTVP 226
Pt R ettt it 162
At L 162
Hs R et et ittt 162
Tg LRDSADVKGA—-———————"—"—"—"—"—="—"—"——————————— ———— ——— — — — — ———————— — —— —— 292
P f LKNNQL-————"——— ===~ 240
Py LKHNKI-—"—f———————————————— ——————————— — — — — ———— — — — — ——————— — — —— —— 245
Vo QVFIGGKHIGGSEELETYLG- 242

VC QVFIGGKHIGGSDDLEVYLNQ 247

Abb. AS. Multialignment von PfAOP mit einigen Typ V-Prx. Die putativen Signalsequenzen der
Plasmodium-Orthologe sind grau unterlegt. Stabile Expression und Prx-Aktivitit wurde mit der Pf-AOP-
Sequenz ab K60 erzielt (AOPsk). Die Proteine aus Vibrio stellen Hybridproteine eines PrxV mit einer C-
terminalen Grx-Domine dar, die active site des Grx ist unterstrichen. In Prx konservierte Reste sind fettgedruckt,
die hochkonservierten Cysteinreste gelb unterlegt. Das Cg der Sduger-PrxV ist grau unterlegt.

Pf, Plasmodium falciparum (acc. no. AY306209); Py, P. yoelii (acc. no. EAA20812); Hs, man (acc. no.
AAF27531); Pt, Populus tremula (acc. no. AAL90751); At, Arabidopsis thaliana (acc. no. AAD28242); Vc,
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Vibrio cholerae (acc. no. AAF95778); Vp, Vibrio parahaemolyticus (acc. no. BAC61016); Tg, Toxoplasma
gondii (ToxoDB: TgTwinScan_3569).

SighnalP-HMM prediction teuk modelsli: AODFP
T T T T
La b Rot: Spaltstelle o
Blau: h-Region
8.3 -
B.6 -
L]
L
a
ooa.e -
B.2 -
5.8 rh
MEMERTILIFTYILIPLTFCFKMALIKHSINIYSKERGHSKNRFSQEYYESKNIDLENDIKENDLIPHYE'
1 1 1 1 1 1
5] 1@ 28 =8 48 58 [=15] 7
Fosition

Abb.A6. Regionen und Spaltstelle des putativen Signalpeptids von PFAOP nach der Analyse von SignalP.
Score: von 0 = nicht wahrscheinlich bis 1 = sehr wahrscheinlich.

T MAPIA 5
HS e MAPIK 5
Pf MRMRRTILIFTVILIPLTFCFKNALIKHSINIVSKRGNSKNRFSQKVYESKNIDLENDIK 60
PETPX] ———————mmm e m e MASYV 5
Pt VGDVLPDGKLAYFDE-—————————— QDQLQEVSVHSLVAGKKVILFGVPGAFTPTCSLK 54
Hs VGDATIP—-AVEVFE———————————— GEPGNKVNLAELFKGKKGVLFGVPGAFTPGCSKT 51
Pf ENDLIPNVKVMIDVRNMNNISDTDGSPNDFTSIDTHELENNKKILLISLPGAFTPTCSTK 120
PfTPx1 GREAPYFKAEAVFAD-——-——-————- NTFGEVNLHDFIGKKYVLLYFYPLDFTFVCPSE 53
Pt HVPGF IEKAGELKSKG-VTEILCISVNDPFVMKAWAKS YPENKHVKFLADGSATYTHALG 113
Hs HLPGFVEQAEALKAKG-VQVVACLSVNDAFVTGEWGRAHKAEGKVRLLADPTGAFGKETD 110
Pf MIPGYEEEYDYFIKENNFDDIYCITNNDIYVLKSWFKSMDIK-KIKYISDGNSSFTESMN 179

PfTPx1 IIA-LDKALDAFKERN-VELIGCS-VDSKYTHLAWKKTPLTKGGIGNIQHTLISDITKSI 110

Pt LELDLQEKGLG—-TRSRRFALLVDD-LKVKAANIEGGGE-FTVSSAEDILKDL 162
Hs LLLDDSLVSIFGNRRLKRESMVVQD-GIVKALNVEPDGTGLT-CSLAPNIISQL 162
Pf MLVDKSNFFMG--MRPWREVAIVENNILVKMFQ-EKDKQHNIQTDPYDISTVNNVKEFLKNNQL 240
PfTPx1 SRSYNVL---FGDSVSLRAFVLIDKQGVVQHLLVNNLAIGRSVEEVLRIIDAVQHHEQHG 167
PfTPx1 DVCPANWKKGKVAMKPSEEGVSEYLSKL 195

Abb. A7. Aminosiuresequenzvergleich verschiedener Typ V-Prx mit PfTPx1.

Die unterstrichene Sequenz von P. falciparum (59 Aminosduren) zeigt die mogliche zweiteilige Signalsequenz
fiir den Transport in den Apicoplasten (zur stabileren heterologen Expression wurde Pf-PrxV (AOP) ab K60
exprimiert). Die in allen Peroxiredoxinen konservierten Reste sind durch Fettdruck hervorgehoben, die Cystein-
Reste sind gelb markiert.

Pf, Plasmodium falciparum (acc. no. AY306209); Hs, man (acc. no. AAF27531); Pt, Populus tremula (acc. no.
AAL90751); PfTPx1 (acc. no. AAF67110).
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